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Imunogenni kompozice pro vyvolani u savce ¢eledi kofiovitych imunologické odezvy proti
viru rinopneumonitidy, pouZiti této kompozice pro vyrobu lédiva a souprava obsahujici tuto
kompozici

Oblast techniky

Vynalez se tyka imunogenni kompozice pro vyvolani u savce ¢eledi kofiovitych imunologické
odezvy proti viru rinopneumonitidy, pouziti této kompozice pro vyrobu Ié¢iva a soupravy obsa-
hujici tuto kompozici.

Dosavadni stav techniky

Patologie koni piedstavuje dosti velkou rozmanitost. Vedle dobfe znamych dychacich nemoci,
Jako je rhinopneumonie a chiipka, jsou kon& ndchylni, zejména na americkém kontinent&, na
rizné encefalitidy. Konecné trpi koné také riznymi jinymi chorobami, mezi nimiz lze citovat
zejména tetanus, lymfatické onemocnéni, zanét tepny koni a v neposledni fadé virus vztekliny.

Podminky vystaveni koni riznym patogennim mikroorganismiim jsou znasobeny &etnym preva-
Zenim koni na velké vzdalenosti po zemi nebo vzduchem, takZe riziko nakazy ma stoupajici ten-
denci.

Nebo, vezme-li se v avahu vysoka cena téchto zvifat zejména reproduktivnich, jizdnich a zavod-
nich koni, je 2z ekonomického hlediska vyznamné kontrolovat co nejvice rizika nikazy, ktera
vedou k jejich dlouhodobé indispozici nebo ztraté. UZ existuje uréité mnoZstvi vakein, jejichz
ucinnost je proméniiva.

Na rhincpneumonii lichokopytnikii, vyvolanou riznymi kmeny viru kofiského oparu (EHV), byly
vyvinuty zaktivované podjednotkové vakciny, které viechny piedstavuji uréité mnozstvi omezeni
projevujici se nedplnou ochranou kratkého trvéni a ptipadné problémy Skodnosti souvisejicimi
s pouZitymi pomocenymi latkami.

Koiiskd chiipka pfedstavuje také vyznamné onemocnéni, kterému se hodla branit vakcinaci.
Pouzivanymi vakcinami jsou vakciny inaktivované nebo pod jednotkové, které predstavuji uréi-
tou GZinnost aviak nejsou nicmén& bez problémii, asto neni ochrana ipina a md zpravidla
pomeémé kratké trvani, vyZadujici jako v pFipadé rhinopneumonie revakcinaci. Jsou také problé-
my se Skodlivosti vakcin.

Zavedeny jsou vakciny na zdkladg protitetanového anatoxinu a predstavuji nepopiratelnou fi¢in-
nost.

Existuji také vakeiny proti encefalitidim, encefalitide zdpadni, vychodni a venezuelské, jejichz
uéinnost je rovnéZ malo znima.

Z divodi jednak ekonomickych, jednak raciondlnosti kofiskych vakein byly uz navrzeny formu-
lace vicetetnych vakcin k prevenci vidi nékolika témto nakaZlivym nemocem.

Dosud vyvinuté sili se tykalo neaktivovanych vakcin nebo Zivych vakcin, pfipadné smési téchto
vakein. Jejich zavedeni narazi na problémy vztahu Gcinnosti a stability. Ve skutenosti jde
o zajisténi vztahu mezi riznou ucinnosti vakcin se zfetelem na rizné pouzité antigeny nebo se
ztetelem na samotné formulace jmenovité v pfipadech, kde se kombinuji neaktivované vakeiny
s zivymi vakcinami. Je také zfejmy problém konzervace takovych kombinovanych vakein a rov-
néz problém jejich neskodnosti zejména ve spojeni s pomocnymi prostiedky. Obecné jsou takové
vakciny velmi drahé.
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Tyto formulace ostatné neumoznily spojit tii hlavni G&inky, totiz i¢inek na koiiskou chiipku,
rhinopneumonii, zejména RHV-1 a EHV—4 a tetanus. Bylo znamo napfiklad spojeni aCinki na
chiipku a encefalitidu, nebo rhinopneumonit a encefalitidu.

Podle patentovych spisi Zislo WO-A 90/1 1092, WO-A 93/1 9 1 83, WO-A 94/21797
a WO-A 95/20660 se pouziva nedavno vyvinuté techniky polynukleotidnich vakcin. Tvrdi se, ze
vakciny pouZivaji plazmidu schopného exprese antigenu za¢lenéného do plazmidu v hostitel-
skych bukach. Navrhuji se viechny cesty podavani (napiiklad intraperitonedlni, intravenosni,
intramuskularni, transkutanni, intradermicky a sliznicovy). Pouzit lze rovnéz riznych vakcinac-
nich prostfedkii, jako DNA uloZené na povrchu ¢astic zlata a uréené k proniknuti do kize zvifete
(Tang a kol., Nature 356, str. 152 az 154, 1992) a injektdZ tekutin umoziujicich proniknuti do
kaze, svall, tukovych tkani a tkani déloznich (Furth a kol. Analytical Biochemistry 205, str. 365
az 368, 1992; viz rovnéz patenty US 5 846 946, US 5 620 896, US 5 643 578, US 5 580 589,
US 5589466, US5693622 a USS5703055 Science, 259:174549, 1993; Robinson
aj., IMMUNOLOGY, 9:271-83, 1997, Luke a j., J. Infect. Dis. 175 (1):91-97, 1997, Norman
aj. Vaccine, 15(8):801-803, 1997, Bourne a j., The Journal of Infectious Disease, 173:800-7,
1996).

Polynukleotidové vakciny mohou vyZivat stejné dobie jak DNA jako takové, tak DNA formulo-
vané napiiklad na bazi liposomi nebo kationickych lipidii.

Polynukleotidové vektory, zahrnujici geny HA nebo NP, byly zkoumény na virus chfipky
(influenza virus) u mysi, u fretek a u kufat. Zadného poznatku nelze pouZit u koni.

Pokud jde o tetanus, bylo nediavno oznidmeno, Ze imunizace mysi exprimujicim plazmidem
s fragmentem C vyvolala koncové netoxicka C-oblast tetanového toxinu vyskyt seroprotekénich

protilatek u my3i.

Neni dosud moZne pienaset pfimo poznatky vysledki, ziskanych u zvifat s malou Zivotnosti, na
ostatni savce a zejména na savce velkych postav.

Ochranu lichokopytniki a zejména koni proti infek&nimu onemocnéni je tudiZ stile potieba
vylepsovat.

Podstata vynalezu

Pfedmétem vynalezu je imunogenni kompozice pro vyvolani u savce eledi kofiovitych imunolo-
gické odezvy proti viru rinopneumonitidy savci éeledi kofovitych (EHV), jejiz podstata spoéiva
v tom, Ze obsahuje alespon jeden plazmid, ktery obsahuje a exprimuje in vivo v bufice hostitele
celedi koriovitych molekuiu nebo molekuly nukleové kyseliny majici sekvenci nebo sekvence
kodujici EHV gB, gD nebo gB a gD, a farmaceuticky piijatelny nosic.

