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Dele¢ny mutant bovinného herpesového virusu typu 1
(BHV-1), ktory ma deléciu v glykoproteinovom gE-
-géne. Mutant moZe d'alej obsahovat” deléciu v tymi-
dinkindzovom géne a/alebo v glykoproteinovom gl-
-géne, alebo méZe mat’ vloZeny heterolégny gén. Pros-
triedok obsahuje rekombinantnii nukleovi kyselinu,
gE-gén BHV-l, 3pccifickG ¢ast' tohto gE-génu alebo
gE-3pecifickii nukleotidovil sekvenciu odvodeni z
tohto gE-génu, pri€om gE je protein, ktory ma predo-
vietkym v BHV-1 kmeni aminokyselinova sekvenciu
znazornenu na obrizku 3A. Je opisany aj ockovaci
prostriedok, diagnostickd siprava a spdsob stanovenia
infekcie zvierat BHV-1.
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Oblast’ techniky

Vynélez sa tyka mutantu bovinného herpesového viru-
su typu 1 (BHV-1), prostriedku s jeho obsahom na vakci-
néciu a diagnostiku chordb, ktoré si spdsobené patogénmi,
olkovacieho prostriedku, diagnostickej sipravy a spdsobu
stanovenia infekcie zvierat mutantom BHV-1. Ide predo-
vietkym o ochranu zvierat, najmi hovédzieho dobytka,
proti BIV-1 prostriedkom podl’a vynalezu, ktory je niclen
bezpedny a uinny, ale vytvéra tieZ moZnost rozlidenia in-
fikovanych od neinfikovanych zvierat v okovanej popula-
cii.

Doterajsi stav techniky

BHV-1 vritane infekéného bovinného virusu rhinotra-
cheitidy (IBRV) a infek¢ného virusu pustulirnej vulvova-
ginitidy (IPVV), hra ddleziti dlohu v patogenéze chordb
dychacicho orgénu a portch plodnosti hovidziecho dobytka.
Po aktnej infekcii BHV-1 &asto zostava pritomny v hosti-
telovi v latentnej forme. Latentny virus moZe byt reaktivo-
vany vplyvom inter alia stresu, a moZe, ale nemusi byt’ do-
prevadzany klinickymi priznakmi, a nasledne vyludovany.
Nisledkom toho musi byt’ infikovany dobytok povaZovany
za celoZivotného potencialneho prenagata BHV-1. BHV-1
sa objavuje endemicky v 75 % danskych dobytéich fariem.

Najm4 star3i dobytok je sérologicky pozitivny.

Existuje mnoho inaktivovanych (mftvych) vakcin a
mnoho atenuovanych (Zivych) vakein dostupnych na ot¢ko-
vanie proti infekcii BHV-1. Inaktivované vakciny st pri-
pravené umitvenim virusu BHV-1, napr. teplom, Ziarenim,
etanolom lebo formalinom. To v$ak poskytuje nedostatod-
ni ochranu. Atenuované vakciny sii pripravované podet-
nym pasiZovanim v homolognych (bovinnych) alebo hete-
rolégnych bunkach, napr. prasadich alebo psich a nickedy
je navySe virus eSte fyzikalne alebo chemicky upraveny.
Tymto sposobom sa vo virusovom gendéme vyvini nezna-
me mutécie/delécie, ktoré casto redukuji patogénne vlast-
nosti virusu. Atenuované Zivé vakciny poskytuju lepSiu
ochranu ako inaktivované vakciny okrem iného preto, Ze
prezentuju viac virusovych antigénov imunitnému systému
hostitela. Dalsou dolezitou vyhodou Zivych vakein je to, Ze
mdZu byt podévané intranazélne, to je v mieste, kde sa pr-
vy raz pomnoZi divoky virus po infekcii. Zivé vakciny za-
tial’ nechdvaji dostatok priestoru na zlepenie. Zda sa, Ze
niektoré Zivé vakciny maji stale schopnost’ spdsobovat’ a-
borty, ¥o je vyrazné najmé po intramuskularnej aplikacii.
Aj tak pravdepodobne vietky zivé vakciny zostavaju la-
tentne pritomné v otkovanej krave. NavySe, ak sa vakcina
odliduje len velmi malo od divokého typu virusu, méZe sa
objavit' reverzia virulencie. Ale hlavny problém je to, Ze
vakciny BHV-1 nemdzu zabrénit infekcii divokym typom
virusu. Vysledkom je to, Ze o&kovany dobytok mdZe tieZ
8irit’ divoky typ virusu BHV-1.

Na vhodny program na zvladnutie BHV-1 je nevyhnut-
né mat’ k dispozicii iinnt1 a bezpeni vakcinu, ktord mdze
byt’ odliSena od divokého typu virusu, pretoZe aplikacia 0-
¢innej vakciny moZe vyznaéne redukovat' cirkulujuci BHV-
1, a teda test, ktory méZe rozlisit' medzi vakcinou a divo-
kym typom virusu, umoZni detegovat' (a potom odstranit’)
infikovanych jedincov v otkovanej populécii.

Doteraz boli vyvinuté BHV-1 vakciny, ktoré sa zdaju
byt bezpetnejsie ako konventné vakciny a st odliditelné
od divokého typu virusu. Bol izolovany dele¢ny mutant s
defektom v géne pre tymidinkinazu, ktory spdsobuje aborty
v menSom stupni, stdva sa menej Casto latentny a nemdze

byt reaktivovany. Dalej bola s pouZitim technik rekombi-
nantnej DNA, vytvorena BHV-1 vakcina, ktord ma deléciu
v géne pre glykoprotein glll, ¢o umozni tato vakcinu odli-
§it od divokého typu BHV-1 sérologickymi technikami.
Napriek tomu existuji isté namietky proti tymto vakcinam.
Na jednej strane gén pre tymidinkindzu je potrebny na viru-
sovu replikaciu a mengia replikécia zniZuje ochrannt funk-
ciu vakciny. Na druhej strane glykoprotein gIII je dolezity
na vznik ochrannych protilatok, a preto vakcina s deléciou
glll je menej GCinna. Prakticky problém je, Ze intranazilne
podanie, ktoré vieobecne poskytuje najlepiu ochranu, nie
je v niektorych krajinach pre rekombinantné vakciny po-
volené. Preto je vyZadovana takd vakcina, ktord je bezped-
nd a tiez (¢inna a efte mbdZe byt’ odlidena od divokého typu
BHV-1 a je d’alej Ziaduce, aby najmenej jedna z takychto
vakein bola zaloZena na viruse atenuovanom skor konven-
¢nou cestou ako na viruse vytvorenom technikami rekom-
binantnej DNA.

Pasdzami v tkanivovych kultirach bol teraz ziskany
kmeti BHV-1, ktory neméa gén pre glykoprotein gE. Prvé
vysledky naSho vyskumu naznaCuju, Ze tento gén je uZitod-
ny na sérologické rozlifenie s ohladom na divoky typ
BHV-1 a Ze je zapojeny v expresii virulencie. Preto jeho
delécia prispieva k bezpeénosti a mdZe tak spravit' deléciu
v géne pre tymidinkinazu prebytotnou. Glykoprotein gE sa
zda byt menej délezity na indukciu ochrany ako glykopro-
tein glll. Konven&ne atenuovany kmeit BHV-1, ktory méze
byt’ sérologicky odliSeny od divokého typu virusu, je uni-
katny. Umiestnenie a sekvencia DNA génu gE, ani z nej
odvodené oligonukleotidy, polypeptidy a oligopeptidy ne-
boli skor zname a st tu opisané prvy raz. Test na sérologic-
ké rozli3enie na podklade génu pre gE je ticZ unikétny.

Dolezita vyhoda tohto "konvenéného" gE deleéného
mutantu ("konvenéna" sa vzt'ahuje na pouzitie konvencnej
metédy na izolaciu atenuovaného virusu) je to, Ze bude
mozné podavat’ ju intranazalnc i v krajinach, kde je toto pre
rekombinantné vakciny zakdzané.

Vzhl'adom na odli$né nazory na bezpeCnost’ boli navy-
e k tymto konvenénym deleénym vakcinam skonStruované
tieZ dobre definované rekombinantné vakciny. Tieto re-
kombinantné vakciny maju tiez gE deléciu a méZu alebo
nemusia mat’ tieZ deléciu v tymidinkindzovom géne a tiez
mdZu byt pouzité ako vektory na expresiu heterolognych
génov. Vietky tieto rekombinantné vakeiny je moZné rozli-
$it’ od divokého typu virusu rovnakym testom $pecifickym
pre gE. Pouzitie $tandardného testu pre sibor réznych vak-
cin mbZe byt velkd vyhoda v medzinarodnom boji proti
BHV-1. Takyto pristup tykajtci sa odboru BHV-1 vakein
nebol doteraz opisany.

Sérologické analyzy odpovede proti BHV-1 dobytka u-
kazali, Ze doleZity podiel protilatok anti-gE je namiereny
proti komplexu tvorenému glykoproteinom gE a d'al$im
BHV-1 glykoproteinom, a sice gl. Sérologicke testy, ktoré
tieZ dokazuji pritomnost’ protilatok Specifickych pre taky
komplex, m6Zzu byt viac citlivé ako testy, ktoré detekuju
len protilatky anti-gE. Dobytok oc¢kovany jednoduchymi
gE deleénymi mutantmi moZe produkovat’ protilatky anti-
gl, ktoré mo6zu interferovat s detekciou protilatok anti-
gl/gE. Preto tento vynalez obsahuje tiez vakcinu s dvojitou
gl/gE deléciou.

Podstata vynilezu
Podstatou tohto vynalezu je predovietkym deletny

mutant BHV-1, ktory ma deléciu v géne pre glykoprotein
gE. Slova "delécia v" znamenaju deléciu génu ako celku.
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Mutant bovinného herpesového virusu typu 1 (BHV-1) ob-
sahuje deléciu v glykoproteinovom gE-géne, kde gE je
protein, ktory v otkovacom BHV-1 kmeni obsahuje ami-
nokyselinovt sekvenciu znazornenit na obrazku 3A a kde
delécia umoZiiuje sérologické rozlisenie od divokého typu
BHV-1 a bola vytvorena stlmujicim postupom, technikou
rekombinantnej DNA.

Mutant BHV-1 je kmeit Difivac-l, uloZeny v Intitite
Pasteura, Francizsko pod depozitnym ¢&islom 1-1213.

Mutant BHV-1 mé okrem delécie v gE-géne navyse
deléciu v tymidinkinazovom géne a v glykoproteinovom
gl-géne.

Mutant BHV-1 je selektovatelny alebo zvoleny spéso-
bom rozoznavania medzi BHV-1 virusom, ktory m4 intak-
tny gE-gén a BHV-1 virusom, ktory ma deléciu v gE-géne,
spdsob zahruje krok vy3etrenia, & nukleova kyselina viru-
su reaguje s gE-3pecifickou sondou alebo primérom odvo-
denym z nukleotidovej sekvencie kodujucej gE.

Mutant BHV-1 je selektovatelny alebo zvoleny spdso-
bom rozoznavania medzi BHV-1 virusom expresujacim gE
a BHV-1 virusom, ktory ma deléciu v gE-géne, sposob za-
hrnuje krok vy3etrenia, &i virus reaguje s vyvolanou gE-
-3pecifickou protilatkou proti gE alebo proti peptidom od-
vodenym z aminokyselinovej sekvencie gE.

Mutant BHV-1 obsahuje heterologny gén vleZeny
technikou rekombinantnej DNA do miesta gE-génu a ktory
je pod kontrolou regulatnych sekvencii, napriklad gE-génu
alebo heterolégneho génu a volitelne je pripojeny k &asti
gE-génu, ktora kéduje signalny peptid.

Mutant BHV-1 mé okrem delécie v gE-géne deléciu v
tymidinkinazovom géne, deléciu v gl-géne alebo v obi-
dvoch, pritom heterologny gén je vloZeny do miesta aspoti
jednej z tychto delécii alebo s podmienkou, 7e ak mutant s
dvojitou deléciou zahmuje deléciu v gE-géne a deléciu v
tymidinkindzovom géne, heterologny gén nie je vioZeny do
miesta tymidinkindzového génu a nie je to bovinny dychact
syncytidlny virus F alebo N gén.

Mutant BHV-1, ktory okrem delécie v gE-géne m4 de-
léciu v tymidinkindzovom géne, deléciu v gl-géne alebo v
obidvoch, priCom heterologny gén je vloZeny do miesta as-
poil jednej z tychto delécii s podmienkou, Z¢ ak mutant s
dvojitou deléciou zahrnuje deléciu v gE-géne a deléciu v
tymidinkinazovom géne, s vloZené najmenej dva hetero-
16gne gény. VloZeny gén kéduje imunogénny protein alebo
peptid iného patogénu alebo kdduje cytokin.

Dalsim predmetom vynélezu je prostriedok obsahujici
rekombinantni nukleovit kyselinu obsahujucu gE-gén
BHV-I, $pecificki ¢ast’ tohto gE-génu alebo gE-$pecificka
nukleotidovi sekvenciu odvodent z tohto gE-génu, gE je
protein, ktory v okovacom BHV-1 kmeni obsahujc ami-
nokyselinova sekvenciu zndzornena na obrazku 3A.

Tento prostriedok moZe tiez obsahovat’ klonovaci alebo
expresny vektor, ktory ma vloZend rekombinantni nukleo-
vii kyselinu obsahujiicu gE-gén BHV-1, gE-¥pecificku dast
tohto gE-génu alebo gE-Specifickn nukleotidovii sekvenciu
odvodent z tohto gE-génu. MdZe tieZ obsahovat’ peptid od-
vodeny z gE BHV-1 alebo komplex glykoproteinov gE a gl
BHV-1, gE je protein, ktory v otkovacom BHV-1 kmeni
obsahuje aminokyselinovi sekvenciu zndzorneniu na obraz-
ku 3A.

Prostriedok mdZe tieZ obsahovat' protilatku, ktora je
Specificka pre gE BHV-1, monoklondlnu protildtku alebo
polyklonalnu protilatku, ktora je $pecifickd pre gE BHV-1,

Podstatou vynalezu je aj otkovaci prostriedok na otko-
vanie zvierat, najmé cicavcov a hlavne hovidzieho dobytka
na ochranu proti BHV-1, obsahujuci Ziva alebo inaktivnu
vakcinu mutantu BHV-1 a vhodny nosi¢ alebo adjuvans.

Tento okovaci prostriedok na ochranu proti patogé-
nom, obsahuje Ziva alebo inaktivnu vakcinu mutantu BHV-
-1, ktory mé deléciu v gE-géne a obsahuje heterologny gén,
ktory bol vloZeny technikami rekombinantnegj DNA a ko-
duje imunogénny protein alebo peptid patogénu, a dalej
vhodny nosi¢ alebo adjuvans.

Dalgim predmetom vynalezu je diagnosticka siprava na
detekciu nukleovej kyseliny BHV-1, detekciu protilatok,
detekeiu proteinov vo vzorke, najmd v biologickej vzorke,
ako je krv alebo krvné sérum, krvné bunky, mlieko, telové
tekutiny ako slzy, tekutina z vyplachu plic, nosovy sekrét,
spermie, osobitne semenna tekutina, sliny, sputum alebo
tkanivo, najma nervové tkanivo zvierat’a, osobitne cicavca,
najma hovadzieho dobytka obsahujuci sondu nukleovej ky-
seliny alebo primér s nukleotidovou sekvenciou odvodenou
z gE-génu BHV-1, gE je protein, ktory v o¢kovacom kmeni
BHV-1 obsahuje aminokyselinovii sekvenciu znizornent
na obrazku 3A, a detekéné prostriedky vhodné na deteknt
skisku na nukleové kyseliny, protilatky a proteiny.