Vyhodné imunogenni kompozice podle vynalezu obsahuje plazmid, ktery obsahuje a exprimuje
in vivo v buice hostitele Celedi kofiovitych molekulu nebo molekuly nukleové kyseliny majici
sekvenci nebo sekvence kddujici EHV gB a gD.

Vyhodné imunogenni kompozice podle vynalezu obsahuje prvni plazmid, ktery obsahuje a expri-
muje in vivo v buiice hostitele ¢eledi kofiovitych molekulu nukleové kyseliny majici sekvenci
kodujici EHV gB, a druhy plazmid, ktery obsahuje a exprimuje in vivo v buiice hostitele eledi
konovitych molekulu nukleové kyseliny majici sekvenci kodujici EHV gD.

Vyhodn& EHV je EHV-1.
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Vyhodné EHV je EHV—4,

Vyhodné molekula nebo molekuly nukleové kyseliny obsahuji sekvenci pochazejici z EHV-I
a sekvenci pochazejici z EHV-4.

Predmétem vynalezu je rovné pouZiti vyie definované kompozice pro vyrobu lé€iva pro vyvola-
ni imunologické odezvy u savce eledi kofiovitych a uréeného pro podéni nasledujici po podani
savci deledi kofiovitych vakeiny zvolené ze souboru zahrnujiciho celou Zivou vakeinu, inaktivo-
vanou celou vakcinu, podjednotkovou vakcinu a rekombinantni vakcinu.

Predmétem vynalezu je rovnéz pouiti vyse definované kompozice pro vyrabu lé€iva pro vyvola-
ni imunologické odezvy u savce &eledi kofiovitych.

Predmétem vynélezu je rovnéZ souprava, jejiz podstata spoiva v tom, Ze obsahuje (i) vySe defi-
novanou imunogenni kompozici a (ii) kofiskou vakeinu zvolenou ze souboru zahrnujiciho celou
zivou vakeinu, inaktivovanou celou vakcinu, podjednotkovou vakcinu a rekombinantni vakcinu.

Formulace vakein podle vynilezu se mohou podavat riznymi zplisoby znidmymi obecné k po
lynukleotidové vakcinaci a pomoci znmych technik podavani. Dosud se davé prednost vyhradné
intramuskularnimu podavani.

Vakcinaci Ize také provadét intradermickou cestou pomoci injektoru tekutym nastfikem, s vyho-
dou n&kolika tryskami a zejména pomoci injektoru s injek&ni hlavici opatfenou nékolika otvory
nebo tryskami, jmenovité s 5 a 6 otvory nebo tryskami napiiklad pistrojem PIGIET (vyrabény
a obchodni produkt spolegnosti Endoscopic, Laons, Francie).

Objem divky pro takovy pristroj se s vyhodou redukuje na 0,1 aZ 0,9 ml, zejména 0,2 a2 0.6 ml
a nejvyhodnéji 0,4 az 0,5 ml, pfitemz se objem mi%e podavat v jedné nebo nekolika, s vyhodou
2 aplikacich.

Shora uvedené jednot&inkové vakciny mohou byt pouZity zejména k pipravé vicedginkovych
vakcin podle vynalezu.

Formulace jednouginkové vakciny mohou byt vyuzity také ve spojeni s vakcinou jiného typu
(zcela zivou nebo inaktivovanou, nebo inaktivovanou, rekombinantni, podjednotkovou) se ziete-
lem na shora popsanou vakcinu.

Vynélez se také tyka pouZiti riznych plazmidii podle vynélezu k vyrobé vakeiny urlené k vakci-
naci prvné vakcinovanych koni alespoii prvni klasickou vakcinou (jednodginkovou nebo vice-
adinkovou) typu dosavadniho stavu techniky volenou jmenovité ze souboru zahrmujiciho dfivejsi
¥ivou vakcinu, dfivéj$i inaktivovanou vakeinu podjednotkovou vakcinu, rekombinantni vakcinu,
pfigemz prvni vakcina obsahuje nebo miZe exprimovat alespoii jeden kodovany antigen alespoil

jednim plazmidem nebo alespoii jednim antigenem zajistujicim kfizovou ochranu.

Vyrazn& ma polynukleotidova vakcina acinek, ktery s¢ di vyjadfit zesilenim imunitni odezvy
a zaloZeni dlouhodobé imunity.

Obecng vakeiny prvni vakcinace mohou byt voleny z obchodné dostupnych vakein od vyrobei
veterinarnich vakein.

Pi jednom vyhodném zpiisobu podle vynilezu se podava zvifeti napfed ucinna davka vakciny
klasického typu, jmenovité neaktivované, Zivé, utlumené nebo rekombinantni, nebo také vakciny
pod jednotkové k zajisténi primo—vakcinace a s vyhodou s prodlenim 2 aZ 4 tydnd se zajisti poda-
ni viceiiéinkové nebo monoudinkové podle vynalezu.
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Vynalez se tykd také vakcinaéniho kitu obsahujiciho vakecinu prvni vakcinace jak dale popsano
a formulact vakciny podle vynalezu pro porovnani. Pojednava take o tormulact vakciny podie
vynalezu doprovdzené poznamkou o pouZiti této formulace jako porovndni se shora popsanou
primo—vakcinaci.

Vynalez zahrnuje také zpisob pfipravy formulace vakeiny podle tohoto vynalezu.
Vyndlez objasiuji, nijak viak neomezuji nasledujici pfiklady praktického provedeni pomoci

pfilozenych obrazkii.

Piehled obrazki na vykresech

Obr. | Plazmid pVR1012
Obr. 2 Plazmid PAB042
Obr. 3 Plazmid PABO3 1
Obr. 4 Plazmid pABO013
Obr. 5 Plazmid pAB032
Obr. 6 Plazmid pAB043
Obr. 7 Plazmid pAB033
Obr. 8 Sekvence genu HA chiipky lichokopytnikii kmen Fontai— nebleau
Obr. 9 Plazmid pAB099
Obr. 10 Plazmid pAB085
Obr. 11 Plazmid pAB084
Obr. 12 Plazmid pAB070
Obr. 13 Plazmid pABO17
Obr. 14 Plazmid pAB094
Obr. 15 Plazmid pAB093
Obr. 16 Plazmid pAB096
Obr. 17 Plazmid pAB095
Obr. |8 Plazmid pAB098
Obr. 19 Plazmid pAB097
Obr. 20 Plazmid pAB041

Seznam sekvenci SEQ 1D ¢.