Predmetom vynalezu je aj sposob stanovenia infekcie
zvierat BHV-1, najma cicavca, osobitne hovidzieho dobyt-
ka zahrnujuci vy$etrenie vzorky zvierat’a, najmi biologic-
kej vzorky na pritomnost’ nukleovych kyselin obsahujiicich
gE-gén BHV-1 alebo na pritomnost’ gE BHV-1 alebo kom-
plexu glykoproteinov gE a gl BHV-1, alebo na pritomnost’
protilatok, ktoré si pecifické pre gE BHV-1 alebo kom-
plex glykoproteinov gE a gl BHV-1, gE je protein, ktory v
o¢kovacom BHV-1 kmeni obsahuje aminokyselinovi sek-
venciu zpadzornenl na obrézku 3A, pritom vy3etrovans
vzorky su vzorky zo zvierat otkovanych otkovacim pros-
triedkom podl’a vynélezu.

Syntéza oligopeptidov, polypeptidov a glykoproteinov
odvodenych z kddujucej sekvencie génu pre glykoprotein
gE a gl virusu BHV-1

Vysledky sekven&nej analyzy DNA génu pre glykop-
rotein gE (obrazok 3A) a izolované fragmenty DNA, ktoré
kéduju tento gén, opisané v prikladoch, umoZiiuji s pouZi-
tim Standardnych molekuldrno biologickych postupov &i uz
syntetizovat’ peptidy proteinu gE (oligo- lebo polypeptidy)
lebo exprimovat’ protein gE v celosti lebo vo velkych Cas-
tiach prostrednictvom prokaryét (v baktériach) lebo euka-
ry6t (napr. v my$acich bunkéch). Tymito spdsobmi moZe
byt ziskany $pecificky antigén, ktory mdZe napriklad sluzit’
na vytvorenie monoklondlnych protilatok (Mabs) 3pecific-
kych pre gE. Antigén 3pecificky pre gE (a monoklonalne
protildtky, Mabs, Specifické pre gE) mdzu byt pouZité v sé-
rologickych testoch na to, aby stanovili rozdiely medzi
zvieratami okovanymi vakcinou s deleénym gE mutantom
BHV-1 a zvieratami infikovanymi divokym typom BHV-1.

Vysledky ¢iastoCnej sekvenénej analyzy DNA génu pre
glykoprotein gl, opisané v prikladoch, a izolované frag-
menty DNA, ktoré kéduja tento gén, spolo¢ne s cukaryo-
tickymi bunkami exprimujicimi glykoprotein gE, dovoluja
expresiu komplexu gl/gE v eukaryotickych bunkéach (ob-
razky 13 a 14). Tento glykoproteinovy komplex méZe byt
pouZity na vytvorenie monoklonalnych protilatok 3pecific-
kych pre gl/gE. Komplex gl/gE méZe byt tieZ pouZity ako
antigén v sérologickych testoch na rozliSenie medzi dobyt-
kom o&kovanym jednoduchym gE dele¢nym mutantom.
BHV-1 alebo dvojitym, gl/gE deleénym mutantom BHV-1
a dobytkom infikovanym divokym typom BHV-1,

¢E 3pecifické peptidy

Na zéklade znalosti sekvencie kddujicej protein mdZu
byt s pouZitim automatického syntetizatora vytvorené po-
lypeptidy dlhé najmenej 40 a? 50 aminokyselin. Teraz, ked’
proteinovd sekvencia glykoproteinu gE virusu BHV-1
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kmeitia Lam bola objasnena (obr. 3A), polypeptidy tohto gE
virusu BHV-1 mé#u byt syntetizované. S takymi polypep-
tidmi podla Standardnych metéd mdZu byt imunizované
experimentalne zvierata, ako si mysi alebo kraliky na vy-
tvorenie  gE-Specifickych protilatok. Dalej s pouzitim
tychto gE-$pecifickych peptidov mdZu byt d’alej 3pecifiko-
vané miesta, kde anti-gE protilatky reaguji s gE proteinom
(epitopy), napr. metddou PEPSCAN (Geysen et al., 1984,
Proc. Natl. Acad. Sci., USA 81, 3998-4002), gE-8pecifické
oligopeptidy méZu byt tieZ pouZité v sérologickych tes-
toch, ktoré demon$truji anti-gE protiléatky.

Prokaryoticka expresia gE

Na syntézu proteinu gE v baktériach (t. j. prokaryoticka
expresiu gE) musi byt DNA fragmenty kodujice glykop-
rotein gE alebo jeho &asti klonované v prokaryotickych ex-
presnych vektoroch. Prokaryotické expresné vektory si
cirkularne DNA molekuly, ktoré méZu udrZovat’ samy seba
v baktérii ako separatne sa replikujice molekuly (plazmi-
dy). Ticto expresné vektory obsahuju jeden alebo viac gé-
novych markerov, ktoré kéduja rezistenciu na antibiotiké a
tak umoziiujii selekciu baktérii s expresnym vektorom.
Dalej expresné vektory obsahuji (¥asto regulovatelny) G-
sek promotoru, za ktory moZu byt pripojené DNA frag-
menty, ktoré su potom exprimované pod vplyvom promdto-
ru. V mnohych obvyklych prokaryotickych expresnych
vektoroch je poZadovany protein exprimovany v spojeni
(fizovany) s takzvanym biclkovinovym nosi¢om. Na tento
ucel je vo vektore za promotorom lokalizovana kddujica
sekvencia pre bielkovinovy nosi¢, priamo pril'ahla k mies-
tu, kam méze byt pripojeny (ligovany) poZadovany DNA
fragment. Flizované proteiny su asto ovela stabilnejSie a
Tahie sa rozoznavaju lebo izoluju. Ustileny stav, ktory
moZe dosiahnut’ konkrétny fizovany protein v urditom
bakteridlnom kmeni, sa lisi od fizie k fiizii a od kmeiia ku
kmeriu. Zvy&ajne sa skudaji rozne kombinacie.

Eukaryotické expresia glykoproteinu gE-génu

Aj ked’ prokaryoticka expresia proteinov poskytuje nie-
ktoré vyhody, proteiny postradaju modifikicie ako napr.
glykozylacie a pod., ku ktorym dochadza v eukaryotickych
bunkéch. Vysledok je, Ze protein exprimovany v eukaryo-
toch je Casto ovel'a vhodnejsi antigén. Na heterolégnu ex-
presiu proteinov v eukaryotickych bunkach, ako napr. my-
Sacich, sa pouZivaju eukaryotické expresné vektory. Tieto
vektory st plazmidy, ktoré nie si mnoZitelné len v E. coli,
ale udrzia sa naZive tieZ v eukaryotickych bunkéch. Okrem
prokaryotického selekéného markeru obsahuji tiez eukary-
oticky selektny marker. Analogicky k prokaryotickym ex-
presnym vektorom, eukaryotické expresné vektory obsa-
huji usek prométoru, za ktory mdzu byt vkladané (ligova-
né) pozadované gény. Ale sekvencie promoétoru v eukaryo-
tickych vektoroch su 3pecifické pre eukaryoty. V eukaryo-
tickych vektoroch sa fiizia s bielkovinovymi nosi¢mi pou-
Ziva len zriedka. Tieto vektory si zavedené do eukaryotic-
kych buniek pomocou $tandardnej transfekénej metédy (F.
L. Graham, A.J. van der Eb, 1973, Virology 52, 456-467).
Okrem eukaryotickych plazmidovych vektorov st tieZ viru-
sové vektory, kde heterolégny gén je zavedeny do genomu
virusu (napr. retrovirusy, herpesvirusy a virus vakeinie).
Eukaryotické bunky méZu potom byt infikované rekombi-
nantnymi virusmi.

Vieobecne nemdZeme predpovedat, ktory vektor a
bunkovy typ st najvhodnejSic pre konkrétny génovy pro-
dukt. Va¢3inou sa skisa niekolko kombinacii.

Eukarytoticka expresia obidvoch glykoproteinov gE a gl

Kone&na 3truktira, ktori ziska protein, zavisi od jeho
primarnej sekvencie aminokyselin, jeho zvinutia &i rozlo-
Zenia (folding), potranslatnych modifikacii atd’. DoleZity
faktor, ktory prispieva ku Struktare proteinu, je jeho inter-
akcia s jednym alebo viac inymi proteinmi. Zistili sme, Ze
tiez glykoprotein gE virusu BHV-1 vytvéira komplex s pri-
najmen3om jednym inym glykoproteinom: glykoproteinom
gl virusu BHV-1. Prva znamka takého komplexu sa obja-
vila v na8ich vysledkoch s testovanymi anti-gE monoklo-
nalnymi protilatkami (Mabs) 1, 51, 67, 75 a 78 (pozri ta-
bulka 2). Tieto Mabs nereagovali s Difivacom-1 ani s
Lam gE’, ale tieZ zlyhali pri rozpoznani 3T3 buniek expri-
mujicich glykoprotein gE. Ale, tieto Mabs reagovali s gE-
exprimujicimi 3T3 bunkami po infekcii Difivacom-1, preu-
kazujuc, Ze pre tieto Mabs st potrebné dopliiujice faktory
dodavajuce glykoproteinu gE vlastni antigénnu konforma-
ciu. V niektorych nafich radio-imunoprecipitatnych poku-
soch s Mab 81 sme nadli koprecipitaciu proteinu s mole-
kulovou véhou 63 kD. Vzhladom na fakt, Ze glykoprotein
gE virusu herpes simplex tvori komplex s proteinom s po-
rovnatelnou molekulovou vahou (HSV1 glykoprotein gl),
sme usudzovali, Ze glykoprotein gE virusu BHV-1 tvori
komplex s homolégom glykoproteinu gl virusu BHV-1. Na
3tadium tohto komplexu gE/gl virusu BHV-1 a na produk-
ciu antigénu gE s vhodnou antigénnou $truktirou sme ex-
primovali obidva glykoproteiny v jednej eukaryotickej
bunke. PouZili sme rovnaké procediry, aké boli opisané na
eukaryoticki expresiu glykoproteinu gE samotného. Jediny
predpoklad navyse je pouZitie expresnych vektorov s odlis-
nymi cukaryotickymi selekénymi markermi.

Sérologické testy

Sérologické metddy vhodné na rozliSovanie medzi dobyt-
kom o¢kovanym Difivacom-1 a dobytkom infikovanym di-
vokym typom virusu BHV-1 na baze protilatok proti gE st
zaloZené na pouziti monoklonilnych protilitok namiere-
nych proti gE. Tieto méZu byt pouzité nasledujicimi spo-
sobmi:

a) podla principu, ktory publikovali Van Oirschot et al.
(Journal of Virological methods 22, 191-206, 1988). V
tejto metdde ELISA na detekeiu gl protilatok proti virusu
Aujeszkyho choroby su protilatky demonstrované blokuju-
cim u¢inkom na reakciu dvoch monoklonalnych protilatok
(Mabs), ktoré maji dva odli$né epitopy na gl. Test sa vy-
konava nasledovne. Mikrotitratné dosti¢ky s potiahnuté
(coated) Mab 1, cez noc v 37 °C, a potom s uskladnené,
napr. v 4 °C alebo v -20 °C. Vy3etrované sérum je preinku-
bované s antigénom v oddelenych nepotiahnutych mikrotit-
ratnych dosti¢kach, napr. 2 hodiny v 37 °C. Doéti¢ky po-
tiahnuté Mab 1 si premyté, napr. 5-krat, a potom je na tieto
dosticky pridand Mab 2 spojena s chrenovou peroxidézou
(HRPO). Potom je na dosti¢ky prenesena preinkubovani
zmes sérum-protilatka, v ktorej si lokalizované dve Mabs,
vietko nasledované inkubéciou, napr. 1 hodinu pri 37 °C.
Dosticky st potom odmyté a do kazdej jamky je pridany
substrat. Po napr. 2 hodindch v izbovej teplote si dodticky
hodnotené spektrofotometricky. 4 negativne kontrolné séra
a 4 sériové riedenia pozitivneho séra su zahrnuté na kazdej
dosti¢ke. Sérum, ktoré ma hodnotu optickej denzity (OD)
menej ako 50 % priemerngj hodnoty OD 4 negativaych
kontrolnych sér, ktoré boli vy3etrené na rovnakej dosti¢ke,
sa povaZuje za pozitivne.

b) Podrl'a principu IDAS (Nepriamy sendvi¢ dvojitej proti-
latky, Indirect Double Antibody Sendwich). Tu s mikrotit-
raéné dostitky potiahnuté Mab alebo polyklonalnym sérom
namierenym proti proteinu gE. Inkub4cia s gE-antigénom
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m4 7a nasledok naviazanie gE na potiahnuté jamky. Proti-
latky Specificky namierené proti gE vo vysetrovanom bo-
vinnom sére sa potom viaZu na gE. Tieto naviazané proti-
latky st rozpoznané konjugatom anti-bovinného imunoglo-
bulinu. Protilatky v tomto konjugate sii kovalentne viazané
na enzym peroxidazu. Nakoniec je naviazany konjugét zvi-
ditelneny pridanim chromogénneho substratu. Specificita
reakcie je kontrolovani vykonanim rovnakej procediry s
gE-negativnou kontrolou miesto pripravku s gE-antigénom.
Na kaZdej mikrotitratnej dostitke si tieZ pozitivne a nega-
tivne kontrolné séra. Test je platny, ak pozitivne sérum je
pozitivne v urditom riedeni. Sérum je pozitivne, ak zazna-
mendme OD, ktora jc o 0,2 vy3Sia ako Standardné negativ-
ne kontrolné sérum.

¢) Podra principu IDAS, ktory je opisany v b), ale po inku-
bacii vySetrovaného séra sa pouZije anti-gE Mab/HRPQ
miesto konjugétu anti-bovinného imunoglobulinu. Anti-gE
peptidové sérum alebo anti-gE polyklonalne sérum méze
byt pouZité miesto anti-gE Mab. Dostitky su premyté a do
kaZdej jamky je pridany chromogénny substrat. Po napr. 2
hodinach v izbovej teplote s dostitky odgitané spektrofo-
tometricky. Kazd4 dodtitka obsahuje Styri negativne kon-
trolné séra a Styri radové riedenia pozitivneho séra. Sérum,
ktoré ma hodnotu OD mensiu ako 50 % priemernej hod-
noty OD 4 negativnych kontrolnych sér vy3etrenych na
rovnakej dodti¢ke, je povaZované za pozitivne.

d) Podr'a principu blokujticej ELISA, kde je virusovym an-
tigénom, ktory méze alebo nemusi byt purifikovany, po-
tishnuté cez noc mikrotitratna do3ti¢ka.

¢) Podla principu blokujicej ELISA, kde je virusovym an-
tigénom, ktory méZe alebo nemusi byt purifikovany, cez
noc potiahnutd mikrotitratna doititka. Na tychto dojti¢-
kéch je vy¥etrované sérum inkubované napr. 2 hodiny ale-
bo dlh3ie pri teplote 37°C. Po premyvacej procediire je na
do3ticky pridana anti-gE Mab a nasleduje inkubacia napr. 1
hodinu pri 37°C. Miesto anti-gE Mab méZe byt pouZité
anti-gE peptidové sérum alebo anti-gE polyklondlne sérum.
Dogticky st premyté a do kazdej jamky je pridany chromo-
génny substrat. Po napr. 2 hodinach pri izbovej teplote s
dodtitky spektrofotometricky hodnotend. KaZdd doticka
obsahuje Styri negativne kontrolné séra a 3tyri radové rie-
denia pozitivneho séra. Sérum, ktoré ma hodnotu OD men-
Siu ako 50 % priemeru hodndt OD 3tyroch negativnych
kontrolnych sér vySetrenych na rovnakej doititke, je pova-
Zovan¢ za pozitivne.

Vo vietkych opisanych Gpravich mdZe byt pouZity
konven¢ne vypestovany virusovy antigén, ktory obsahuje
gE, ale rovnako tak gE-antigén, ktory je exprimovany pro-
karyotmi alebo eukaryotmi. Alebo by mohli byt pouité
miesto konvenéného antigénu v opisanych diagnostickych
testoch oligopeptidy zaloZené na sekvencii gE virusu BHV-
-1. Navy3e by také polypeptidy mohli by’ pouZité na vyvoj
takzvanych "cow-side" testov podra principu, ktory opisali
Kemp et al, Science 241, 1352-1354, 1988. Taky test by
potom bol zaloZeny na vizbe antigénnej sekvencie oligo-
peptidu s protilatkami namierenymi proti gE, pritomnym v
infikovanych zvieratich. Na taky test by mal byt oligopep-
tid spojeny s Mab namierenou proti bovinnym erytrocytom.

Analyza nukleovych kyselin s pouZitim polymerazovej re-
tazovej reakcie

Oligonukleotidy (sondy a priméry) mdZu byt pouzité
napriklad v polymerazovej retazovej reakcii, aby sme roz-
1i3ili ockované a infikované zvieratd. Polymerazové reta-
zové reakcia (PCR) je technika, pomocou ktorej nukleové
kyseliny patogénu mo6Zu byt v kratkom &ase milién razy
namnoZené (De polymerase kettingreactie, P.F. Hilderink,

J.A. Wagenaar, J.W.B. van der Giessen and B.A.M. van der
Zeijst, 1990, Tijdschrift voor Diergenceskunde deel 115,
1111-1117). Oligonukleotidy gE mdZu byt vybrané tak, %e
v gendme pozitivnom v gE sa tvori odlidny produkt ako v
gendme negativnom v gE. Vyhoda toho je, Ye tieZ zviera,
ktoré bolo otkované gE dele¢nou vakcinou déva pozitivny
signdl v PCR teste. Ale tento pristup zdvisi od pritomnosti
virusovych nukleovych kyselin vo vzorke, napr. krvi, po-
chédzajucej z testovaného zvierata.

Po akiitnej BHV-1 infekcii je velka $anca, e nukleové
kyseliny $pecifické pre BHV-1 mozu byt preukdzané v kr-
vi, ale zatial ete nebolo zistené, & nukleové kyseliny
BHV-1 méZu byt’ preukdzané v krvi tieZ potas latencie.

Pouzitie BHV-1 ako vektora

Na expresiu heterolégnych génov v genéme BHV-1 je
nevyhnutelné mat’ k dispozicii presné informacie o oblasti,
kam ma byt' vloZeny heterolégny gén. Nemalo by dojst k
Ziadnemu poruseniu nevyhnutelnych sekvencii a tieZ regu-
lané sekvencie musia byt dostupné na expresiu heterolog-
neho génu. V zésade je gén pre glykoprotein gE vhodnym
miestom na expresiu heterolégnych génov. gE-gén nie je
nevyhnutelny, preto nie je ndmietok k jeho nahradeniu.
heterolégnym génom. Teda heterologny gén mdZe byt u-
miestneny tak, Ze bude pod vplyvom regulaénych sekvencii
génu gE. Ale nie je nevyhnutelné pouZit regulatné sekven-
cie gE génu. Expresia heterolégnych génov mbZe byt ria-
dend eventudlne inymi, napr. silnej§imi regulaénymi sek-
venciami odli$nych génov. Je tie? moZné pripojit’ hetero-
l6gny gén k exportnému signalnemu peptidu génu gE, tak-
Ze modZe byt ovplyvnena sekrécia produktu heterologného
génu. Je teda jasné, Ze detailna znalost génu a proteinu gE
poskytuje moZnost’ vyuZit BHV-1 ako vektor. Vyvinuté
vektory mdZu navyse byt sérologicky odlisené od divokého
typu. Kon3trukcia mutantov BHV-1, ktoré exprimuju hete-
rolégne gény mdZe byf vykonana rovnakym spdsobom ako
konjtrukcia gE deleénych mutantov ukézana v prikladoch.
Ale dele¢né fragmenty by potom mali byt nahradené frag-
mentom, na ktorom jc lokalizovany heterologny gén v
mieste delécie.

Prehl’ad obrazkov na vykresoch

Obrazok 1
Analyza podl'a Southerna (Southern blot) virusovych BHV-
-1 kmeiiov Difivac-1 a Iowa

A. Kresba autoradiogramu Southernovho blotu gené-
movej DNA virusu Difivac-1 a Towa. V radoch 1 a 3 bola
pouZita DNA Difivac-1 po Stepeni restrikénym enzymom
HindIII a Pstl. V radoch 2 a 4 bola pouZita DNA lowa po
Stepeni restrikénym enzymom HindIII a Pstl. Velkost
fragmentov je udana v kilobazach (kb).

Virusova DNA bola izolovana centrifugiciou tkanivo-
vého média (70 ml/kultiva&na fPada pribl. 450 cm?) s viru-
som infikovanymi Ebtr bunkami po 2 hodiny na 25 %
(w/w) sacharézovom gradiente, v 10mM Tris pH 7.4, 150
mM NaCl a ImM EDTA v 20 krpm v rotore Beckman
SW27 ultracentrifigy L5-65. Z takto ziskanej virusovej
pelety bola izolovand DNA podl'a $tandardnych metéd (J.
Sambrook, E.F. Fritsch a T. Maniatis, 1989, Molecular clo-
ning: a laboratory manual, 2nd ed. Cold Spring Harbor La-
boratory Press, New York). TAto DNA bola $tepena res-
trikénymi enzymami od Boehringera Mannheim v Su-
RE/cut pufroch dodanych vyrobcom.

Po separcii v 0,7 % agarbézovom géli pri horizontélngj
elektroforéze a preneseni na nitrocelulézovy filter (Schlei-
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cher & Schuell, Inc.) bol filter prehybridizovany 6 hodin vo
42°C v 50% formamide, 3x SSC 1x SSC = 0,15 M NaCl a
0,015 M Na citrat, pH 7,4), 50 pl denaturovanej salmon
sperm DNA (Sigma)/m1 a 0,02 % bovinny sérovy albumin,
0,02 % polyvinyl pyrrolidén a 0,02 % ficoll a 0,1 % Na do-
decylsulfat (SDS). Potom bola urobené hybridizacia prida-
nim **p dCTP (Amersham) inadenym HindIIl K fragmen-
tom do toho istého roztoku. (Vyber HindlIII K fragmentu je
zaloZeny na: Cloning and cleavage site mapping of DNA
from bovine herpesvirus 1 (Cooper strain), John F. May-
field, Peter J. Good, Holly J. VanOrt, Alphonso R. Cam-
pbell and David A Reed, Journal of Virology (1983) 259-
-264). Po 12-14 hodinach hybridizacie bol filter premyty po
2 hodiny v 0,1 % SDS a 0,1 x SSC v 60 °C. HindIII K
fragment bol klonovany vo vektore pUCI8 podl'a Standard-
nych klonovacich procedir (J. Sambrook, E.F. Fritsch a T.
Maniatis, 1989, Molecular cloning: a laboratory manual,
2nd ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York).
Po HindIII $tepeni pUC/8,4 HindIIIK klonu bol separovany
vektor pUCI8 od 8,4 kb HindIll K fragmentu znova elek-
troforeticky v 0,7 % agar6zovom géle s nizkym (low mel-
ting) teplotou topenia (BRL, Lime Technologies, Inc.) a
izolovany z agarozy Standardnou fenolovou extrakciou a
etanolovou precipiticiou. Izolovany HindIll K fragment
bol oznateny pomocou kitu Random Primed DNA Label-
ling Kit 1004.760 od Boehringer Mannheim. Autoradiogra-
fia hybridizovanych filtrov bola vykondvana pocas
36-hodinovej expozicie Kodak XAR filmu v -70 °C, s pou-
Zitim odréZacej clony.

B. Fyzikélna mapa 8,4 kb velkého HindIII K fragmentu
z Jowa a 7,4 kb Hind III fragmentu z Difivac-1. Vzhladom
na komigraciu 6 kb Pstl fragmentov a nepritomnosti 1,8 kb
Pstl fragmentu v Difivac-1 sa d4 predpokladat’ delécia v
$rafovanej oblasti.

Obrézok 2
Subklonovanie fragmentov BHV-1 divokého v oblasti chy-
bajucej v Difivac-1

V A st ukdzané asti genému BHV-1: unikatna dlha
(Uy) oblast; unikétna kratka (Us) oblast a dve opakované
oblasti (repeaty Ir a Tr). Tato mapa je zaloZend na publiko-
vanej analyze kmeiia Cooper (John F. Mayfield, Peter J.
Good, Holly J. VanOort, Alphonso R. Campbell a David A.
Reed, Journal of Virology (1983) 259-264).

V B st ukédzané fragmenty z Ug oblasti, ktoré boli klo-
nované v prokaryotickych vektoroch: A 15,2 kb EcoRI
fragment v pACYC, 8,4 kb Hind III fragment v pUCI8 a
2,7kb a 4,1 kb EcoRI-HindIII fragment v pBR322. Izolécie
fragmentov virusovej DNA boli vykonané postupmi, ktoré
st v legendach obrazku 1A. Klonovanie tychto fragmentov
v réznych vektoroch bolo vykonané podla 3tandardnych
procedir (J. Sambrook, E.F. Fritsch a T. Maniatis, 1989,
Molecular cloning: a laboratory manual, 2nd ed. Cold
Spring Harbor Laboratory Press, New York).

V C je ukazana fyzikalna mapa oblasti, kde je lokalizo-
vana predpokladana delécia v Difivac-1.

V D st vyznagené niektoré subklony tejto oblasti, ktoré
boli pouzité na daldic analyzy. Dva Pstl fragmenty boli
klonovan€ v pKUNI9 a zostavajice fragmenty v pUCI8.

Obrazok 3

A: Nukleotidové sekvencia 2027 nukleotidov z Uy ob-
lasti BHV-1 kmetia Lam v okoli predpokladaného miesta,
ktoré bolo deletované v Difivac-1, ako je vyznatené v obr.
2C (z Alul miesta extrémne nalavo k Hincll miestu ex-
trémne napravo). Nukleotidova sekvencia inzertov subklo-
nov zobrazend na obr. 2D bola urena analyzou oboch vla-

kien dideoxy-sekvena¢nou metédou Sangera et al. (F. San-
ger, S. Nicklen a A.R. Coulson, 1977, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 74, 5463-5467). Na to bol pouzity sekvenany kit
T7 od Pharmacia a postup podla vyrobcu. Na radioaktivne
znadenie bol pouzity [35S] dATP (Amersham). Sekventna
analyza oblasti bohatych na GC s kompresnymi artefaktmi
bola opakovana s 7-deaza-dGTP variantom sekvenéného
kitu Pharmacia. Pod nukleotidovou sekvenciou je vyznade-
na v trojpismennom kéde sekvencia aminokyselin (aa) ot-
voreného &ftacieho ramea 575 aa rezidui, ktord bola najde-
né po teoretickej translacii nukleotidovej sekvencie. Této
translacia je zaloZen4 na univerzdlnom kdde a bola vyko-
nané potitatovym programom PC/gene (PC/gene verzia
1.03, november 1987). Tento otvoreny &itaci rAmec 575 sa
zatina metioninom v nt 168 a kon¢i stop- kodonom v nuk-
leotide 1983.

Strukturalna analyza otvoreného &itacieho rimcea 575 aa
rezidui bola tiez vykonané poditaéovym programom
PC/gene. Prvych 26 aa tvori eukaryoticky exportny signal
oznaleny v obrazku ako "signélny peptid". So skére 6,2 sa
da predpovedat’ Stepenie tejto signélnej sekvencie medzi aa
26 a aa 27. Sekvencia 575 aa m4 3 moZné N-glykozylatné
miesta (NXT/S) vyznatené liniou pod aminokyselinovymi
reziduami. Podl'a metédy podla Raa a Argose je medzi aa
423 a aa 450 transmembrinova oblast’, oznatend na obraz-
ku "transmembrédnova skrutkovica". Rozpoznavacie seck-
vencie pre redtrikéné enzymy Asull, Sma I, HindIII a Eco-
NI st podéiarknuté. Vypoéitand molekularna hmotnost
tohto polypeptidu je 61212.

B: Schématické znazornenie Strukturalnych charakte-
ristik zmieneného otvoreného ¢itacieho ramca dlhého 575
aa.

Obrazok 4

Porovnanie sekvencie aminokyselin génu gE virusu BHV-1
so seckvenciou aminokyselin génu gE virusu herpes simplex
(HSV) a s ostatnymi homolégnymi génmi gE [gl virusu
pseudorabies (PRV) a gpl virusu varicella-zoster (VZV)]

Sekvencie pouZité na toto porovnanie pochidzaja z na-
sledujicich publikacii: HSV: Sequence determination and
genetic content of the short unique region in the genome of
herpes simplexvirus type 1. D.J. McGeoch, A. Dolan, S.
Donald a F.J. Rixon (1985) Journal Mol. Biol. 181, 1-13.
VZV: DNA sequence of the Us component of the varicella-
zoster virus genome. A.J. Davidson (1983), EMBO Journal
2,2203-2209. PRV: Use of lambda-gtl1 to isolate genes for
two pscudorabics virus glycoproteins with homology to
herpes simplex virus and varicella-zoster virus glycoprote-
ins. E.A. Petrovskis, J.G. Timmins a L.E. Post (1986) Jour-
nal of Virology 60, 185-193. Tieto sekvencie boli porovna-
né s pouZitim programu Multalin pre sekvenénii analyzu (F.
Corpet, 1988, Nucl. Acids Res. 16, 10881-10890).

V diagrame A su schematicky znazornené v3etky 3tyri
sekvencie aminokyselin. Tu st pod kaZdou sekvenciou vy-
znagené predpokladané transmembranové &asti (TM). Ok-
rem predpovedanych exportnych signalnych sekvencii (SP)
s moznymi N-glykozylaénymi miestami (I) si ukdzané dve
konzervativne oblasti, v ktorych je Casto stabilné relativna
pozicia cysteinovych rezidui (C C C).

V B st ukazené vysledky porovnania oblasti bohatych
na centralne lokalizovany cystein $tyroch verzii gE, ziskané
programom Multalin. Hviezdi¢ky oznaduju identické ami-
nokyseliny a dvojbodky analogické aminokyseliny.

Obrazok 5
Kresba fotografii ziskanych analyzou kmefiov Difivac-1 a
Iowa podl'a Southerna




SK 280862 B6

Panel A: Genomicka DNA z virusu Difivac-1 a lowa,
Stepena restrikénymi enzgymami Bstl (1, 2), EcoRI (3, 4) a
HindlII (5, 6) separovand na 0,7 % agar6zovom géli , pre-
nesend na nitroceluldzu a hybridizovana s **p znafenym
HindIII K fragmentom BHV-1 kmetia Lam podl'a postupov
Specifikovanych v legendach obrazku 1A.

Panel B: Nitrocelul6zovy blot toho istého gélu ako v A
hybridizovany s BHV-1 gE-pecifickou sondou p318. Tato
sonda obsahuje celd Alul-HincIl oblast’ vyznagenu v obr.
2C.

Obrézok 6
Konstrukcia gE delegného fragmentu BHV-1

V A su ukdzané pozicie génu gE a pouzitych klonov.
Sacastou genému BHV-1 si: unikéatna dlha (U, ) oblast; u-
nikatna kratka (Us) oblast’ a dva repeaty (IR a TR). Aby sa
ziskala oblast lokalizovan4 na 5' strane génu gE, bol v
miestach Smal a Pstl plazmidu pUCI18 subklonovany 1,4
kb Pstl-Smal fragment z 8,4 kb HindIll K fragmentu z
BHV-1 kmetia Lam. Tento klon bol nazvany p515 a je uké-
zany v B. V unikitnom Asull mieste p515 bol klonovany
EcoNI-Smal fragment lokalizovany na 3' strane gE, pocha-
dzajici z 4,1 kb HindIII-EcoR! klonu. Aby bolo mozné
pripojit’ zvySok EcoNI ku zvy¥ku Asull, bol klon p515 $te-
peny s Asull, odetreny Klenow enzymom (Boehringer
Mannheim) a dCTP kvéli ziskaniu jedného cytozinového
rezidua v Asull zvy3ku podl'a $tandardnych metéd (Sam-
brook et al., 1989). Tento pridavny cytozin je oznateny
hviezditkou v D. Potom bol tieZ $tepeny p515 enzymom
Smal, aby mohol byt vneseny EcoNI fragment do tohto
vektoru. Takto vytvoreny klon bol nazvany p519.