SEQ ID¢. |: oligonukleotid ABO13

SEQ ID €. 2: oligonukleotid AB014
SEQ ID &. 3: oligonukleotid ABO71
SEQ ID ¢&. 4: oligonukleotid ABO74
SEQ ID ¢&. 5: oligonukleotid AB030
SEQ ID¢. 6: oligonukleotid AB031
SEQ ID &. 7: oligonukleotid AB0O75
SEQ ID &. 8: oligonukleotid AB076
SEQ ID &. 9: oligonukleotid ABO15
SEQ ID &. 10: oligonukleotid ABO16
SEQ ID¢. 11: oligonukleotid AB(G77
SEQ ID &. 12: oligonukleotid AB078
SEQ 1D &. 13: oligonukleotid AB186

SEQ ID ¢. 14: oligonukleotid AB187
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SEQIDE. 15

SEQID&. 16:
SEQIDE. 17:
SEQID &. 18:
SEQID&. 19:
SEQID &. 20:
SEQID&. 21
SEQID &.22:
SEQID & 23:
SEQ ID &. 24:
SEQ ID &. 25:
SEQID &. 26:
SEQID ¢&. 27:
SEQID &.28:
SEQID &.29:
SEQ ID &. 30:
SEQ ID &. 31:
SEQID &.32:
SEQID &. 33:
SEQID &. 34:

SEQID &. 35

: sekvence genu HA ch¥ipky lichokopytniki (kmen Fontainebleau)

oligonukleotid AB156
oligonukleotid AB159
oligonukleotid AB157
oligonukleotid AB128
oligonukleotid AB129
oligonukleotid AB038
oligonukleotid AB039
oligonukleotid AB176
oligonukleotid AB177
oligonukleotid AB174
oligonukleotid AB175
oligonukleotid AB180
oligonukleotid AB131
oligonukleotid AB178
oligonukleotid AB179
oligonukleotid AB184
oligonukleotid AB185
oligonukleotid AB182
oligonukleotid AB183
: oligonukleotid ABO11

CZ 301365 B6

SEQ ID &. 36: oligonukleotid AB012

Piiklady provedeni vynélezu

Priklad 1
Kultivace virt

Viry se péstuji v bun&ném systému vyuzitém az do ziskéni cytopathického jevu. Bun&né systé-
my k pouziti pro kazdy virus jsou pracovnikim v oboru dobfe znamy. Stru€né feceno, buiiky
citlivé na poutity virus, péstované v minimalng potiebném prostfedi Eagle (prostfedi ,,MEM")
nebo v jiném vhodném prosttedi, se ockuji studovanym virovym kmenem za pouZiti vicendsobku
infekce 1. Infikované buitky se tedy inkubuji pki teplot& 37 °C po dobu potiebnou k vyskytu
aplného cytopathického jevu (nejméné 36 hodin).

Piiklad 2
Kultivace bakterii

Tetanus .... Bakterie se kultivuji ve vhodném prostiedi a za podminek dobte znamych pracovni-
kitm v oboru k ziskani bakterialni biomasy postadujici k extrakci genetického materialu. Tato
extrakce se provadi technikami popsanymi v literatufe (J. Sambrook a kol., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual 2. vydani. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York,
1989).

Kmeny Borrelia burgdorferi se kultivuji ve vhodném prostfedi za podminek dobfe znamych
pracovnikitm v oboru. Tyto podminky a prostredi jsou popsany v literatufe (A. Barbour, J. Biol.
Med. 57, str. 71 aZ 75, 1984). Extrakce bakterialni DNA se provadi za podminek, které popsal
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W. Simpson a kol. (Infect. Immun. 38, str. 847 az 853, 1990). Pouzita technika je popsana v lite-
rature (J. Sambrook a kol., Molecular Cloning: A Laberatory Manual 2. vydani. Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, 1989).

Ptiklad 3
Extrakce virovych genomickych DNA

Po kultivaci se supernatant a lyzované buiiky shromazdi a cela virova suspenze se odstiedi pfi
1000 g béhem 10 minut pfi teploté + 4 °C k vylouéeni bunéénych ulomki. Pak se virové ¢astice
podrobi ultraodstiedéni pii 400 000 g po dobu jedné hodiny pti teploté + 4 °C. SraZenina se
vyjme do minimalniho mnozstvi pufru (Tris 10 mM, EDTA | mM). Tato koncentrovana virova
suspenze se zpracuje proteinazou K (100 pg/ml kone¢ny) v pfitomnosti dodecylsulfatu sodneho
(8D5) (0,5% konecény) behem dvou hodin pfi teploté 37 °C. Virova DNA se pak extrahuje smési
fenol/chloroform a pak se vysrazi se dvéma objemy absolutniho ethanolu. Necha se stat pfes noc
pii teplot€ —20 °C, DNA se odstiedi pfi 10000 g béhem 15 minut pii teploté + 4 °C. Srazenina
DNA se susi a vyjme se do minimalniho mnozstvi sterilni ultragisté vody. Stépi se s restrikénimi
enzymy.

Ptiklad 4
[zolovani genomickych virovych RNA

Virova RNA se Cisti zpisoby dobfe zndmymi pro pracovaiky v oboru. Genomické virové RNA
se pak izoluji za pouZziti extrakéni techniky ,thiokyanat guanidinu/fenol—chloroform", kterou
popsal P. Chomczynski a N. Sacchi (Anal.Biochem. 162, str. 156 az 159, 1987).

Ptiklad 5
Technika molekularni biologie

Viechny konstrukce plazmidd se uskute€nily standardni technikou molekularni biologie kterou
popsal J. Sambrook a kol. (Molecular Cloning: A Laboratora Manual, 2. vydani, nakladatel Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York 1989). Viechny restrikéni fragmenty
pro tento vynélez byly izolovany pomoci kitu ,,Geneclean (BIO101 Inc. La Jolla, CA).

Piiklad 6
Technika RT-PCR

Specifické oligonukleotidy (nesouci na koncich 5" restrikéni mista k usnadnéni vnéjsiho klonova-
ni amplifikovanych fragmentd) se syntetizuji tak, Ze pokryvaji tplné kédované oblasti genit pred
amplifikaci (viz specifické priklady). Polymerazova fetézova reakce (PCR) spfazena s reverzni
transkripei (RT) se uskute¢iiuje standardnimi technikami (J.Sambrook a kol. (Molecular Cloning:
A Laboratora Manual, 2. vydani, nakladatel Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,
New York 1989). Kazda reakce RT-PCR se provede dvojici specifickych zesilovaci a pii pouziti
matrice RNA genomického virového extraktu. Amplifikované komplementarni DNA se vyjmou
do isoamylové smési fenol/chloroform/alkohol (25:24:1) pied $tépenim restrikénimi enzymy.
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Piiklad 7

Plazmid pVR1012

Plazmid pVR1012 (obr. 1) se ziska podle Vical Inc. San Diego, CA, USA. Konstrukei popsal
J. Hartikka a kol. (Human Gene Therapy, 7, str. 1205 az 1217, 1996).

Pfiklad 8

Konstrukce plazmidu pAB042 (ger EHV-1gB)

Reakce PCR se provadi s genomickou DNA koriského oparového viru typu | (EHV-1) (kmen
Kentucky D) (P. Guo a kol., J. Virol 64, str. 2399 az 2406, 1990) a s nasledujicimi oligonukleoti-
dy:

AB013 (32 mer) (SEQID ¢.1)

5"AAAACTGCAGCCGTCATGTCCTCTGGTTGCCG 3’

AB014 (39 mer) (SEQ 1D &.2)
5'ATAAGAAGCGGCCGCTAAACATGTTTAAACCATTTTTTC 3"

k izolaci genu kodujiciho giykoprotein gB (EHV-1 gB) ve formé fragmentu Psti-Notl. Po vy&is-
téni se produkt PCR 2981 pb 3tépi v pfitomnosti Pstl a Notl k izolovani fragmentu PstI-Notl
2959 pb. Tento fragment se liguje do vektoru pVR1012 (pfiklad 7) pfedem Stépencho v pritom-
nosti Pstl a Notl, k ziskani plazmidu pAB042 (7841 pb) (obr. 2).