Obrazok 7

A. Kresba fotografie ziskanej analyzou Southernova
blotu izolatov DNA z 1B7, 1B8 a 2H10. DNA izol4cie,
Stepenie restrik&nymi enzymami, blotovanie a hybridizacie
boli vykonané podl'a procedir opisanych v legendéch obr.
1A. Po Pstl-Dral dvojitom 3tepeni izoldtov DNA 1B7, 1B8
a 2H10 boli fragmenty separované na 0,7 % agarézovom
géli a nasledne prenesené na nitrocelulozovy filter. Tento
filter bol hybridizovany s *?p dCTP znatenym 2,3 kb Pstl-
Dral dele¢nym fragmentom ako sondou. V liniach 1 aZ 3
boli separované vzorky 1B7, 1B8 a 2H10, resp. V linii 4
bola pouZitd DNA divokého typu BHV-1 kmetia Lam a v
linii 5 dele¢ny fragment 2,3 kb.

B. Fyzikdlna mapa 15,2 kb EcoRI fragmentu BHV-1
kmeria Lam. Mapa ukazuje pozicie Pstl, Dral a HindIII
rozpozndvacich miest a poziciu hybridizatnej sondy zmie-
nenej v 7A.

Obrazok 8
Prokaryotickd expresia gE virusu BHV-1

K prokaryotickej expresii gE virusu BHV-1 bol fiizo-
vany 600 bp Smal fragment génu gE v troch &itacich ram-
coch ku kédujiicej oblasti génu pre glutation-S-transferazu
zo Schistosoma japonicum vo vektore pGEX-2T (D. B.
Smith a K.S.Johnson, Gene 67 (1988) 31-40). Rekombi-
nantné molekuly s vhodnou (syn) orienticiou Smal frag-
mentu boli identifikované pomocou reitrikénej analyzy s
pouZitim 3tandardnych metéd. E. coli DHSa klony s tymto
fiizovanym kon3truktom boli nazvané pGEX-2T600sl,
pGEX-2T600s2 a pGEX-2T600s3.
A. Diagram jedného z pGEX-2T600s kondtruktov. Na NH,
strane oblasti, ktord kéduje GST-gE fuzovany produkt, je
lokalizovana oblast’ pre tac prométor indukovatelny izo-
propyltiogalaktozidom (IPTG).

B. Kresba fotografii ziskanych analyzou Western blotu
celkovych proteinovych izolétov buniek DHSa transformo-
vanych pGEX-2T600s. Celonogné kultiry buniek DHSa
transfekovanych pGEX-2T600s1, pGEX-2T600s2 a pGEX-
-2T600s3 pokratovali v 1/10 Luria-Bertani (LB) médiu s
50 pg/ml ampicilinom a po 1 hodine bol rast indukovany
IPTG po 5 hodin. Tieto indukované kultary boli centrifu-
govan€ -5 min. v 6 000xg a spojené s 1x vrstviacou zmesou
(2 % SDS, 10% glycerol, 5% merkaptoetanol a 0,01%
bromofenol blue) [1,5 ml kultiry sa spoji s 500 p! zmesi] a
zahriate na 95 °C S minat. Potom bolo separované 50 pl na
jednu drdhu na vertikdlnom 12,5 % polyakrylamidovom
géli, podla Standardnych procedur a nésledne prenesené
(Semi-dry blotted) na nitrocelulozovy filter s pouZitim
systému LKB-multiphor 11 Nova Blot podla podmienok
stanovenych vyrobcom.

V drahach M bol pouZity predom nafarbeny markerovy
protein (BRL Life Technologies, Inc. 236k, 112k, 71k, 44k,
28k, 18k a 15k) a v drdhach 1, 2 a 3 celkové proteinové
izolaty z buniek DHSa transfekovanych kontruktmi s tro-
mi zodpovedajiicimi ramcami: pGEX-2T600sl, pGEX-
-2T600s2 a pGEX-2T600s3.

Na paneli A je vidiet' vysledok analyzy Western blotu s
anti-GST sérom. K tomu bol filter inkubovany podl’a 3tan-
dardnych procedir (E. Harlow a D. Lane, 1988, Antibo-
dies: a laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory,
New York) v blokujicom pufri (PBS + 2 % sulené mlicko
a 0,05 % Tween 20) a nasledne s polyklondlnym anti-GST
kréli¢im sérom. Potom bol filter premyty a inkubovany so
sérom obsahujicim kozi protikraliéi imunoglobulin konju-
govany s chrenovou peroxidazou (HRPQ). Potom boli
chromogénom (diaminobenzidin, chloronaphtol a H,0,)-i-
munochemicky detekované naviazané kozie protildtky.
GST fizovany produkt, ktory je oznateny $ipkou ma pred-
pokladanii velkost priblizne 47 k len v ramci 3.

Na pane 1: B je vidiet’ vysledok anylyzy Western bloto-
vania s monoklonélnou protilatkou Mab 4, ktor4 rozpozna-
va gE protein. K tomu bol blokovany dvojity filter ako v
paneli A inkubovany s Mab, premyty a inkubovany s HR-
PO konjugovanym krali¢im protimy$acim sérom. Potom
boli naviazané kréli¢ie protilatky imunochemicky deteko-
vané chromogénom. Pruh, ktory je viditelny v rade 3 (ra-
mec 3) je 47k velky a je oznaleny $ipkou.

Obrézok 9
Kon3trukcia plazmidu pEVHisgE na eukaryotickd expresiu
génu gE virusu BHV-1

Na eukaryoticku expresiu génu gE bola klonovana cela
gE kodujica oblast v sprévnej orienticii za HCMV pro-
métorovou oblastou expresného vektoru pEVHis s pouZi-
tim §tandardnych procedir (Sambrook et al. 1989). K tomu
bol klonovany 394 bp Alul fragment zadinajuci 55 bp pred
otvorenym &itacim ramcom gE v pUCI8 a nazvany p201.
Potom po naStepeni p201 enzymom Hincll bol do p201
klonovany 1740 bp Hincll fragment, ktory zahrnuje vatSiu
Cast’ génu gE. To viedlo k plazmidu p318, ktory v polylin-
keri pUCI8 obsahuje celd gE kddujicu oblast od Alul
miesta 55 bp pred potiato¥nym kodénom gE do Hincll
miesta 133 bp za stop-kodénom gE. S pouZitim retrikg-
nych miest v polylinkeri vektoru bol tento fragment vy3te-
peny z p318 enzymami BamHI a Sphl. Najskér bol p318
Stepeny Sphl a potom bolo Sphl miesto vyplnené s pouZi-
tim Klenowovej polymerdzy a dNTP. Po $tepeni BamHI
bol 1,9 kb inzert separovany z vektoru pUCI8 v agaréze s
nizkou teplotou topenia a ligovany do vektoru pEVHis,
ktory bol k tomu na$tepeny BamHI a EcoRV. Takto vytvo-
reny plazmid bol nazvany pEVHis/gE.
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Obrazok 10
Poloha gE-3pecifickych primérov a sondy pre metédu PCR
na detekciu DNA virusu BHV-1

Na obrazku je ukézanéd sekvencia nukleovej kyseliny
glykoproteinu gE virusu BHV-1 od nukleotidu 1272 do
2027 (sekvencia bola prevzatd z obr. 3). PouzZité priméry
pre gE-3pecifickli techniku PCR boli nazvané P; a P,
Miesta viaZuce priméry P; a P, st pod¢iarknuté. Nukleoti-
dova sckvencia P je 5'-“ACG-TGG-TGG-TGC-CAG-TTA-
-GC-3' (SEQ ID NO: 2). Nukleotidova sekvencia P, je
(komplementarna k sekvencii viazucej primér uréenej vys-
Sie) 5'-ACC-AAA-CTT-TGA-ACC-CAG-AGC-G-3' (SEQ
ID NO:3). Sonda, ktora bola pouZita na hybridiziciu Sout-
hernovho blotu na detekciu DNA amplifikovanej v PCR, je
137 bp Taql fragment lokalizovany medzi miestami viaZu-
cimi priméry, konce tohto fragmentu sii oznatené. Na po-
rovnanie s obr. 3 si tieZ oznatené miesta HindIIl a EcoNL

Obrazok 11
Mapovanie gE delécie vo viruse Difivac-1

A ukazuje fyzikdlnu mapu 15,5 kb EcoRI fragmentu
divokého typu BHV-1 kmefta Lam. B ukazuje fyzikdlnu
mapu 14, 5 kb EcoRI fragmentu Difivac-1. Obidva EcoRI
fragmenty pokryvaju kompletne unikétne kratke oblasti ge-
nomov prisludnych virusov. Pozicia génu gE a predpokla-
dand pozicia génu gl boli oznacené otvorenymi ramcekmi.
Mapy A a B su umiestnené tak, Ze 6 kb Pstl fragmenty v
kaZdej mape sa prekryvaji. V oboch mapéch vnuatorne (in-
ternal repeat) a koncové opakované sekvencie (terminal re-
peat) boli oznadené Srafovanymi raméekmi. Sipky pod o-
pakovanymi sekvenciami oznafuji orientaciu tychto sek-
vencii.

V A je oznaCena ¢ast Us oblasti, ktora chyba v kmeni
Difivac-1.

C ukazuje pozicie klonovanych fragmentov Difivac-1
pouZitych na mapovanie delécie g a na ziskanie fyzikalnej
mapy ukdzanej v B. Sipky pod inzertami klonov p728,
p737 a p754 oznaCuji oblasti, ktoré boli sekvenovené na
ur¢enie rekombina¢ného miesta.

Skratky:

A = Alul, E - EcoRI, P = Pstl, H - HindIIl, r = miesto re-
kombinacie, IR - vnitorna opakovana sekvencia, TR -kon-
cova opakovani sekvencia.

Obréazok 12
UrEenie presného miesta rekombinacie v oblasti Us virusu
Difivac-1

Na urc¢enie presnych hranic gE delécie najdenej v kme-
ni Difivac-1 boli sekvenované klon p754 a konce klonov
p728 a p737. Inzerty tychto klonov boli oznagené na obréaz-
ku 11. Pouzité sekvenatné procedury boli opisané v legen-
déach obrazku 3.

V A je ukdzana sckvencia vi&Siny Alul-Pstl fragmentu.
Tato sekvencia zalina v oblasti prométoru génu gE. Pred-
pokladany TATA raméek je pod&iarknuty. V bode r
(=miesto rekombinacie) je tito prométorova oblast’ fizova-
nd so sekvenciou tieZ ndjdenou na niprotivnom mieste ob-
lasti Us nazvanej: invertovana opakovana sekvencia (repe-
ticia). Presné miesto rekombinécie bolo uréené porovnanim
opakovanej sekvencie néjdenej v gE prométorovej oblasti s
kopiou opakovanej sekvencie néjdenej na néprotivnom
mieste oblasti Us. Bod, kde sa tieto sekvencie rozchadzajq,
je oznadeny v B (bod I) 'r'. Podobné porovnanie bolo vyko-
nané s gE prométorovou sekvenciou ndjdenou v Difivac-1
a gE prométorom najdenym v divokom type kmefia Lam.
Bod, kde sa tieto sekvencie rozchadzaju je ukdzany v B

(pod II) a tieZ oznageny 't'. Najdené rekombinagné miesta
s totoZné.

Obréazok 13
CiastoZna sekvenéna analyza génu gl BHV-1

S pouzitim 1,8 kb Pstl klonu BHV-1 kmetia Lam, ktory
zasahuje do oboch génov gE a gl virusu BHV-1 (pozri obr.
11), bola uréend sekvencia 284 nukleotidov v kédujlicej
oblasti BHV-1 gl. Pouzité sckvenaéné procedury boli opi-
sané v legendach obrazku 3. Sekvencia bola preloZend uni-
verzilnym kédom pocitacovym programom PC/gene, ver-
zia 1.03 (november 1987). Sekvencia aminokyselin zako-
dovana druhym ¢itacim ramcom je uvedend v jednopis-
mennom kéde pod nukleotidovou sekvenciou. Tato amino-
kyselinova sekvencia je homologna ku kodujicej oblasti i-
nych homoldgov gl virusov herpes (pozri obr. 14).

Obrazok 14

Porovnanie ¢iasto¢nej aminokyselinovej sekvencie predpo-
kladaného génu gl virusu BHV-1 so zodpovedajucimi ¢as-
tami kédujucich oblasti génu gl virusu herpes simplex
(HSV1), génu gp63 virusu pseudorabie (PRV) a génu gplV
virusu varicella-zoster (VZV).

Sekvencia PRV zatina v aminokyseline 82, HSV1 sek-
vencia zafina v aa 80 a sekvencia VZV zatina v aa 76 pri-
slugnych kédujacich oblasti. PouZité sekvencie boli publi-
kované v €lankoch zmienenych v legendéach obrazku 4. Po-
rovnanie bolo vykonané s pouZitim po¢ita¢ového programu
Multalin. Hviezditky oznaduju identické aminokyseliny a
dvojbodky oznaduju analogické aminokyseliny.

Obrézok 15
Konstrukcia plazmidu MSVneoGI na eukaryoticka expre-
siu génu gl virusu BHV-1

Na zéklade porovnania aminokyselin Ciastolnej sek-
vencie génu gl BHV-1, bola uréena predpokladana poloha
génu gl. Z tohto ur&enia sa da usudzovat', Ze 1,7 kb Smal
fragment by mohol obsahovat’ kompletni kddujicu oblast
génu gE BHV-1. Pozicia tohto 1,7 kb Sma I fragmentu je
oznatend v A. K tupym koncom tohto 1,7 kb Smal frag-
mentu boli s pouZitim $tandardnych procedir ligované
BamHI linkery. Vysledny produkt bol Stepeny BamHI a li-
govany do eukaryotického expresného vektoru MSV-neo.
MSV-neo vektor ma unikitne BamHI miesto za MSV-
-LTR, ktoré mé silni prométorovia aktivitu. Tento vektor
bol opisany v préci Rijsewijk et al., 1987 EMBO JI. 6,
127-131.

Obrazok 16
Kongtrukcia gl/gE dvojitého deledného fragmentu BHV-1
Poloha glykoproteinového génu gE a predpokladani
poloha glykoproteinového génu gl v Us oblasti BHV-1 st
zobrazené v diagrame A. Srafované bloky oznaZujii opako-
vané sekvencie, ktoré ohranicuji Us oblast. B ukazuje fy-
zikdlnu mapu miest niektorych hlavnych restrikénych en-
zymov sa zretePom na poziciu oboch génov. Ku kon3trukcii
gl/gE deleného fragmentu je klon pl,7-Smal/o obsahujici
1,7 kb Smal fragment, ktory zahruje gén g, 3tepeny Pstl.
Pstl miesto zostavajiiceho 350 bp Smal-Pstl inzertu bude
vytvorené s tupymi koncami s pouZitim 3tandardnych mo-
lekularne biologickych procedir. EcoNI-Smal fragment
(pozri obr. 6B), izolovany z 4,1 kb HindIII-EcoRI frag-
mentu opisaného v obrazku 64, je tieZ vytvoreny s tupymi
koncami a ligovany k modifikovanému Pst] miestu. Toto je
znazornené v C a D. Z vysledného klonu p-deita-IE moze
byt izolovany 1,4 kb Smal-Dral fragment na rekombinaciu
s DNA divokého typu BHV-1.
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Skratky:
E =EcoRI, H=HindIll, S = Sma I, P = Pstl, ENI= EcoN],
D = Dral, kb = kilobéza, , Us = unikétna kratka sekvencia.

Obrazok 17
Priemerné nazélne vyludovanie virusu telatami po otkova-
ni: = ofkované Difivac-1,0 = neo&kovana kontrola.

Obréazok 18
Priemerny denny klinicky stav teliat po teste (challenge) vi-
rulentnym kmefiom BHV-1, kI'a¢ ako v obr. 17.

Obrézok 19
Priemerné rektdlna teplota teliat testovanych virulentnym
kmetiom BHV-1, kf'u& ako v obr. 17.

Obrazok 20
Priemerny rast teliat po teste virulentnym kmctiom BITV-1,
krag ako v obr. 17.

Obrazok 21
Priemerné nazélne vylutovanie virusu telatami po teste vi-
rulentnym kmetiom BHV-1, kI'G& ako v obr. 17,

Obrazok 22

Priemernd rektalna teplota teliat po teste virulentnym kme-
fiom BHV-I,

= ofkované Lam gE", otkované Lam gE" /TK", x = neog-
kovana kontrola.

Obréazok 23
Priemerny rast teliat po teste virulentnym kmefiom BHV-1,
k& ako v obr. 22.

Obrazok 24
Priemerny denny klinicky stav teliat po teste virulentnym
kmettom BHV-I, kl'i¢ ako v obr. 22.

Priklady uskuto¢nenia vynilezu

1. Izol4cia a identifikécia prirodného gE dele¢néko mutan-
tu;
a) lzolacia prirodného mutantu

Genomicka DNA bola izolované z radu konvengne ate-
nuovanych vakein podl'a Standardnych metdd a analyzova-
na s pouzitim restrikénych enzymov. Konkrétne sme patrali
po genomickych odchylkach, ktoré by boli vhodné na rozli-
Senie od divokého typu BHV-1.

Konkrétne bola pozomost’ namicrena na oblast’ Us ge-
nému virusu BHV-1, pretoZe v tejto oblasti - analogicky s
virusom herpes simplex - je pravdepodobne lokalizovany
rad génov kédujicich neesencialne glykoproteiny (Identifi-
cation of a herpes simplex virus | glycoprotein gene within
a gene cluster dispensable for growth in cell culture, R.
Longnecker, S. Chatterjee, R.J. Whitley a B. Roizman
(1987), Proc. Natl. Acad. Sci. 84, 4303-4307).

Po velkom pocte pasézi na bunkach bovinnej embryo-
nélnej oblicky a bunkich bovinnej embryonalnej trachey
(Ebtr) bolo preukdzané, Ze sibor vakcin BHV-1, pocha-
dzajici z Univerzity Zahreb, Jugoslévia (Lugovic et al.,
Veterinarski Arhiv 55, (241-245, 1985), ma okrem normal-
nej Ug oblasti tieZ odlisni Uy oblast. Této vakcina nadto
vytvarala aj velké aj malé plaky na Etbr bunkach. Z tejto
zmie3anej populacie bol tromi kone&nymi riediacimi krok-
mi izolovany virus s odli¥nou Us oblastou, ked’ boli kazdy
raz vybrané malé plaky. Virus izolovany touto cestou bol

dalej skimany a nazvany Difivac-1. bol uloZeny v Institut
Pasteur, ParfZ, Franctzsko, 27. mdja 1992, pod &islom I-
1213.

b) Identifikicia delécie v géne gE virusu Difivac-1

K d'al¥ej analyze tejto odchylky v oblasti Us bola izo-
lovand genomickd DNA virusu Difivac-1 podl'a $tandard-
nych metdd a podrobené analyze prenosom (blotom) podl'a
Sutherna (obr. 1A). Hybridiz4cia tohto blotu s *?p znate-
nymi Hindlll k fragmentom divokého typu potvrdila, e
tento fragment lokalizovany centralne v Us oblasti je asi o
0,1 kilobédzy (kb)krat$i v Difivac-1. Navy$e bola touto a-
nalyzou priblizne zistend pozicia chybajucej &asti (obr. 1B).
K dalej analyze tejto delécie bola izolovana Ug oblast’ di-
vokého kmetia Lam a klonovana v prokaryotickych vekto-
roch. Nakoniec bola izolovana podl'a $tandardnych metéd
genomickd DNA, kmefia Lam (obr. 2A) a kolonovana vo
vektoroch pUC18, pACYC a pBR322 (obr. 2b). Bola vy-
tvorend fyzikdlna mapa oblasti okolo predpokladaného
miesta delécie (obr. 2C). Na zaklade tejto fyzikalnej mapy
boli kon3truované vo vektoroch pKUN19 a pUC18 subklo-
ny vhodné na uréenie nukleotidovej sekvencie tejto oblasti
(obr. 2D). S pouzitim tychto subklonov bola uréena Sange-
rovou metédou nukleotidovd sekvencia oboch retfazcov
celej oblasti (ukdzané na obr. 20). Tato nukleotidova sek-
vencia (SEQ OD NO:1) bola analyzovana s pouZitim prog-
ramu PC/Gene. Na ziklade potitalovej translacie sa uka-
zalo, Ze nukleotidy (nt)165 aZ 1993 kéduju otvoreny (itaci
rdmec 575 aminokyselin (obr. 3A). Daliia analyza ukézala,
Ze tato sekvencia aminokyselin ma charakteristiku trans-
membranového glykoproteinu, ako je ukdzané na obr. 3B.
Faktom je, Ze oblast’ prvych 26 aminokyselin (aa) je roz-
poznivand ako typicky eukaryoticky exportny signal a ob-
last’ medzi aa 423 a aa 450 je rozpoznavan ako transmems-
branova oblast. Navy3e sa v tejto sekvencii objavili tri po-
tencialne N-glykozylaéné miesta. Takto predpovedana sek-
vencia aminokyselin ma jasni podobnost’ s génom pre gly-
koprotein gE virusu herpes simplex (HSV); pozri obr. 4A a
4B. Tieto a in¢ podobnosti opraviiuja zaver, Ze najdeny gén
je gE homol6g virusu BHV-1. Z tohto dovodu je gén nazy-
vany gE. Na urenie toho, do akej miery chyba tento gE-
gen virusu BHV-1 vo viruse Difivac-1, bol izolovany
fragment p318. Fragment p318 zatina v Alul mieste 55 nt
pred otvorenym &itacim rémcom predpokladaného gE a
kon¢i 133 nt za nim. S tymto p318 fragmentom bola analy-
zovana s pouzitim Southernovej hybridizécie genémova
DNA virusu Difivac-1. Tak sa zistilo, Ze Difivac-1 neobsa-
huje Ziadnu p318 detekovatenii sekvenciu (obr. 5). Tento
experiment potvrdil, Ze Difivac-1 obsahuje deléciu a jasne
demonStruje, Ze tato delécia zaujima cely gén gE.

Na urcenie velkosti a pozicie deletovanej oblasti boli v
prokaryotickych vektoroch klonované genémové sekvencie
pokryvajuce oblast' U, virusu Difivac-1, pozri obr. 11C.
EcoRI fragment s velkostou 14,5 kb bol klonovany vo
vektore pACYC a pomenovany p775. HindlIl fragment s
velkost'ou 7,4 bol nazévisle klonovany vo vektore pUCI8 a
nazvany p728. Z klonu p728 boli izolované dva subklony:
Pstl fragment velkosti 1, 4 kb v klone p737 a Alul-Pstl
fragment velkosti 350bp v klone p754. Analyza tychto kl6-
nov restrikénymi enzymami a blotmi podla Southerna (data
nie su ukdzané) dokazala, e delécia gE v Difivac-1 je 2,7
kb dlha, za¢ina prave od 5'konca génu gE a kon¢i na hranici
Us oblasti. Tychto 2,7 kb je nahradenych duplikaciou 1 kb
segmentu, lokalizovaného v oblasti Ug opa¢ne ku génu gE,
ako aberantna extenzia opakovanej (repeat) oblasti, pozri
obr. 11B. K potvrdeniu vysledkov tejto analyzy a na urde-
nie presného miesta rekombinacie bola uréena nukleotidova
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sekvencia val3ej Casti inzertu klonu p754 a porovnani so
sekvenciami divokého typu, pozri obr. 12. Tato analyza u-
kézala, Zc micsto rekombinacice je lokalizované 77 bp proti-
smerne (upstream) od pociatoéného kodénu génu gE.

¢) Hodnotenie bezpe¢nosti a ti¢innosti virusu Difivac-1

Difivac-1 bol testovany v BHV-1 séronegativnych te-
Patach, starych 7 tyZdiiov, neobsahujicich $pecificky pato-
gén. 8 teliat bolo intranazilne otkovanych 10° TCID® po 2
ml, kazdému bol rozpraSeny 1 ml do kaZdej nozdry. 8
BHV-1 séronegativnym tel'atom starym 7 tyZdilov, bez
zistenia Specifického patogénu, ktoré boli umiestnené v od-
delenej izolalnej jednotke, boli intranazalne podané 2 ml
média s kultirou a sluzili ako neotkované kontroly. 5 tyz-
diiov po vakcinacii vakcinované a kontrolné telata boli in-
tranazalne testované 107 TCIDs, vysoko virulentného kme-
fia BHV-1 lowa. 6 tyzdiiov po teste vietky tel'ata boli oSet-
rené intramuskularne Dexamethasonem po 5 dni kvoli re-
aktivovaniu predpokladaného latentného virusu. Boli mo-
nitorované klinické priznaky, rektalne teploty a telesny rast.
Z nazalnych vyterov boli robené izolacie virusu, v sére boli
uréované titre neutralizaénych protilétok.

Spravanie, chuf k jedlu, rektilne teploty a tempo rastu
teliat zostalo po vakcinacii normalne, ale vakcinované te-
P'atd mali trochu serézny vytok z nosa a mierne zvy$ené sli-
nenie. Nebolo pozorované poskodenie nazélnej sliznice. Po
vakcinacii bol Difivac-1 vylu€ovany z nazalnych vyterov
(obr. 17). Vietky otkované tel'atd produkovali neutralizad-
né protildtky k BHV-1.

Po teste vietky neotkované kontrolné telata prejavovali
apatiu, stratu chuti k jedlu, o¢ny a nosny vytok, zaéervena-
nie d’asna dolnej ¢el'uste, vaZne poskodenia nosnej sliznice
aZz do 14 dni po teste a zdstavu rastu o 4 dni. Ockované te-
Pata mali mal€, rychlo sa hojace po3kodenia nosnej sliznice
a nemali spomaleny rast. Denné klinické vysledky, rektélna
teplota a rastovy vyvoj po teste s udané na obrazkoch 18,
19 a 20. Po teste vylufovali virus nosom vietky telata, ale
mnoZstvo a as exkrécie virusu boli u ockovanych teliat
zretelne zniZené (obr. 21). U otkovanych teliat sa vyvinula
sekunddrna protilatkova odpoved’ a vietky neotkované te-
l'ata produkovali protilatky po teste.

Po reaktivacii bol testovany virus izolovany z jedného
ockovaného tel'ata a z 5 neoCkovanych. Difivac-1 nemohol
byt reaktivovany.

Uvedené vysledky demonstruju, Ze Difivac-1 sotva vy-
volal akykolvek priznak choroby u mladych teliat a nebol
schopny reaktivacie. Difivac-1 vyznatne zniZil vaZnost o-
choreni a intenzitu exkrécie virusu po teste.

D4 sa povedat’, Ze Difivac-1 je bezpena a 0Cinna vak-
cina, ktord mdZe byt pouzita u dobytka proti infekciam
BHV-1.

2. Konstrukcia rekombinantnych gE deletnych mutantov
virusu BHV-1

Aby boli k dispozicii odlisitelné vakciny BHV-1, ktoré
st molekularne lepsie definované ako Difivac-1 a ktoré,
pokial’ by bola taka poZiadavka, obsahuji deléciu napr. v
géne pre tymidinkinizu okrem delécie v gE géne, boli ok-
rem Difivac-1 vytvorené rekombinantné gE dele¢né mu-
tanty. gE deletné fragmenty mohli byt vytvorené za pred-
pokladu urgenia polohy génu pre glykoprotein gE a s pou-
Zitim klonovanych fragmentov DNA, ktoré ohraniduja
(flank) gE gén. S pouzitim $tandardnej techniky (F. L. Gra-
ham a A.J. van der Eb, 1973, Virology 52, 456-467) mohol
byt tento dele¢ny fragment vloZeny do gendmu divokého
typu virusu BHV-1, ¢o viedlo k vytvoreniu gE deledného
mutantu.
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a) Kondtrukcia gE dele¢ného fragmentu

Na kondtrukciu gE deletného fragmentu bol vybrany
fragment, ktory na jednej strane postrada celd sekvenciu gE
a na druhej strane obsahuje dostatotnii ohrani¢ujicu (flan-
king) sekvenciu, aby dovolila rekombinéciu s genémom di-
vokého typu. Na 5'(upstream) konci bol vybrany fragment
Pstl-Asull velky 1,2 kb , ktory kongi 18 nukleotidov pred
potiatotnym kodénom gE génu. Na 3' (downstream) konci
bol vybrany 1;2 kb EcoNI-Dral fragment , ktory zaéina 2 nt
pred koncovym kodénom gE génu (obr. 6).

Na vytvorenie gE dele¢ného fragmentu bol v Smal a
Pstl mieste plazmidu pUCI8 subklonovany 1,4 kb Pstl-
Smal fragment pochadzajici z 8,4 kb HindIll K fragmentu
BHV-1 kmetia Lam, lokalizovany v 5' mieste génu gE.
Tento klon bol nazvany p515. EcoNI-Smal fragment, loka~
lizovany v 3' mieste gE pochadzajici zo 4,1 kb HindlIII-
-EcoRI klonu, bol kionovany v unikitnom Asull mieste
p515. Takto bola dovidend konitrukcia deleéného frag-
mentu gE a klon takto vytvoreny bol nazvany p519. Aj ked’
by v principe cely Pstl-Smal inzert p519 mohol byt pouZity
ako gE dele¢ny fragment, nedé sa to doporucit’. Fakt je, Ze
Pstl-Smal zasahuje priblizne 100-150 bp do opakovanej
sekvencie, ktora ohrani¢uje oblast Us . Tento Gsek 100-150
bp by mohol rekombinovaf s opakovanou sekvenciou na
jednej strane Uy oblasti, kde nie je lokalizovany gén gE, a
mohol by tak poskytovat’ neZiaduce rekombinaéné pro-
dukty. Z tohto dévodu bol na rekombina¢ny pokus vybrany
Pstl-Dral fragment, takZe 100 bp opakovanej sekvencie
bolo odstranenych.

b) rekombinacia gL deleéného fragmentu s genémom divo-
kého typu virusu BHV-1

Aby sa uskutognila rekombinicia medzi vytvorenym
gE delenym fragmentom a genémom divokého typu
BHV-1, kotransfekcia buniek embryonélnej bovinnej tra-
chey (Ebtr) mikrogramovym mnoZstvom oboch DNA mo-
lekal sa uskutodiiuje podfa dtandardnej metédy, ktork opi-
sali F.L. Graham a A.J. van der Eb (1973, Virology 52,
456-467). Bunkové mechanizmy rekombinécie vedi k re-
kombinécii malého percenta DNA molekul (2-4 %), ktoré
boli prijat¢ bunkami. Na selekciu rekombinovanych gE
deletnych mutantov je virusovd zmes, ktord vznikne po
transfekcii, vysiata na tkanivovi kultiru Ebtr. Vo v4¢3ine
pripadov takto vzniknu oddelené virusové populécie (pla-
ky), ktoré pochadzajh z jedného virusu. Na izol4ciu gE de-
le¥nych mutantov BHV-1 kmeiia Lam bolo 230 tychto pla-
kov izolovanych a vy3etrenych podla 3tandardnych imu-
nologickych metdd s BHV-1 $pecifickymi monoklonélny-
mi protilatkami (Mabs), ktoré nereaguji s bunkami infiko-
vanymi Difivac-1. Tieto Mabs st namierené priamo proti
glykoproteinu gE. 5 z 230 plakov nereagovalo s tymito
Mabs. Dalej bola vyetrovana tiez DNA tychto plakov.