Priklad 9

Konstrukce plazmidu pAB031 (gen EHV-4gB)

Reakce PCR se provadi s genomickou DNA kofiského oparového viru typu 4 (EHV-4) (kmen
1942) (M. Riggio a kol., J. Virol. 63, str. 1123 az 1133, 1989) a s nasledujicimi oligonukleotidy:

ABO071 (38 mer) (SEQ ID ¢.3)
5"AAAACTGCAGACATGTCCACTTGTTGCCGTGCTATTTG 3°
AB074 (36 mer) (SEQ ID ¢.4)
5'"CTAGTCTAGATTAAACCATTTTTTCGCTTTCCATGG 3°

k amplifikaci fragmentu 2949 pb obsahujiciho gen kédujici glykoprotein gB EHV—4 ve forme
fragmentu Pstl-Xbal. Po vydisténi se produkt PCR 3t&pi v pfitomnosti Pstf a Xbal k ziskani frag-

mentu Pstl-Xbal 2931 pb. Fragment se liguje do vektoru pVR1012 (piiklad 7) pfedbéiné stépe-
ného s Pstl a Xbal k ziskani plazmidu pAB031 (7806 pb) (obr. ¢.3).
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Priklad 10

Konstrukce plazmidu pABO13 (gen EHV-1gD)

Reakce PCR se provadi s genomickou DNA kofiského oparového viru typu | (EHV-1) (kmen
Kentucky D) (J.C. Audonnet a kol., J. Gen. Virol. 71 str. 2969 az 2978, 1990) a s nasledujicimi
vligonukleotidy:

ABO030 (32 mer) (SEQ ID &.5)

S'AAAACTGCAGCATGTCTACCTTCAAGCTTATG 3

ABO31 (37 mer) (SEQ ID £.6)

5'CGCGGATCCTTACGGAAGCTGGGTATATTTAACATCC 3

k izolovani genu kodujiciho glykoprotein gD (EHV-1 gD) ve formé fragmentu Pstl-BamHI.
Po vy¢idténi se produkt PCR 1228 pb $t&pi v piitomnosti Pstl a BamHI k izolovéani fragmentu
Pstl- BamHI 1211 pb. Fragment se liguje do vektoru pVR1012 (piiklad 7) pfedbézné Sté€pencho
Pstl a BamHI k ziskani ptazmidu pABO13 (6070 pb) (obr. &. 4).

Priklad 11

Konstrukce plazmidu pAB032 (gen EHV—4 gD)

Reakce PCR se provadi s genomickou DNA kotiského oparového viru typu 4 (EHV-4) (A. Culli-
nane a kol., J. Gen. Virol. 74, str. 1959 az 1964, 1993) a s nasledujicimi oligonukleotidy:

ABO075 (33 mer) (SEQ ID &.7)

5'AAAACTGCAGATATGTCTACCTTCAAGCCTATG 37

ABO076 (33 mer) (SEQ ID &.8)

S'CGCGGATCCTTACGGAAGCTGAGTATATTTGAC 37

k izolovani genu kddujiciho glykoprotein gD EHV—4 (EHV—4gD) ve formé fragmentu Pstl-
BamHI. Po vy¢isténi se produkt PCR 1230 pb §tépi v pfitomnosti pstl a BamHI k izolovani frag-
mentu Pstl-BamHI 1212 pb. Fragment se liguje do vektoru pVRI1012 (piiklad 7) predbéiné
Stépeného v ptitomnosti Pstl a BamHI k ziskani plazmidu pAB032 (6071 pb) (obr. ¢.5).

Priktad 12

Konstrukce plazmidu pAB043 (chiipkovy kofisky gen HA kmen Praha)

Reakce RT-PCR se provadi zplisobem popsanym v piikladu 6 s genomickou DNA kosiského
viru chiipky (Equine influenza Virus nebo EIV) (kmen H7N7 Praha) (J. McCauley &islo dostup-
nosti sekvence v genové bance = X62552), pfipraveného zpisobem popsanym v piifkladu ¢. 4 a s
nasledujicimi oligonukleotidy:

ABO15 (36 mer) (SEQ ID &.9)

5'ACGCGTCGACATGAACACTCAAATTCTAATATTAGC 3’
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AB016 (35 mer) (SEQ ID ¢.10)

5'CGCGGATCCCTTATATACAAATAGTGCCACCGCATG 37

k izolovani genu kédujiciho glykoprotein HA kotiského viru chiipky ve formé fragmentu Sall-
BamHI. Po vygisténi se produkt RT PCR 1733 pb 3tépi v pfitomnosti Sall a BamHI k izolovani
fragmentu Sall-BamHI 1720 pb. Fragment se liguje do vektoru PYR1012 (ptikiad 7) pfedbézné
Stépeného v piitomnosti Sall a BamHI k ziskani plazmidu pAB043 (6588 pb) (obr. . 6).

Piiklad 13

Konstrukce plazmidu pAB033 (koiiského chFipkovy gen HA kmen Suffolk)

Reakce RT-PCR se provadi zpiisobem popsanym v piikladu 6 s genomickou DNA kofiského
viru chiipky (EIV) (kmen Suffolk) (M. Binns &islo dostupnosti sekvence v genové bance
= X68437), ptipraveného zpisobem popsanym v piikladu ¢. 4 a s nasledujicimi oligonukleotidy:
AB077 (33 mer) (SEQIDZ.11)

5'ACGCGTCGACGCATGAAGACAACCATTATTTITG 3°

AB078 (34 mer) (SEQ ID &.12)

5'CGCGGATCCTCAAATGCAAATGTTGCATCTGATG 3°

k izolovani genu kédujiciho glykoprotein HA koiiského viru chfipky ve formé fragmentu Sall-
BamHL. Po vygisténi se produkt RT PCR 1729 pb §t&pi v piitomnosti Sall a BamHI k izolovani
fragmentu Sall-BamHI 1717 pb. Fragment se liguje do vektoru PVR1012 (pfiklad 7) pfedb&zné
5tépeného v pFitomnosti Sall a BamHI k ziskani plazmidu pAB033 (6584 pb) (obr. &.7).