c) DNA analyza vytvorenych gE dele¢nych mutantov viru-
su BHV-1 kmefia Lam

DNA izolované zo 3 (1B7, 1B8 a 2H10) zmienenych 5
moznych gE delednych mutantov boli d’alej vySetrované s
pouZitim 3tandardnej tcchniky blotu podla Southerna
(Sambrook et al. 1989). Dvojité 3tepenie tychto DNA s Pstl
a Dral, nasledované gélovou elektroforézou a hybridizaciou
Southernovho blotu s 2,3 kb Pstl-Dral dele¢nym fragmen-
tom ako sondou ukazuje, Ze gén gE genému virusovej po-
pulécie 1B7 a 1B8 bol poZadovanym spdsobom presne od-
straneny; pozri obr. 7A a 7B. Populacia 2H10 ma odliSny
Pstl-Dral fragment. Hybridizacie Southernovych blotov s
gE-$pecifickou sondou ukazuju, Ze Ziadne gE sekvencie nie
sti lokalizované v akomkol'vek z troch DNA izolatov (vy-
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sledky nie st ukdzané). BHV-1 virusové populicie 1B7 a
1B8 st zamy3l'ané rekombinantné gE dele&né mutanty. Po-
pulécia 1B7 virusu BHV-1 bola testovand na vlastnosti
vakciny.

d) Vytvorenie dvojitych delegnych mutantov tymidinkind-
za/gE

PretoZe rekombinantné deleéné mutanty BHV-1 s deléciou
len v jednom géne by nemuseli mat’ dostatotne redukovani
virulenciu, boli tieZ zvaZované delécie v tymidinkindzovom
(TK) géne BHV-1 kmetia Lam a Harberink. Tieto mutanty
boli vytvorené analogickym spésobom k zmienenému spo-
sobu pouzitému pre gE dele¢né mutanty (vysledky nie st
ukazané). Tieto TK deleéné mutanty boli pouZité na vytvo-
renie TK/E dvojitych dele¢nych mutantov.

e) Vytvorenie dvojitych glykoprotein gl/glykoprotein gE
deleénych mutantov

Pretoze dobytok otkovany jednoduchym gE dele¢nym
mutantom, méZe produkovar anti-gl protilatky, ktoré moézu
interferovat s detekciou protilatok anti gl/gE (diskutované
niZ8ie), vyrobili sme tieZ vakcinu s gl/gE dvojitou deléciou.
Taky gl/gE dvojity deleény mutant mdZe byt vytvoreny s
pouZitim rovnakych procedur pouZitych ku konitrukcii gE
jednoduchého deletného mutantu. Ciasto¥n4 nukleotidova
sekventnd analyza protismerného (upstream) konca 1,8 kb
Pstl fragmentu - ktory pokryva 5' koniec gE génu - odkryla
otvoreny &itaci rimec s vyznamnou homolégiou ku gl ho-
molégom najdenym pri inych herpesvirusoch, pozri obréaz-
ky 13 a 14. S pouzitim 350 bp Smal-Pstl fragmentu, ktory
zahrnuje predpokladany koniec gl génu, a EcoNI-Smal
fragmentu lokalizovaného po smeru (downstream) od génu
gE, mdZe byt vytvoreny gl/gE deletny fragment. Tento
fragment moZe rekombinovat s gendmom divokého typu za
vzniku gl/gE dele¢ného mutantu BHV-1, pozri obrazok 16.
80-90 aminokyselin, ktoré - teoreticky - mozu este vznikat,,
nebudi schopné vytvorit’ protilétky, ktoré mézu interfero-
vaf s detekciou anti-gI/gE protilatok. Dal$ia sekvenénd a-
nalyza génu gl umoZni vytvorenie gl delécie, ktora pokryje
kompletni kédujucu oblast gl. Tento gl/gE dvojity deleény
mutant bol pomenovany Difivac- IE.

f) Hodnotenie bezpegnosti a G¢innosti mutantov Lam gE" a
Lam gE" , TK

Vlastnosti vakciny Lam gE a Lam gE  ,TK™ mutant-
nych kmetiov BHV-1 boli testované na telatich, starych 7
tyZzditov, BHV-1 séronegativnych, neobsahujicich 3peci-
ficky patogén. KaZdy mutantny kmet bol intranazélne roz-
préa3eny 6 telatdm. KaZdému tefat'u bola dana celkova dav-
ka 10° TCIDs, vo 2 m1 média s kultirou, do kazdej nozdry
bol rozpra$eny 1 ml. Inym 6 telatim bolo intranazalne
vstreknuté tkanivové médium bez virusu a slazili ako neog-
kované kontroly. 5 tyzdiiov po vakcinacii vietky telata,
vakcinované a kontrolné, boli intranazilne testované s 10
TCIDsqy vysoko virulentného kmeiia BHV-1 Iowa. Po o¢-
kovani a po teste boli monitorované klinické priznaky,
rektalne teploty a telesné véha,

Sprévanie, chut k jedlu, rektalne teploty a tempo rastu
teliat po vakcinécii zostali normalne. Serézny nazilny vy-
tok a malé poskodenia nazilnej sliznice boli pozorované u
vietkych otkovanych teliat. Virus mohol byt' izolovany z
nosov o¢kovanych teliat po pribliZne 7 diioch (tabulka 1).

Po teste v3etky neotkované kontrolné tel'atd prejavovali
apatiu, stratu chuti k jedlu, o&ny a nosny vytok, za¢ervena-
nie d'asna dolnej &efuste, vaZne poskodenia nosnej sliznice
a bol spomaleny rast. Vietky telatd otkované Lam gE, TK
mali nejaky nosny vytok a menSie podkodenic nosngj sliz-
nice. Nie vietky tel'atd o&kované Lam gE" mali nosny vytok
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alcbo poskodenic nosnej sliznice. Apatie, strata chuti k
jedlu alebo in€ klinické priznaky ochoreni u o&kovanych
teliat neboli pozorované. Rektdlna teplota, rast a klinické
vysledky po teste st ukazané na obr. 22, 23 a 24. Neotko-
vané tel'atd vyluovali virus nosom dva razy dlhgie ako o&-
kované telat4 (tabulka 1),

Uvedené vysledky preukazuji, Ye¢ mutantné kmene
Lam gE" a Lam gE*, TK" virusu BHV-1 sotva vyvolali aky-
kol'vek priznak choroby u mladych teliat. Obidva mutantné
kmene zamedzili chorobe po teste a zniZili obdobie nazal-
neho vylu€ovania virusu o 50 %.

Mutantné kmene Lam gE" a Lam gE" ,TK" virusu BHV-
-1 st bezpe¢né a u¢inné na pouZitie ako vakcina u dobytka
proti BHV-1 infekciam.

3. Prokaryotick4 expresia gE

K prokaryotickej cxpresii génu pre glykoprotein gE vi-
rusu BHV-1 boli vytvorené vektory zaloZené na zatial uZi-
vanych expresnych vektoroch pGEX (D. B. Smith a K.S.
Johnson, Gene 67 (1988) 31-40). Vektory pGEX kéduji
bielkovinny nosi¢ glutatién S-transferazu (GST) zo Schis-
tosoma japonicum, ktory je pod vplyvom prométoru tac,
ktory moZe byt indukovany k expresii izopropyltiogalakto-
zidom (IPTG). Priklad GST-gE fuzovaného proteinu je
produkt kondtruktu pGEX-2T600s3 (obr. 8A). V tomto
kongtrukte bol, s pouzitim 3tandardnych molekularno-
-biologickych technik (Sambrook et al. 1989) 600 bp velky
Smal fragment, ktory kéduje N-terminalnu oblast’ 200 ami-
nokyselin gE proteinu, pripojeny za gén GST. Tento kon-
Strukt bol navrhnuty v troch variantoch, kaZdy raz s odli3-
nym ¢&itacim rmcom 600 bp fragmentu, ktory bol pripoje-
ny k GST. Vietky 3 kon$trukty boli zavedené do Escheri-
chia coli, kmeila DH5a, indukované s IPTG a vytvorené
proteiny boli prenesené na nitrocelulézu po elektroforéze
na polyakrylamidovom géli pomocou Western blotu. Imu-
nologickd detekcia s anti-GST protilatkami preukézala,-Ze
len vlastny &itaci rimec (€. 3), ktory kéduje proteinovi ob-
last’ gE, vedie k expresii fuzovaného proteinu predpoklada-
nej velkosti 27k (GST) + 20k (gE) - 47 k. Tri z Mabs nami
izolovanych, ktoré nereaguju s Difivac-1, rozoznavaju 47
kD GST-gE fiizovany protein vo Western blote; pozri obréa-
zok 8B.

4. Eukaryotickd expresia génu pre glykoprotein gE

Pro eukaryotickii expresiu génu pre glykoprotein gE
bol uz skor inter alia vybrany vektor pEVHis. Vektor
pEVHis ma ako eukaryoticky marker gén HisD kodujici
histidinol dehydrogendzu [EC 1.1.1.23] (C. Hartmann a R.
Mulligan, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 8047-
-8051), ktory umoZiuje bunkim preZif toxickd koncentra-
ciu 2,5 mM histidinolu. Vektor navye obsahuje prométo-
rovil oblast’ bezprostredného v&asného génu Fudského cy-
tomegalovirusu (HCMV) s unikatnymi redtrikénymi mies-
tami lokalizovanymi za nim. K vytvoreniu pEVHis/gE ex-
presného vektoru bol pouZity fragment zahrnujuci celi ko-
dujicu oblast génu pre glykoprotein gE. Za&ina v Alul
mieste 55 bp pred predpokladanym otvorenym &itacim
ramcom gE a kon&i 133 bp za nim. Této oblast’ bola klono-
vana za HCMV prométor vektoru pEVHis, pomocou kto-
rého bol vytvoreny konstrukt pEVHis/gE (obr. 9). pEV-
His/gE bol rozmnoZeny v bunkdch DH5a E. coli a pregiste-
ny pomocou céziumchloridového gradientu (Sambrook et
al., 1989). Tato purifikovand DNA bola transfekovana do
Balb/C-3T3 buniek podl'a metédy Grahama a van der Eba.
Transformované bunky boli selektované histidinolom, po
ktorého aplikdcii bolo izolovanych 20 histidinol-
rezistentnych kolonii. Tieto kolonie boli vy3etrené s Mab



SK 280862 B6

81 pomocou imunologického testu s peroxidazou na mono-
vrstve (Immuno Peroxidase Monolayer Assay - [PMA). V
Styroch koléniach bola preukdzana expresia proteinu gE. Z
tychto Styroch koldnii boli pouZité bunky 3T3 gE klén 9 na
izolaciu subklonu, ktory mal vysoku expresiu gE. Klon
izolovany touto metédou (nazvany 3T3gE 9, 5) bol pouZity
na bliz§ie uréenie moZnych anti-gE monoklonélnych proti-
latok.

5. Eukaryotickd expresia oboch glykoproteinov gE a gl vi-
rusu BHV-1 v jednej bunke

Na expresiu glykoproteinu gl virusu BHV-1 v jednej
bunke spolo¢ne s glykoproteinom gE virusu BHV-1 sme
najskor uréili predpokladani poziciu génu gl vo viruse
BHV-1. Pretoze gén pre glykoprotein gl virusu herpes sim-
plex je lokalizovany préave protismerne od génu pre glykop-
rotein gE, dalo sa predpokladat, Ze gén gl BHV-1 by mo-
hol byt’ lokalizovany v zodpovedajlcej pozicii. Aby sa toto
preukazalo, bola urfend sekvencia oblasti 283 nukleotidov,
lokalizovana priblizne 1 kb protismerne od zaciatku génu
gE virusu BHV-1. Teoreticka translacia tejto oblasti uka-
zala, Z¢ druhy ¢itaci rdmec kdduje 94 aminokyselin a ich
sekvencia je homolégna s glykoproteinom gl virusu herpes
simplex (obrazky 13 a 14). Pretoze homol6gny segment je
asi 80 aminokyselin od podiatoného kodénu, predpokla-
dany zatiatok otvoreného &itacieho ramca génu gl virusu
BHV-1 mdZe byt asi 250 nt protismerne od sekvenovanej
oblasti. Z tohto bolo odvodené, Z¢ 1,7 kb Smal fragment,
ktory za¢ina 400 nt protismerne od sekvenovanej oblasti a
kondi v géne gE by mohol obsahovat’ kompletna kodujicu
oblast’ génu gl virusu BHV-1. Tento 1,7 kb Smal fragment
bol klonovany v eukaryotickém vektore MSV-neo (pozri
obr. 15). Tento vektor obsahuje silny prométor virusu my-
$acieho sarkému a selekény gén neo, ktory kdduje rezisten-
ciu proti antibiotiku G-418 sulfitu Geneticin. Vysledny
kongtrukt MSVncoGI bol mnoZeny v bunkach E. coli
DHS5a a bol transfekovany do 3T3gE 9,5 buniek s pouZitim
metdd Grahama a van der Eba. Transfekované bunky boli
selektované v tkanivovom médiu s 400 pg Geneticinu/ml a
rezistentné kolonie boli izolované a testované s moZnymi
anti-gE Mabs, ktoré zlyhali v reakcii s 3T3gE 9,5 bunkami.
Z toho sme vybrali 3T3gE/gl R20 klon, ktory reagoval
napr. s Mab 66 a tieZ s divokym typom BHV-1.

6. Charakterizicia moZnych anti-gE monoklonalnych pro-
tilatok (Mabs)

Mabs boli produkované proti divokému typu virusu
BHV-1 a sclektované na ich neschopnost’ reagovat’ s bun-
kami embryondlnej bovinnej trachey (Ebtr) infikovanymi
virusom Difivac-1. Tieto Mabs boli vy3etrené na reaktivitu
s:

a ) Lam gE- deletnym mutantom;

b) s opisanym prokaryotickym expresnym produktom vo
Western blote;

¢) s opisanymi gE-expresnymi bunkami Balb/c-3T3;

d) bunky zmienené za c) a infikované Difivac-1 a

e) Balb/c-3T3 bunky exprimujice gE/gl komplex.

Na reaktivitu testovanu v a), ¢), d) a ) bol pouZity test
imunoperoxidazovej monovrstvy (IPMA). Vysledky v ta-
bulke 2 ukazuja, Ze sa vytvarali Mabs, ktoré boli namiere-
né proti gE (&isla 2, 3, 4, 52, 66, 68, 72 a 81) a Mabs (&isla
1, 51, 53, 67, 75 a 78), ktoré méZu byt namierené proti
Strukturdlnym antigénnym doménam na gE/gl komplex:.
Antigénne domény rozoznévané réznymi Mabs pri kompe-
titivnej IPMA indikovali, Ze prinajmenom 4 antigénne
domény st pritomné na glykoproteine gE a Ze jedna domé-
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na je pravdepodobne tvorena komplexom gE/gl (tabulka
2).

Detekcia protilatok anti-gE u dobytka infikovaného
BHV-1
Na vysetrenie toho, &i sa v sére infikovaného dobytka pri-
tomné protilatky proti gE, bol pouZity nepriamy blokujici
test IPMA so 16 moZnymi gE-Mabs a nasledujicimi 8-mi
vybranymi sérami:
- 2 séra hovédzieho dobytka otkovaného Difivac-1 a testo-
vaného virulentnym kmeilom lowa, ktoré boli zbierané 14
dni po teste;
- 2 séra hoviidzieho dobytka experimentalne infikovaného
virusom BHV-1 subtypom 1, ktoré boli zbierané 20 mesia-
cov po infekeii. Jedno zviera bolo infikované kontaktnou
expoziciou:
- 2 séra hovidzieho dobytka experimentalne infikovaného
virusom BHV-1 subtypom 2b, ktoré boli zbierané 20 me-
siacov po infekcii. Jedno zviera bolo infikované kontaktnou
expoziciou:
- sérum teFata bez ¥pecifického patogénu otkovancho ts
mutantnou vakcinou a testovaného 3 tyZdne neskor viru-
som BHV-1 subtypom 2b, ktoré bolo zbierané 7 tyZdiiov po
teste;
- sérum gnotobiotického tel'ata ofkovaného ts mutantnou
vakcinou a testovaného 3 tyZdne neskdr virusom BHV-1
subtypom 2b, ktor¢ bolo zbierané 7 tyzdiiov po teste.
Tabul’ka 2 ukazuje, Ze vietky tieto séra obsahovali protilat-
ky proti antigénnym doménam III a IV na gE a proti anti-
génnej doméne 1, ktoré je pravdepodobne lokalizovana na
komplex gE/gl. MdZeme potvrdit Ze gE sa javi ako vhod-
ny sérologicky markerem na rozli$enie medzi dobytkom in-
fikovanym BHV-1 a dobytkom oCkovanym.

7. Detekcia BHV-1 nukleovych kyselin pomocou procedu-
ry PCR a primérov $pecifickych pre gE virusu BHV-1

Na zaklade urencj nukleotidovej sekvencie génu gE
virusu BHV-1 bol vybrany par primérov vhodny pre PCR s
pouzitim programu na vyber primérov od Loweho et al. (T.
Lowe, J. Sharefkin, S. Qi Yang a C.W. Dieffenbach, 1990,
Nucleic Acids Res. 18, 1757-1761). Tieto priméry boli na-
zvané P; a P, a st ukézané na obr. 10. Priméry s lokalizo-
vané 159 nt od seba a vedi k amplifikacii fragmentu 200
nt. Pouzitim primérov P; a P, a izolovanej DNA virusu
BHV-1 boli optimalizované podmienky pre metdédu PCR.
To znamena najmé vari4cie v koncentracii MgCl,, koncen-
trécii glycerolu a v podmienkach na cyklovanie. Bol n4j-
deny optimalny pufcr na pouzitic P; a P, k amplifikécii
DNA BHV-1, jeho zloZenie je 10 mM Tris pH 8,0, 50 mM
KCl, 0,01% Zelatina, 2,6 mM MgCl, a 20 % glycerol. Op-
timalne podmienky na cyklovanie (Perkin Elmer Cetus
DNA Thermal Cycler) st pre cykly 1-5: 1 min. 98 °C, 30
sec. 55 °C a 45 sec. 72 °C a pre cykly 6-35: 30 sec. 96 °C,
30 sec. 55 °C a 45 sec. 72 °C. Po amplifikacii PCR bol zis-
kany DNA fragment dlhy 200 nt podrobeny elektroforéze v
2 % agarézovom géli, preneseny blotovanim na nitrocelu-
[6zu a nasledne podrobeny analyze Southernovou hybridi-
zéciou. Znaen sonda *’p dCTP pouzitad na Southernovit
analyzu je 137 bp Taql fragment, ktory je lokalizovany
medzi miestami, kde sa viazu priméry (obr. 10). Po autora-
diografii hybridizovaného filtra méZe byt pozorovany pri-
7ok zodpovedajici dizke 200 bp. Tato amplifikacia pihych
10 BHV-1 genoémov (pribl. 1,5 x 10™* pg DNA) vedie k
dostatotne detekovatePnému signalu (vysledok nie je uka-
zany). Porovnatelnym spOsocbom bola vyvinutd metdda
PCR pouZivajuca priméry, ktoré su zaloZené na kddujicej
sekvencii glykoproteinu glII virusu BHV-1 (D. R. Fitzpat-
rick, L.A. Babiuk a T. Zamb, 1989, Virology 173, 46-57).




SK 280862 B6

Aby bolo mozné rozli%it’ medzi DNA divokého typu BHV-
-1 a gE dele¢nou mutantnou vakcinou, obidve DNA vzorky
boli podroben¢ obidvom PCR analyzam

- Specifickej pre gE a 3pecifickej pre glll. V takom teste sa
naSiel izoldt DNA Difivac-1 glIl pozitivny a gE negativny.
Pretoze detekcia DNA virusu BHV-1 v by&om semene bu-
de déleZitym vyuzitim BHV-1 $pecifické PCR procedury,
bola pokusne vykonana PCR pecificka pre gE na bytom
semene infikovanom BHV-1. Nezndme komponenty v se-
mene viak maju silny inhibi¢ny G&inok na polymerizovi
retazovii reakciu. Preto bol vyvinuty protokol na izol4ciu
DNA BHV-1 z byicho semena. Na izoliciu DNA z bygie-
ho semena je 30 p! semena inkubovanych s 1 mg/m1 pro-
teindzy K (pK) v celkovom objeme 300 p!0,15M NaCl, 0,5
% Na-Sarkosylu a 40 mM DTT pri 60 °C. Po 1 hodine je
vzorka ochladena na izbovi teplotu a je pridané 300 pl 6M
Nal a inkubuje sa 5 min. Z tejto zmesi je DNA izolovani
Standardnou chloroform/ izoamylalkoholovou extrakciou a
precipitovand jednym objemom izopropanolu. Precipitét je
omyty 2,5 M NHyAc/70 % etanolom a resuspendovany v
10 mM Tris pH 7,4, | mM EDTA, 0,5 % Tween 80 a 0,1
mg/m1 pK na druhi inkubéciu jednu hodinu v 60°C. Tento
izolat DNA méZe byt priamo podrobeny polymerazove;j re-
tazovej rcakcii.

TABULKA 1

Nazdlne vylucovanie virusu telatami po o¢kovani Lam gE~ lebo
Lam gE"/TK"a po teste virulentnym BHV-1 kmefiom tychto
olkovanych a xontrolnych teliat

Priemerny podet dni nazélneho vv]udovanja virusu

Skupina Po oékovani Po teste
Kontrola o 10,33 £ 1,51
Lam gE~ 7,00 + 0,89 4,83 ¢ 1,17
Lam gE™/TK™ 7,17 £ 1,33 5,17 ¢ 0,98
TABULKA 2
Charakteristika gE-Mabs
Mab REAKTIVITA MOZNEJ gE-Mab S:
Difi- Lam Prok. 3T3 gE 3T3 gE 373 Ag Ab
vac-1 gE” Diri- gE/gI sku- doby-
313/ vac-1 pina tok
EBTR
1 - - nd - + ? 1 +
2 - - - + + + 11 -
i - - + + + + ? -
4 - - + + + + ? -
42 - - nd - - ? v? +
51 - - nd - + + poes +
52~ - + + + + ? -
53 - - nd - + + II1 +
59 - - nd - - + IIT +
66 - - nd + + + IIT +
87 - - nd - + + III +
68 L - - + + + v +
72 - - - + + + v +
75 - - nd - + ? 1 +
78 - - nd - + ? nd -
81 - - - + + + 11?2 -

Vietkych 8 testovanych sér dosahuja v napriamej
blokujucej IPMA viac ako 50% uéinku,
4: Séra dosahuji blokujice percento + 50%.
-: Séra dosahuju blokujdce percento < 50%.
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VIPI5 SEKVENCIE

¢1sLo BIKVENCIE (SEQ ID) €1S.:

DLEKA: 2027 nuklectidov, 575 lnlnukynlin
TYP: nuklsotidy a aminokys:

TYP VLAKNA: jednoduché

|eeme> déletované v Difivac-1

AseID
UGG TTTOOCR

ATE CAA CCC ACC GCG £06 CCT €56 COG CO5 T8 TTG OCC €TG TG CIG
Het Gln Pro Thr Ala Pro Pro Arg Arg Ary leu Les Pro Lew Lew Lew
1 s L] 18

SIGNALKY PEPTID —

CCB CAG TTA TTG CTT TIC GGG CTG ATG GOC GAG GCC ARG CCT GG
Fro Gln Leu Leu Leu Phe Gly Leu Mt Ala Glu Ala Lys Fro Als Thr
20 28 H

Saay

GAA ACC_LCG GGC TCG GCT 10O GTC GAC ACG GTC TIC ASG GCG COC &CT

Gls The Pro Gly Ser Ala Ser Val Asp Tht Val Phe Thr Ala Arg Ala
3 40 4

©3¢ GCG £CC GTC TTT CIC CCA GGG CCC GOG GCG €6C CCG GAC GTG £5c
Gly Als Pso Val rhe Leu Pro Gly Pso Ala Als Axg Fro Asp Val Arg
50 8 3

 Pro Pro Val

arc
Ala Val acg Gly Trp Ser Val Lau Ala Gly Ala
s 7 s ) 2

CCB GAG CCC GTC TGC CTC GAC GAC CGC GAG TGC TIC ACC GAC GTG GOC
Pro Glu Pzo Val Cys Lew Asp Asp Arg Glu Cys Phe Thr ASp Val Ala
. » 5

CTE GAC GCO 6CC TOC €78 COA ACC OCC COC 670 OCC CCG CTG GLT ATC
Lag Asp Ala Ala Cys Lau Arg Thr Als Arg Val Als Fre Les Als Ile
08 108

GCB GAG CTC OCC GAG CGG CCT GAC TCA ACU GOC GAC AMA CAG 19T GIT
Ala Giu Lew Als Glu Arg Pro Asp Ser Thr Gly Asp Lya dlu vhe 3

Prals

C€TC GEC GAC CCG CAC &TC TCU GCO CAQLID GUT CGC AAC GCG ACC GGG

Uau b Atp Pro Wis Vel Ser AlLa Gl Leu Gly ArY Aaa b The Gly
13 118

OTS CTG ATC GCG GOC CCA GCC CAG GAG GAC GSC CGC 0TG TAC 27T crn
Val Lea Ile Ala Ala Als Ala Glu Gie Asp Gly Gly VAl Tyr Phe Lau
158

TAC GAT CCG CTC ATC GGT GAC GCC GGC GAC GAG GAG ACT CAG TT6 &0G
Tre Asp Arg Lea Tie Gly Axe Als Gly Aap Giu Glu Thr Gie Les Als

£76 ACG €0 CAQ GTC 6C8 ACG GCC GO0 GCO €18 63T 6CC o8 e
Leu Th Lew mn Val Ala Thr Als Gly Ala Gln Gly Als Als Asg Asp
190

ACE CSE GOC CCB CTG COC CAC
Gls Glu Arg Glu Pro i e m, Pea The 7o Gy 2eo Pro bro s
200

COC ACC ACG ARA CGC GOG CEC CCG COG £OG CAC GGC G6C3 COC TTC coe

359

ass

503

ss1

59

“r

AEg TRE Thr Thr Arg Ala Pre #ro Aty Arg Hla Gly Als Arg Pha Ay -
0 ns 220

Smat
UTY CTU ST TAC CAC TCC CAC GTA TAC ACC.CCO.GGK GAT TCC TIT CTO
Val Leu Pro Tve ¥ia Ser His Val Tyr Tbr Fro Gly Asp Ser Phe leu
225 30 213 0

CTA TCO GTG CGT CTG CAG TCT GAG TTT TIC GAC GAG GCT CTC TTC 1CG
Leu Sex Val Arg Lev Gin Ser Glu Pha PThe Asp Glu Ala Pro Phe Ser
218 8¢ 38

8
£

[

GCC AGC ATC GAC TGS TAC TIC CTG €GG ACG GCC GGC BAC
Al Ala

Ala Ser Ile Asp Trp Tyt Phe Leu Ary Thr Als Gly Asp
260 2

#2

il

AC CCC ATA TAC GAG ACE TGC ATC TTC CAC €T GAG GTA €O GCC
1la Atg Ile Tyr Glu Tas Cys u- ?he Wix Pre Glu Als Pzo Als
0

21

€16 CAC COF GCC GAC GCG CAQ 76C AGC TTC GCO TCO CCG TAC COC T
Leu His Pro Ala Asp Ala Gln Cys ber Phe Ala far Pro Tyc Arg fer

GA ACC GTG TAC AGC COG CTG TAC GAG CAG TGC
oy e val tyr ser A2 law Tre Gl Gln &

GAG TUT GAG GOC GCC GCG TAC OCX OCO CCC GrT
Gly Acg Trp Fro Mis Glu Cys Glu Uiy Ala Ala Tyr Als Ala Fro Val
228 330 3

€3G CGT CCC GCC ART AKC AOC STA GAC CTG GTC TIT GAC GA
i WS Ary Pro Ala 3L Asp Leu Val 7he Asp Asp
30 s %

GCZ CSG GCT CEG GCT ITC GG3 CTT TAC GIT TTT QTG CTU CAG TAC AMC
Als Pro Ais Ala Als Ser Gly Leu fyr Val Phe Val leu Gln Tyr Asn
%0 33

AeaIll

TG GMA_GEZIGG GAC TAC AGE CTA GTC GIT ACT T00 GAG CGT
Gly Wis Val Giu Ale Txp Asp Tyx Sur Lew Val Val Thr Ser Asp Arg
30 s

TIG GTG COC GCG GTC ACC GAC CAC ACG CGC CCC GAG GCC GCA 6OC GCT
Law Val Arg Ala Val TRE Asp Hs Thr Arg Pro Glu Ala Ala Ala Ala
30 > s wo

T €T CCA GGC CCA CCG CTC ACC AGC GAG CCG
Awp Ala Pro Cla Toe Gi7 Pos Pt e The dex Gla o ua my i
s

CCC ACC GOG CCC OCS CCC TGG CTT 6T G0 CT0 GTY OGC GCG CTT GGA
#£0 Tar Gy Pro Als P10 Trp lev Vsl Val Lew Val Cly Ala Lew uly

20 as 0
TRANSHEMBRANOVY RELIX —

€IC 0CG GOA CTG GTG GOC ATC GCA GCC CIC GCC OTT COG OTG T9C GEG
Lw Ala Giy lau Voi 3iy 31w 3l Ala Lew Mo Yol day Tal Epa Als
145

COC CGC GCA AGC CAG AMG TGC ACE TAG GAC ATC CTC AAC CCC TIC GGG
Ary Acg Als Sar Gla Lya Axg The Tyz Asp Ila leu Asn Pro Fhe Gly
st e 46

CCE GTA TAL ACC AGC TTG CCG ACC AAC
Pro val tyr the Sec Leu Pro Thr Amm Glu e e Asp Val Val val
oo s ae

CCA GTT AGC OAC GAT GAA 72T TCZ £33 GAC GAA GAC TCT T XU GAT
Pzo VAl Sar Asp Asp Glu P Sar Leu Asp Glu Asp Ser Pha Ala Asp
as o s

1033

1099

nun

1

1223

1

Fiit)

1387

11

ue

1

1358

18607

1093



SK 280862 B6

T oce  azer
AL
e 0co om ace sy
Als arg Ade
COC GIC AIC GGC ACG C&C ICC AGY COC TCT 0GE ITC AMA GTF TGG FTFT 1798
A iy xor ATy ber b Ber
MGG GAC CTG CTT GMA GAC GAT T OCG CCA GCG COU ACE 003 GCC GCA 1047
1¢ ASp Tzo Lau G1v A% A3p Ald Als Fro .
CCA GAT TAC ACC GIG GIA GCA GO CGA CIC AAG TCC MG ST O mn 1088
Ved Ala Ada Akg Les Lys

(GEGECCERCe CCLOECOCOE GCTGTOCCOT CTGACOGAM OCACCCOCST GTADIOCFOC 1355
ATATAAATCC AGCOCYCACA CAMACICS TOOOLTTOCT TCGAMGOCAY CEAGAGYCCA 2013
cociacaTes TC %0

£1310 SEKVENCIE (SEQ ID) €fS.: 2
DL2KA: 20 nukleotidov

TYP: nukleotidy

TYP VLAK¥A: jednoduché

ACGTGGTGET GCCAGTTAGE 0

21SL0 SEKVENCIE (SEQ 10) £1S.: 3
DLZKA: 22 nukleotidov

TYP: pukleotidy

TYP VLAXMA: Jednoducheé

ACCAAACTTT GAACCCAGAG CG 22

Priemyslena vyuZitenost’

Vynélez sa tyka siboru vakcin BHV-1, bud’ Zivych a-
lebo inaktivovanych, ktorym je spolo¢né to, Ze postradaju
bud’ cely gén alebo ¢ast génu pre glykoprotein gE. Tento
sibor obsahuje prirodzeny gE dele¢ny mutant, ako aj vy-
tvorené gE deletné mutanty, ktoré mdZzu, ale nemusia ob-
sahovat’ delécie v géne pre tymidinkinazu alebo géne pre
glykoprotein gl a vytvorené gE dele¢né mutanty, ktoré si
pouZité ako vektory pre heterologne gény. Vynalez sa d’alej
tyka nukleotidovych sekvencii kédujucich gén pre glykop-
rotein gE virusu BHV-1, oligonukleotidov odvodenych z
tychto sekvencii, samotného glykoproteinu gE, peptidov,
ktoré s z neho odvodené a (monoklonalnych alebo poly-
klondlnych) protilatok, ktoré si namierené proti glykopro-
teinu gE a z neho odvodenym peptidom. Vynalez sa d'alej
tyka komplexov glykoproteinov gE a gl virusu BHV-1 a
protilatok namierenych proti takym komplexom.