Piiklad 14

Konstrukce plazmidu pAB099 (kofiského chiipkovy gen HA kmen Fontainebleau)

Reakce RT-PCR se provadi zpiisobem popsanym v pfikladu 6 s genomickou RNA koiiského viru
chripky (EIV) (kmen Fontainebleau), pfipraveného podle ptikladu 4 a s nasledujicimi oligonuk-
leotidy:

ABI186 (32 mer) (SEQ ID ¢.13)

5 TTTGCGGCCGCATGAAGACAACCATTATTTTG 3’

ABI187 (35 mer) (SEQ ID ¢.14)

S'TTTGCGGCCGCTTACTCAAATGCAAATGTTGCATC 3

k izolovani genu kodujiciho glykoprotein HA viru koiské chfipky (kmen Fontainebleau) (obr.
& 8 a SEQ ID & 15) ve form& fragmentu Notl-Notl. Po vy¢idténi se produkt RT PCR 1724 pb
§t&pi v pritomnosti Notl k izolovéni fragmentu Notl-Notl 1710 pb. Fragment se liguje do vektoru
pVRI012 (piiklad 7) pfedbéiné Stépeného v pritomnosti Notl k ziskani plazmidu PAB099

(6625 pb), ktery obsahuje gen HA (chFipkovy korisky kmen Fontainebleau) v dobré orientaci vagi
promotoru {obr. ¢. 9).
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Piiklad 15

Konstrukce plazmidu pABO085 (chfipkovy korisky gen NP kmen Praha)

Reakce RT-PCR se provadi zpisobem popsanym v piikladu 6 s genomickou DNA viru kofiské
chiipky (EIV) (kmen H7N7 Praha) (O. Gorman a kol., J. Virol. 65. str. 3704 az 3714, 1991),
pfipraveného zplisobem popsanym v pfikladu &. 4 a s nasledujicimi oligonukleotidy:

AB156 (32 mer) (SEQ ID &.16)

5'CCGGTCGACATGGCGTCTCAAGGCACCAAACG ¥

ABI159 (34 mer) (SEQ ID &.17)

5'CGCGGATCCTTAATTGTCAAACTCTTCTGCATTG 3’

k izolovani genu kodujiciho glykoprotein NP viru kofiské chiipky ve formé fragmentu Sall-
BamHI. Po vygisténi se produkt RT PCR 1515 pb $tépi v pfitomnosti Sall a BamHI k izolovani
fragmentu Sall-BamHI 1503 pb. Fragment se liguje do vektoru PVR1012 (piiklad 7) predbezne
stépeného Sall a BamHI k ziskani plazmidu pAB085 (6371 pb) (obr. £.10).

Ptiklad 16

Konstrukce plazmidu pAB084 (chiipkovy kofisky gen NP kmen Jillin)

Reakce RT-PCR se provadi zplisobem popsanym v piikladu 6 s genomickou DNA viru koiiské
chtipky (EIV) (kmen H3N8 Jillin) (O. Gorman a kol., J. Virol. 65. str. 3704 az 3714, 1991),
piipraveného zpitsobem popsanym v piikladu €. 4 a s nasledujicimi oligonukleotidy:

AB156 (32 mer) (SEQ ID &.16)

5'CCGGTCGACATGGCGTCTCAAGGCACCAAACG 37

AB157 (34 mer) (SEQ ID £.18)

5'CGCGGATCCTTAATTGTCATATTCCTCTGCATTG 3°

k izolovani genu kodujiciho glykoprotein NP viru koiiské chiipky ve formé fragmentu Sall-
BamHI. Po vy&isténi se produkt RT PCR 1515 pb tépi je pomoci Sall a BamHI k izolovani frag-
mentu Sall-BamHI 1503 pb. Fragment se liguje do vektoru PYR1012 (pfiklad 7) predbéiné
$té¢peného v pritomnosti Sall a BamHI k ziskani plazmidu pAB084 (6371 pb) (obr. ¢.11).

Piiklad 17

Konstrukce plazmidu pAB070 {podjednotkovy gen C tetanového toxinu)

Reakce PCR se provadi s genomickou DNA Clostridium tetani (kmen CN3911) (J. Fairweather

a kol., J. Bact. 165, str. 21 az 27, 1986), pripravenou zpusobem popsanym v piikladu €. 2 a s nas-
ledujicimi oligonukleotidy:

210 -
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AB128 (34 mer) (SEQ ID ¢.19)

5'’AAACTGCAGATGAAAAATCTGGATTGTTGGGTTG 3

AB129 (30 mer) (SEQ ID &.20)

5 TTTGGATCCTTAATCATTTGTCCATCCTTC 3’

k izolovani sekvence kodujici podjednotku C toxinu Clostridium tetani ve formé fragmentu Psti-
BamHI. Po vy¢isténi se produkt PCR 1377 pb §&pi v piitomnosti Pstl a BamHI k izolovani frag-
mentu Pstl-BamHI 1361 pb. Fragment se liguje do vektoru PVR1012 (pfiklad 7) pfedbéiné
Stépeného v pritomnosti Pstl a BamHI k ziskani plazmidu pAB070 (6219 pb) (obr. £.12).

Priklad 18

Konstrukce plazmidu pABQ17 (gen ospA Borrelia burgdorferi)

Reakce PCR se provadi s genomickou DNA Borrelia burgdorferi (kmen B31) (s. Bergstrom
a kol., Mol. Microbiol 3, str. 479 az 486, 1989), pfipravenou zplisobem popsanym v piikladu €. 2
a s nasledujicimi oligonukleotidy:

AB038 (37 mer) (SEQ ID &£.21)
5'ACGCGTCGACTATGAAAAAATATTTATTGGGAATAGG 37

AB039 (34 mer) (SEQ ID £.22)

5'CGCGGATCCCTTATTTTAAAGCGTTTTTAATTTC 37

k izolovéni genu kodujiciho protein membrany OspA ve formé fragmentu Sall-BamHI. Po vy¢is-
t&ni se produkt PCR 842 pb 5t&pi pomoci Sall a BamHI k izolovani fragmentu Sall-BamH]
829 pb. Fragment se liguje do vektoru pVR1012 (piiklad 7) pfedbéZné 3t&peného v piitomnosti
Sall a BamHI k ziskani plazmidu PAB017 (5698 pb) (obr. &.13).

Ptiklad 19

Konstrukce plazmidu pAB094 (gen E2 viru vychodni encefalitidy)

Reakce RT-PCR se provadi zplisobem popsanym v piikladu 6 s genomickou RNA viru vychodni
encefalitidy (EEV) (kmen North America 82V2137) (S. Weaver a kol., Virology 197, str. 375 az
390, 1993), pfipraveného zplisobem popsanym v piikladu ¢. 4 a s nasledujicimi oligonukleotidy:
ABI176 (34 mer) (SEQID &.23)

5'AAACTGCAGATGGATTTGGACACTCATTTCACCC 3’

AB177 (44 mer) (SEQ ID ¢£.24)
5'CGCGGATCCTCAATAAAAATCATGCCCTCGTCGGCTTAATGCAG 3°

k izolovani genu kddujiciho glykoprotein E2 EEV ve formé fragmentu Pstl-BamHI. Po vy<isténi
se produkt RT-PCR 1294 pb 3tépi v pfitomnosti Pstl a BamHI k izolovani fragmentu Pstl-
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BamHI 1278 pb. Fragment se liguje do vektoru pVR1012 (pfiklad 7), predbéiné stépencho
v pritomnosti Pstl a BamHI k ziskani plazmidu pAB094 (6136 pb) (obr. £.14).

Priklad 20

Konstrukce plazmidu pAB093 (gen C viru vychodni encefalitidy)

Reakce RT-PCR se provadi zplisobem popsanym v piikladu 6 s genomickou RNA viru vychodni
encefalitidy (EEV) (kmen North America 82V2137) (S.Weaver a kol., Virology 197, str. 375 az
390, 1993), pripraveného zplsobem popsanym v pfikladu €. 4 a s nasledujicimi oligonukleotidy:
AB174 (33 mer) (SEQ ID &.25)

5’AAACTGCAGATGTTCCCATACCCTACACTTAAC 3’

ABI175 (45 mer) (SEQ ID &.26)
5'TGAAGATCTTCAATAAAAATCACCATGGCTCTGACCCCTCTGGTG 3°

k izolovani genu kodujiciho protein kapsidu C (EEV C) ve formé fragmentu Pstl-Bglll.
Po vy¢idténi se produkt RT-PCR 801 pb stépi v pritomnosti Pstl a Bglll k izolovani fragmentu
Pstl-Bglll 785 pb. Fragment se liguje do vektoru pVR1012 (pfiklad 7), pfedbézng stépeného
v piitomnosti Pstl a Bglll k ziskani plazmidu pAB093 (5650 pb) (obr. &.15).

Priklad 21

Konstrukce plazmidu pAB096 (gen E2 viru zapadni encefalitidy)

Reakce RT-PCR se provadi zpisobem popsanym v pfikladu 6 s genomickou RNA viru zipadni
encefalitidy (WEV) (kmen BSF1703) (C. Hahn a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. Sp. st. a., 85,
str. 5997 az 6001, 1988), ptipraveného zpisobem popsanym v pfikladu &. 4 a s nasledujicimi
oligonukleotidy:

AB180 (35 mer) (SEQ ID ¢.27)

5’"ACGCGTCGACATGAGCATTACCGATGACTTCACAC 37

ABI8I (44 mer) (SEQ ID ¢.28)
5'CGCGGATCCTCAATAAAAATCAAGCGTTGGTTGGCCGAATACAG 3

k izolovani genu kédujiciho glykoprotein E2 WEV ve formé fragmentu Sall-BamHI. Po vy&is-
téni se produkt RT-PCR 1304 pb 3tépi v piitomnosti Sall a BamHI k izolovani fragmentu Sall-
BamHI 1291 pb. Fragment se liguje do vektoru pvVR1012 (pfiklad &. 7), pfedbézné 5tépeného
v pritomnosti Sall a BamHI k ziskani plazmidu pAB096 (6159 pb) (obr. £.16).

Pfiklad 22

Konstrukce plazmidu pAB095 (gen C viru zapadni encefalitidy)

Reakce RT-PCR se provadi zpiisobem popsanym v piikladu 6 s genomickou RNA viru zapadni
encefalitidy (WEV) (kmen BSF1703) (C.Hahn a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. Sp. st. a. 85,
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str. 5997 az 6001, 1988), piipraveného zpiisobem popsanym v piikladu €. 4 a s ndsledujicimi
oligonukleotidy:

AB178 (34 mer) (SEQ ID ¢.29)

5'ACGCGTCGACATGTTTCCATACCCTCAGCTGAAC 3°

AB179 (44 mer) (SEQ ID £.30)
5'CGCGGATCCTCAATAAAAATCACCACGGTTCAGAACCTTCGGGG 3

k izolovani genu kédujiciho protein kapsidu C viru WEV ve formé fragmentu Sall-BamHIL.
Po vy&isténi se produkt RT-PCR 809 pb 3tépi v piitomnosti Sall a BamHI k izolovani fragmentu
Sall-BamHI 796 pb. Fragment se liguje do vektoru pVR1012 {piiklad 7), pfedbéiné §tépeného
v piitomnosti Sail a BamHI k ziskani plazmidu pAB095 (5664 pb) (obr. £.17).

Ptiklad 23

Konstrukce plazmidu pAB098 (gen E2 viru venezuelské encefalitidy)

Reakce RT-PCR se provadi zpisobem popsanym v piikladu 6 s genomickou RNA viru venezy-
elské encefalitidy (VEV) (kmen P676 (typ IC)) (R. Kinney a kol., Virology 191, str. 569 az 580,
1992), pFipraveného zpiisobem popsanym v piikladu &. 4 a s nasledujicimi oligonukleotidy;
AB184 (35 mer) (SEQID £.31)

5'ACGCGTCGACATGTCCACCGAGGAGCTGTTTAAGG 3’

AB185 (44 mer) (SEQ 1D £.32)
5'CGCGGATCCTCAATAAAAATCAGGCCCGGGCAGTGCGGGCGCAG 3

k izolovéni genu kédujiciho glykoproteinprotein E2 viru VEV ve formé fragmentu Sall-BamHI.
Po vyisténi se produkt RT-PCR 1304 pb $tépi v pfitomnosti Sall a BamHI k izolovani fragmen-
tu Sall-BamHI 1291 pb. Fragment se liguje do vektoru pVR1012 (piiklad &. 7), pfedbéiné Stépe-
ného v piitomnosti Sall a BamHI k ziskani plazmidu pAB098 (6159 pb) (obr. &.18).

Pfiklad 24

Konstrukce plazmidu pAB097 (gen C viru venezuelské encefalitidy)

Reakce RT-PCR se provédi zplisobem popsanym v piikladu 6 s genomickou RNA viru venezu-
elské encefalitidy (VEV) (kmen P676 (typ IC)) (R. Kinney a kol., Virology 191, str. 569 az 580,
1992), pfipraveného zpiisobem popsanym v piikladu &. 4 a s nésledujicimi oligonukleotidy;
ABI182 (30 mer) (SEQ ID £.33)

5'AAACTGCAGATGTTCCCGTTCCAGCCAATG 3°

ABI183 (45 mer) (SEQ ID ¢.34)

5"CGCGGATCCTCAATAAAAATCACCATTGCTCGCAGTTCTCCGGAG 3°
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k izolovani genu kddujiciho protein kapsidu C viru VEV ve formé fragmentu Pstl-BamHI.
Po vycisténi se produkt R I-PCR 856 pb $tépi v pittomnost Pstt a BamHI k izofovani fragmentu
Pstl-BamHI 839 pb. Fragment se liguje do vektoru pVR1012 (priklad &. 7), pfedbézné stépencho
Pstl a BamHI k ziskani plazmidu pABQ97 (5698 pb) (obr. &.19).

Ptiklad 25
Konstrukce plazmidu pAB041 (gen G viru vztekliny)

Reakce RT-PCR se provadi zpisobem popsanym v piikladu 6 s genomickou RNA viru vztekliny
(kmen ERA)} (A. Anilionis a kol., Nature 294, str. 275 az 278, 1981), ptipraveného zpisobem
popsanym v pfikladu ¢.4 a s nasledujicimi oligonukleotidy:

ABO11 (33 mer) (SEQ ID &.35)
5’AAAACTGCAGAGATGGTTCCTCAGGCTCTCCTG 3°
ABO12 (34 mer) (SEQ ID &.36)
5"CGCGGATCCTCACAGTCTGGTCTCACCCCCACTC 3

k zesileni fragmentu 1589 pb obsahujiciho gen kodujici protein G viru vziekliny. Po vy&isténi se
produkt RT-PCR 3tépi v pFitomnosti Pstl a BamHI k ziskdni fragmentu Pstl-BamHI 1578 pb.
Fragment se liguje do vektoru pYVR1012 (piiklad &. 7), ptedb&iné Stépeného v piitomnosti Pstl
a BamHI k ziskani plazmidu pAB041 (6437 pb) (obr. &. 20).