Tieto materidly mézu byt podla vynélezu pouZité na:

1. o¢kovanie dobytka proti chorobam spdsobenym BHV-1,
a to tak, Ze mOZu byt odliSené zvierata infikované BHV-1
od o¢kovanych zvierat; konvenéna a skon$truovana vakcina
mdZu byt pouZité vedla seba;

2. ofkovanie dobytka tak proti chorobam spdsobenym
BIIV-1, ako i chorobam spésobenym inymi patogénmi,
ktorych sekvencie kédujice ochranné antigény moZu byt
vloZené do dele¢nych mutantov BHV-1;

3. testovanie krvi, séra, mlieka alebo inych telovych tekutin
z dobytka sérologicky alebo technikami detekcie nukleo-
vych kyselin (napr. PCR), ¢i st infikované divokym typom
BHV-alebo sit otkované gE deleénym mutantom.

PATENTOVE NAROKY

1. Mutant bovinného herpesového virusu typu 1 (BHV-
-1) obsahujuci deléciu v glykoproteinovom gE-géne, kde
gE je protein, ktory ma predovietkym v BHV-1 kmeni a-
minokyselinovit sekvenciu znizornenii na obrazku 3A a
kde delécia umoZiiuje sérologické rozlifenie od divokého
typu BHV-1.

2. Mutant BHV-1 podl'a naroku 1, v ktorom delécia v
gE-géne bola vytvorena atenuacnym postupom.

3. Mutant BHV-1 podFa naroku 2, ktorym je Difivac-1,
uloZzeny V CNCM pod depozitnym &islom [-1213.

4. Mutant BHV-1 podla néroku 1, v ktorom delécia v
gE-géne bola vytvorena technikou rekombinantnej DNA.
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5. Mutant BHV-1 podl'a néroku I, ktory mé okrem de-
lécie v gE-géne navyse deléciu v tymidinkindzovom géne.

6. Mutant BHV-1 podla néroku 1, ktory mé okrem de-
lécie v gE-géne navyse deléciu v glykoproteinovom gl-
-géne.

7. Mutant BHV-1 podl'a naroku 1, ktory mé okrem de-
lécie v gE-géne navyse deléciu v tymidinkindzovom géne a
deléciu v gl-géne.

8. Mutant BHV-1 podl'a niroku 1 selektovatel'ny alebo
zvoleny spésobom rozli¥enia medzi BHV-1 virusom, ktory
mad intaktny gE-gén a BHV-1 virusom, ktory ma deléciu v
gE-géne, sposob zahrnuje krok vy$etrenia, ¢i nukleovd ky-
selina virusu reaguje s gE-§pecifickou sondon alebo primé-
rom odvodenym z nukleotidovej sekvencie kédujucej gE.

9. Mutant BHV-1 podl'a naroku 1 selektovatel'ny alebo
zvoleny sposobom rozliSenia medzi BHV-1 virusom ex-
primujicim gE a BHV-1 virusom, ktory mé deléciu v gE-
géne, spdsob zahrnuje krok vySetrenia, &i virus reaguje s
vytvorenou gE3pecifickou protildtkou proti gE alebo proti
peptidom odvodenym z aminokyselinovej sckvencic gE.

10. Mutant BHV-1 podl'a nroku 1 obsahujuci heterolégny
gén vloZeny technikou rekombinantnej DNA.

11. Mutant BHV-1 podla naroku 10, v ktorom hetero-
logny gén je vloZeny do miesta gE-génu a ktory je pod
kontrolou reguladnych sekvencii, napriklad gE-génu alebo
heterologneho génu a volitelne je pripojeny k Casti gE-
génu, ktord koduje signdlny peptid.

12. Mutant BHV-1 podl'a ndroku 10, ktory ma okrem
delécie v gE-géne deléciu v tymidinkindzovom géne, delé-
ciu v gl-géne alebo v obidvoch, pri¢om heterolégny gén je
vloZeny do miesta aspoii jednej z tychto delécii.

13. Mutant BHV-1 podl'a naroku 10, ktory mé4 okrem
delécie v gE-géne deléciu v tymidinkindzovom géne, delé-
ciu v gl-géne alebo v obidvoch, pri¢om heteroldgny gén je
vloZeny do miesta aspoii jednej z tychto delécii s podmien-
kou, Z¢ ak mutant s dvojitou deléciou zahmuje deléciu v
gE-géne a deléciu v tymidinkinazovom géne, heterologny
gén nie je vloZeny do miesta tymidinkindzového génu.

14. Mutant BHV-1 podl'a néroku 10, ktory okrem delé-
cie v gE-géne obsahuje deléciu v tymidinkindzovom géne,
deléciu v gl-géne alebo v obidvoch, priCom heterologny
gén je vloZeny do miesta aspoii jednej z tychto delécii s
podmienkou, ze ak mutant s dvojitou deléciou zahrnuje
deléciu v gE-géne a deléciu v tymidinkindzovom géne, he-
terologny gén nie je bovinny dychaci syncytidlny virusovy
alebo N gén.

15. Mutant BHV-1 podla néroku 10, ktory okrem delé-
cie v gE-géne deléciu v tymidinkindzovom géne, deléciu v
gl-géne alebo v obidvoch, pricom heterologny gén je vio-
Zeny do miesta aspofi jednej z tychto delécii s podmienkou,
Ze ak mutant s dvojitou deléciou zahrnuje deléciu v gE-
-géne a deléciu v tymidinkindzovom géne, si vioZené naj-
menej dva heterologne gény.

16. Mutant BHV-1 podla niektorého z narokov 10 az
15, v ktorom vloZeny gén kéduje imunogénny protein alebo
peptid iného patogénu alebo kdduje cytokin.

17. Prostriedok obsahujuci rekombinantni nukleovi
kyselinu obsahujicu gE-gén BIIV-l, $pecificku &ast’ tohto
gE-génu alebo gE-$pecifickt nukleotidovi sekvenciu, od-
vodent z tohto gE-génu, kde gE je protein, ktory ma pre-
dovietkym v BHV-1 kmeni aminokyselinovi sekvenciu
znazorneni na obrazku 3A.

18. Prostriedok podla naroku 17, ktory obsahuje klo-
novaci alebo expresny vektor, ktory ma vloZent rekombi-
nantni nukleovi kyselinu obsahujicu gE-gén BHV-I, gk-
-Specificka Last’ tohto gE-génu alebo gE-§pecificku nukle-

otidovii sekvenciu odvodent z tohto gE-génu.
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19. Prostriedok obsahujici gE BHV-1, ¥pecifickd &ast
tohto gE, gE-3pecificky peptid odvodeny z tohto gE alebo
komplex glykoproteinov gE a gl BHV-], kde gE je protein,
ktory mé predovietkym BHV-1 kmeni aminokyselinovi
sekvenciu zndzomen na obrizku 3A.

20. Prostriedok obsahujuici protildtku, ktora je ¥pecific-
ki pre gE BHV-1, ¥pecifickii &ast’ tohto gE, ¥pecificky
peptid odvodeny z tohto gE alebo komplex glykoproteinov
gE a gl BHV-L, kde gE je protein, ktory ma predovietkym v
BHV-1 kmeni aminokyselinova sekvenciu znézornend na
obrézku 3A.

21. Prostriedok podFa naroku 20, obsahujici monoklo-
nélnu protilatku, ktord je $pecifickd pre gE BHV-I, $peci-
ficku Cast' tohto gE, 3pecificky peptid odvodeny z tohto gE
alebo komplex glykoproteinov gE a gl BHV-1.

22. Prostriedok podlPa naroku 20, obsahujiici polyklo-
nalnu protilatku, ktora je 3pecificka pre gE BHV-I, ¥peci-
ficka &ast’ tohto gE, 3pecificky peptid odvodeny z tohto gE
alebo komplex glykoproteinov gE a gl BHV-1.

23. Otkovaci prostriedok na ofkovanie zvierat, najma
cicavcov a hlavne hovidzieho dobytka na ochranu proti
BHV-|, obsahujiici 2ivi alebo inaktivnu vakcinu mutantu
BHV-1 podra niektorého z nérokov 1 aZ 16 a vhodny nosi&
alebo adjuvans.

24. Otkovaci prostriedok na o¢kovanie zvierat, najmi
cicavcov a hlavne hovidzieho dobytka na ochranu proti
patogénom, obsahujiici Zivil alebo inaktivnu vakcinu mu-
tantu BHV-1 podFa niektorého z narokov 1 aZ 16, ktory ma
deléciu v gE-géne a obsahuje heterologny gén, ktory bol
vloZeny technikami rekombinantnej DNA a kéduje imuno-
génny protein alebo peptid patogénu, a vhodny nosi& alebo
adjuvans.

25. Diagnostick4 siprava na detekciu nukleovej kyseli-
ny BHV-1 vo vzorke, najmi v biologickej vzorke, ako je
krv alebo krvné sérum, krvné bunky, mlieko, telové tekuti-
ny ako slzy, tekutina z vyplachu plac, nosny sekrét, sper-
mie, osobitne semenn4 tekutina, sliny, sputum alebo tkani-
vo, najmi nervové tkanivo zvierat’a, osobitne cicavca, naj-
mi hovidzieho dobytka, obsahujuca sondu nukleovej ky-
seliny alebo primér s nukleotidovou sekvenciou odvodenou
z gE-génu BHV-|, kde gE je protein, ktory méa predoviet-
kym v kmeni BHV-1, aminokyselinovii sekvenciu znazor-
nenil na obrazku 3A, a detek&né prostriedky vhodné na de-
tekénu skasku na nukleové kyseliny.

26. Diagnosticka stiprava na detekciu protilatok, ktoré
st Specifické pre BHV-1 vo vzorke, najmi v biologickej
vzorke, ako je krv alebo krvné sérum, sliny, sputum, telové
tekutiny ako slzy, tekutina z vyplachu plic, nosny sekrét,
mlieko alebo tkanivo zvierat'a, osobitne cicavea, najmi ho-
védzicho dobytka obsahujica gE BHV-I, $pecificki &ast’
tohto gE, Specificky peptid odvodeny z gE alebo komplex
glykoproteinu gE a gl BHV-, kde gE je protein, ktory pre-
dovietkym v kmeni BHV-1, aminokyselinovli sekvenciu
znazornen\ na obrazku 3A, a detekéné prostriedky vhodné
na detekénu skidku na protilatky.

27. Diagnostické stiprava podl'a naroku 26, ktora dalej
obsahuje jednu alebo viac protilatok, ktoré s Specifické
pre gE BHV-1 alebo komplex glykoproteinov gE a gl
BHV-1.

28. Diagnostické siprava na detekciu protilatok, ktoré
st Specifické pre BHV-1 vo vzorke, najmi v biologickej
vzorke ako je krv alebo krvné sérum, sliny, spitum, telové
tekutiny ako slzy, tekutina z vyplachu pl'ac, nosny sekrét,
mlieko alebo tkanivo zvierat'a, osobitne cicavca, najmi ho-
vidzieho dobytka obsahujuca protilatku, ktora je Specificka
pre g€ BHV-1 alebo komplex glykoproteinov gE a gl
BHV-], kde gE je protein, ktory ma predovietkym v kmeni
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BHV-1, aminokyselinovii sekvenciu znizoment na obraz-
ku 3A, a detekéné prostriedky vhodné na detekéni skasku
na protilatky.

29. Diagnosticka siiprava na detekciu proteinov BHV-1
vo vzorke, najm4 v biologickej vzorke, ako je krv alebo
krvné sérum, krvné bunky, mlicko, telové tekutiny ako sl-
zy, tekutina z vyplachu plic, nosny sekrét, spermie, osobit-
ne semenna tekutina, sliny, spitum alebo tkanivo, najmi
nervové tkanivo zvierat’a, osobitne cicavca, najmi hovi-
dzieho dobytka obsahujiica protilatku, ktord je ¥pecificka
pre gE BHV-1 alebo komplex glykoproteinov gE a gl
BHV-], kde gE je protein, ktory ma predovietkym v kmeni
BHV-1, aminokyselinovi sekvenciu znazornenu na obraz-
ku 3A, a detek&né prostriedky vhodné na detekinu skugku
na proteiny.

30. Sposob stanovenia infekcie zvierat BHV-, najmi
cicavca, osobitne hovéddzicho dobytka zahrnujici vy3etre-
nie vzorky zvierat'a, najm4 biologickej vzorky, akou je krv
alebo krvné sérum, krvné bunky, spermie, najmi semenna
tekutina, sliny, sptum, telové tekutiny ako slzy, tekutina z
vyplachu plic, nosny sekrét, mlieko alebo tkanivo, najmi
nervové tkanivo, na pritomnost’ nukleovych kyselin obsa-
hujiicich gE-gén BHV-1 alebo na pritomnost’ glykoproteinu
BHV-1 alebo komplexu glykoproteinov gt a gl BHV-I, a-
lebo na pritomnost’ protilatok, ktoré s 3pecifické pre gE
BHV-1 alebo komplex glykoproteinov gE a gl BHV-I, kde
gE je protein, ktory ma predovietkym v BHV-1 kmeni ob-
sahuje aminokyselinova sekvenciu znézornenii na obrazku
3A.

31. Sposob stanovenia infekcie zvierat BHV-1, najmi
cicavca, osobitne hovidzieho dobytka zahmujuci vy3etre-
nie vzorky zvierata, najmé biologickej vzorky, akou je krv
alebo krvné sérum, krvné bunky, spermic, najmi scmenné’
tekutina, sliny, spitum, telové tekutiny ako slzy, tekutina z*
vyplachu plic, nosny sekrét, mlieko alebo tkanivo, najmi:
nervové tkanivo, na pritomnost nukleovych kyselin obsa:.
hujicich gE-gén BHV-1 alebo na pritomnost’ glykoproteinu
BHV-1 alebo komplexu glykoproteinov gE a gl BHV-1, a-
lebo na pritomnost’ protilatok, ktoré si Specifické pre gE
BHYV-1 alebo komplex glykoproteinov gE a gl BHV-], kde
gE je protein, ktory ma predovietkym v BHV-1 kmeni, a-
minokyselinovi sekvenciu zndzornenti na obrazku 3A, pri-
Com vySetrované vzorky si vzorky zo zvierat ofkovanych
olkovacim prostriedkom podla néroku 23.
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cvmcsna

CCAGCGC| TECCAGGEEESECTICETCECTCOCEACTCTT TAAGGCOTCCCGCCACCAGCAAGAAGACEGS

<. INVERTOVANA OPAKOVANA SERVENCIA C-vvevevacoammanamecnamannnonns
CIGTATGCTATGCTCCCCCCGGACTATTTTCCGETGCTIGCCCTCETCCAAGCECCICCTGETCARAGTT 3

B(I}

Unikdtna kratka. f opakovans sekvehcia
Néprotivnd hranica opakovanej sekvencie: GGCACCCGTCCCGGA|TGCGAGGGGSGECTIGG

(inverznd sekvencia) * % et
Rekombinovand ohlast: CCCCACAACCAGCGE | TGCCAGCECEEEETTCS
B(IN)
r
Rekombinovand oblagt:  CCGGAGAACCAGCGC]TCCCAGGGCGCGCTIGS
m' * * ¥ w
Oblast divokého typu: mcmc]mmmm i
>

gE zavadzacia sekvencia
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