Ptikiad 26
Ptiprava a ¢isténi plazmidi

K piipravé plazmidu, uréenych k vakcinaci zvifat, je moino pouzit veskeré techniky dovolujici
ziskat suspenzi vydiSténych plazmidi prevaZné ve formé superzavinuté. Tyto techniky jsou pra-
covnikiim v oboru dobfe znamy. Citovat |ze zejména techniku alkalické lyse nasledované dvakrat
po sobé nasledujicim ultraodstfedénim pod gradientem chloridu éesného v pfitomnosti bromidu
ethidium, jak je popsal J. Sambrook a kol. (Molecular Cloning; A Laboratory Manual, 2. vydani,
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York 1989). Lze se téZ orientovat na
patentové spisy PCT WO 95/21250 a PCT WO 96/02658, které popisuji zplsoby primyslové
vyroby plazmidd pouzZitelnych k vakcinaci. Pro (i¢el vyroby vakein (viz priklad 17), jsou vy¢isté-
né¢ plazmidy resuspendovany zpiisobem k ziskdni vysoce koncentrovanych roztoki (vice nez
2 mg/ml) vhodnych ke skladovani. K tomu jsou plazmidy resuspendovany bud’ v ultra—gisté
vodé, nebo v pufru TE (Tris—HCI 10 mM, EDTA | mM, pH 8).

Ptiklad 27

Vyroba asociovanych vakein

Riizné plazmidy, potfebné k vyrobé asociované vakciny, se smisi z jejich koncentrovanych rozto-
ki (pfiklad 16). Smiseni se provede tak, aby konetna koncentrace kazdého plazmidu odpovidala
a¢inné davee kazdého plazmidu. Pouziteinymi roztoky k nastaveni koneéné koncentrace vakciny

mohou byt bud’ 0,9% roztok chloridu sodného, nebo pufr PBS. K vyrob& vakcin pfichazeji
v ivahu také zviastni formulace, jako jsou liposomy a kationtové lipidy.

. 14-
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Piiklad 28
Vakcinace koni
Koné se vakcinuji davkami 100, 250 nebo 500 pg na plazmid.

Injektovat se dé intramuskuldrné injekéni stfikatkou do krénich svald. V tomto piipadé jsou
vakcinaéni davky podavany ve mnozstvi 2 ml. Injektovat lze také intradermicky za pouZiti trys-
kového kapalinového injekéniho pfistroje (bez injekéni jehly) dodavajiciho 0,2 ml v 5 mistech
(0.04 ml na jedno misto) (naptiklad pristrojem ,,PIGIET*). V tomto piipadé jsou davky vakciny
podavany v objemech 0,2 nebo 0,4 ml, coZ odpovid jednomu nebo dvéma podanim. Pokud se
provadéii dvé po sob& nasledujici podani pomoci pfistroje PIGJET, provadéji se posunutym
zplsobem tak, Ze dv& zony injektaZe jsou od sebe vzdaleny pfiblizn€ 1 az 2 cm.

Priimyslova vyuZitelnost

Slozeni vakciny pro odetfovani koni napadenych riiznym virovym onemocnénim a k prevenci
takovych onemocnéni.

PATENTOVE NAROKY

1. Imunogenni kompozice pro vyvoldni u savce &eledi kofiovityeh imunologické odezvy proti
viru rinopneumonitidy savcd Seledi kofiovitych (EHV), vyzmadena tim, Ze obsahuje
alespot jeden plazmid, ktery obsahuje a exprimuje in vivo v bufice hostitele Eeledi kofiovitych
molekulu nebo molekuly nukleové kyseliny majici sekvenci nebo sekvence kédujici EHV gB, gD
nebo gB a gD, a farmaceuticky pfijatelny nosi.

2. Imunogenni kompozice podle naroku t, vyzmadena tim, Ze obsahuje plazmid, ktery
obsahuje a exprimuje in vivo v buiice hostitele eledi koftovitych molekulu nebo molekuly
nukleové kyseliny majici sekvenci nebo sekvence kodujici EHV gB a gD.

3. Imunogenni kompozice podle ndroku I, vyzmaé&end tim, Ze obsahuje prvni plazmid,
ktery obsahuje a exprimuje in vivo v buiice hostitele Eeledi kofiovitych molekulu nukleové kyse-
liny majici sekvenci kédujici EHV gB, a druhy plazmid, ktery obsahuje a exprimuje in vivo
v buiice hostitele &eledi kofiovitych molekulu nukleové kyseliny majici sekvenci kodujici
EHV gD.

4. Imunogenni kompozice podle naroku 1, vyznaéend tim, ze EHV je EHV-1.

5. Imunogenni kompozice podle néroku2, vyzmadend tim, ze EHV je EHV-1.

6. Imunogenni kompozice podle ndroku 3, vyznaéend tim, Z¢ EHV je EHV-1.

7. Imunogenni kompozice podle naroku |, vyznadend tim, ze EHV je EHV-4.

8. Imunogenni kompozice podle ndroku2, vyzmnadend tim, ze EHV je EHV-4.

9. Imunogenni kompozice podie naroku 3, vyznadend tim, 7e EHV je EHV-4.

-15-
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10. Imunogenni kompozice podle naroku |, vyznaéena tim, Ze molekula nebo moleku-
ly nukieové kyseiiny obsahuji sekvenci pochazejici z EHV-i a sekvenci pochdzejici z EHV—4.
11. Imunogenni kompozice podle naroku 2, vyznacena tim, Ze molekula nebo moleku-

ly nukleové kyseliny obsahuji sekvenci pochazejici z EHV-1 a sekvenci pochazejici z EHV.

12. Imunogenni kompozice podle naroku 3, vyznadena tim, Ze molekula nebo moleku-
ly nukleové kyseliny obsahuji sekvenci pochazejici z EHV-1 a sekvenci pochazejici z EHV-4.

13. Pouziti kompozice podle nékterého z narokii [ az 12 pro vyrobu lé¢iva pro vyvolani imuno-
logické odezvy u savce eledi kofovitych a uréeného pro podani nasledujici po podani savci dele-
di konovitych vakciny zvolené ze souboru zahrnujiciho celou zivou vakciny, inaktivovanou celou
vakcinu, podjednotkovou vakcinu a rekombinantni vakcinu.

14. Pouziti kompozice podle nékterého z naroki | az 12 pro vyrobu léciva pro vyvolani imuno-
logické odezvy u savce éeledi koriovitych.

15. Souprava, vyznacéena tim, Ze obsahuje (i) imunogenni kompozici podle nékterého
z ndrokll 1 az 12 a (ii) kofiskou vakcinu zvolenou ze souboru zahmujiciho celou zivou vakcinu,
inaktivovanou celou vakeinu, podjednotkovou vakcinu a rekombinantni vakcinu,

21 vykresii

-16-
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1 ATGAAGACAACCATTATTTTGATACTACTGACCCATTGGGTCTACAGTCAAAACCCAACCAG
{*MetLysThrThrIleIleLaulloLeuleuThrHisTrpvalTyrSacCLlRAMNPEaThESe

%4 GCCAACAACACAGCCACACTATGTCTGGGACACCATGCAGTAGCAAATGGAACATTGGTAJJL
22?ClyhsnAlnThrAlaThanqulLluclyHiuHilAlaVllhliAlnGIYThrhanllLy

127 ACAATAACTGACGACCAAATTGAGGTGACAAATGCTACTGAATTAGTTCAGAGCACTTCAATI
43#Th:1larh:A-pA|pc1n11ocluv;lrnzxnnnlnrh:aluL-uValclnSnrran¢:x1.

190 GGGAAAATATGCAACAACCCATATAGGSTTCTAGATGGAAGAAACTGCACATTAATAGATCCE
64’clybynI1qulAlnAsnPraTyrAqunchuA-pclyA:g&anyIThrLcuIchlpAla

253 ATGCTAGGAGATCCCCACTGTGATGTTTTTCAGTATCAGAATTGGGACCTCTTCATAGARAGA
BS’Ma:bauclyhlpproﬂ1ncy-a:pVIlvhoclnryrclqunfrpA-pbau?he:laGluArq

116 AGCAGCGCTTTCACCAATTGCTACCCATATGACATCCCTGACTATCCATCOCTCCGGTCTATT
106% SarSerAlaPheSarAenCysTyrProTyrAspllaProAspTyYrAlaSarLeuArgseriia

379 GTGGCATCTTCAGGAACATTAGAATTCACAGCAGAGGGATTCACATGGACAGGTGTCACTCAA
1270 valAlaSarSearGlyThrbeudluPhe ThrAlaGludlyPha ThETEpThGLlyYValThedln

442 AACGGAAGAAGTGGCGCCTGCAGAAGGGGATCAGCCCATAGTTICTTTANCCGACTCAATTGG
148)AanlyA:ch:GlyLlacylAng:galy512111A3p3¢:Pha!h-ﬂ.rhrgbou&-nt:p

505 CTAACAGAATCTGGAAATTCTTACCCCACATIGAATGTAACAATGCCTAACAATAACAATTTC
169F LauThrGluSerdlyAsnSacTyYrProThrieuAsnValThxNet ProAsaAsnAsnASRPhe

568 GATAAACTATACATCTGGGGGATCCATCACCCGAGCACARACAATGAGCAGACAAAATTGTAT
1907 AspLYysLauTYEIlaTrpOly IleHBisHinProSer TRTASBANLNGLUGLIATh Ly sLauTyy

631 GTCCAAGAATTAGGGCCGAGTAACAGTCTCAACAMAAAGAAGTCAACAAACAATAATCCCCAAC
211PValglnGiuLeudlyArgValTheValderTheLysArgdesdlnGlaThrIlelleProAsn

694 ATCGGATCTAGACCGGGGGTCAGGGGTCAATCAGCGCAGGATAAGCATATATTGGACCATTGTG
2320 IleGlySarArghrodlyValirgadlyGinsdesGlyArgIleSazlleTyr TrpTheIleVal

757 AAACCTGGAGATATCCTAATGATAAACAGTAATGECAACT TAGTTGCACCGCGGGGATATTTC
253r LysProGlyAspIleleaudetIleaAsnderASnGlYASnLeuVAlALAPrOARgCly Ty Phe

820 AAAATGCGAACAGGAAAAAGCTCTATAATGACGATCAGATGCACCCATAGACACTTSTIGTGTCC
74P Ly sMetACgThIClyLysSaxdarIleNetAsgSerAspAlaProllaAspTheCysValsiar

883 GAGTGTATTACACCAAATGGAAGCATCCCCAACGACAAACCATTTCAAMATGTGAACAAAGTT
295PGlucCysIleaThrProAsnGlySerIleProAsnAspLysProPhaGlinAsnValAsnlysVal

946 ACATATGGAAAATGCCCCAAGTATATCAAGCAGAATACTTTGAAGCTGGCCACTGGGATGAGG
JEP ThrTyrClyLysCyaProlysTyrIlelysGlrAsnThrLeuLyslLeuAlaThrClyMatAry

1009 AATGTACCAGAAAAGCAAATCAGAGGAATCTTTGGAGCAATAGCGGGATTCATAGAARATGGC
337P AanValProGluLysGinlleArgOlyIlePheGlyAlalloAlaGlyPhalleGluAsnGly

1072 TGGGAGGGAATGGTTCATCCGTCGTATCSATTCCGATATCAGAATTCGGAAGGAACAGCACAA
19BY TrpGAUGLYHaEValANpGly TrpTyrCly PheArgTyEGLloAsnSerGluslyThsGlyClin

1135 GCTGCAGATCTAAAGAGCACTCAAGCAGCCATCGACCAGATCAATGGAAAATTGAACAGAGTG
J79PAlaAlarsplieulysSerThrolaoAlaAlalleAspClalleAsnGlyLysLeuhenArgval
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1198 ATTGAGAGGACCAATGAGAAATTCCATCAAATAGAGAAGGAATTCTCAGRAGTAGAAGGGAL
409" IleGluArgThrAsnGlulysPheHisClanlladlubyeGluPheSerGluValcluGlya:

1261 ATCCAGGACTTGGAGAAGTATGTAGAACACACCAAAATAGACCTATGGTCCTACAATCGCAGS
4212 IlaclinAsplLauGluLysTyrValGCluAspTheLysaIleAspleuTrpSerTyrAsnilaG?

13124 TTACTCGTGGCTCTAGAAAATCAACATACGATTGACTTAACAGATGCAGAGATGAATAAAT
4420 LeuLeuVa 1AlaLeuGluAsnGlnHisThrIlaAnpLauThrAspAlaGluMetAsnLysle

1187 TTCGAGAAGACTAGGCGCCCAGTTAAGAGAAAACGCGGAAGACATGGGCGGTGGATGTTTCAL
4617 PhaGluLy s ThXAZgArgGlnLeuAzgCluAsnAilagluAspMetGlyalyGlyCysPhaly

1450 ATTTATCACAAATGTGATAATGCATGCATTGCATCAATAAGAAATGGGACATATGACCATTA
4840 IleTyxHisLy lcysAspJ\lm\lleln-Glysa::1chrqxlndly'rh:rrznlpm 1Ty

1513} ATATACAGAGATGAAGCATTAAACMCCGATTTCAAATTAMGGTGTTGAGTTGAAATCAGG
505F ILeaTyrArghspGluAlaLleulsnAsnArgPheélall sLyaGlyValdlubleulysSerGl

1578 TACAAAGATTGGATACTGTGGATTTCATTCGCCATATCATGCTTCTTAATTTGCGTTGTITCT
526" TyrLysAspTrpIleleauTrpIlesarfhailalles srCysPhaleulleCyaValValla

1639 TTOGGTTTCATTATGTGGGCTTGCCAAAAAGGCAACATCAGATGCAACATTTGCATTTIGA
547F LaudGly PheIleMatTrpALlacysdlalysGlyAsnIleArgCysAsnIlacCysllec--

ohbr. 8 (pokradovéani)
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