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Reseni poskytuje vakeinu pro kogky, ktera obsahuje plazmid
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Vakcina pro ko€ky obsahujici nukleové kyseliny kédujici geny viru ko€i¢i leukémie

Oblast technik

Vynalez se tyka vakciny umoziiujici vakcinaci kodek proti virové kocici leukémii. Vynalez se
dale tyka soupravy pro takovou vakcinaci.

Dosavadni stav techniky
V minulosti byly jiZ navrzeny sdruzené vakciny proti riznym viriim kocek.

Sdruzené vakeiny byly dosud uskutediiovany tak, Zze se vychazelo z neaktivnich nebo ze Zivych
vakein a pfipadné ze smési takovych vakein. Jejich pfiprava predstavuje problémy s kompatibili-
tou mezi vakcinami a se stabilitou. Ve skutednosti je tfeba zajistit kompatibilitu mezi riiznymi
slozkami vakein, aby neobsahovala rizné pouZité antigeny a formulace, zejména v pfipad¢, kde
se kombinuji inaktivni vakciny a vakciny zivé. Dale jsou zde problémy a konzervaci takovych
sloZzenych vakcin a také problém jejich neskodnosti, zejména v ptitomnosti adjuvans. Tyto vakci-
ny jsou obecné dosti nakladné.

Pfihlasky vynalezu WO-A-90 11092, WO-A-93 19183, WO-A-94 21797 a WO-A-95 20660
pouzivaji dfive vyvinuté techniky polynukleotidovych vakcin. Je znamo, Ze tyto vakciny uzivaji
plazmidové konstrukty pro expresi antigenu uloZeného v plazmidu v buitkich hostitele. Byly
navrzeny vSechny zplisoby podavani (intraperitoneélni, intravenézni, intramuskulérni, transku-
tanni, intradermalni, mukézni atd.). Mohou byt rovnéz pouzity rizné prostiedky vakcinace, jako
naneseni DNA na povrch Caste¢ek zlata a nastfelovani tak, aby pronikly pokozkou zvifete (Tang
a kol., Nature 356, 152-154, 1992) a injekéni stiikacky na proud kapaliny umoziiujici proniknuti
do pokozky, svalu, tukovych tkani a tkani prsu (Furth a kol., Analytical Biochemistry, 205, 365—
368, 1992).

V polynukleotidovych vakcinach se mohou uzivat holé DNA nebo DNA vazané na liposomy
nebo kationtové lipidy.

Cilem vynalezu bylo vytvofit formulace viceslozkové vakciny umoziujici zajiSténi vakcinace
proti nékterym virovym chorobam kocek.

Dal§im cilem vynalezu je vytvofit takovou formulaci vakciny sdruzujici rizné slozky zachovava-
jici vSechna pozadovana kritéria snaSenlivosti mezi jejimi slozkami a jejich stability.

Dalsim cilem vynalezu je vytvofit formulaci vakciny umoziiujici sdruzit rizné slozky v témze
nosici.

Dalsim cilem vynalezu je vytvorit takovou vakeinu, jejiz vyroba by byla jednoduché a levna.
Dale se vynélez tyka zpiisobu vakcinace kocek, ktery umoziuje vyznamné zvySeni G¢innosti

vakciny a je neskodny.

Podstata vynalezu

Piedlozeny vynalez poskytuje vakcinu uréenou pro kocky, ktera obsahuje plazmid obsahujici
a exprimujici in vivo jednu nebo nékolik nukleovych kyselin kddujicich env a/nebo gag/pol viru
koCi¢i leukémie (FeL.V) a vhodné pomocné latky.
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Vyraz ,,slozka“ pouzity v této pfihlaSce vynalezu znadi alespoti jeden antigen zajiStujici ochranu
proti uritému viru patogenu, pfi¢emz slozka miZe obsahovat jako podslozky jeden nebo nékolik
geni pfirozenych nebo modifikovanych ur¢itého patogenu.

Vyraz ,,gen patogenniho &inidla znadi nejen Gplny gen, nybrz také rizné sekvence nukleotidi
véetné fragmentd se zachovanou schopnosti indukce ochranné odpovédi. Pojem genu obsahuje
sekvence nukleotidli ekvivalentni tém, které jsou pfesné popsany v piikladech, to znamena rizné
sekvence, aviak koédujici stejny protein. Zahrnuje také sekvence nukleotidi jinych kmenid daného
patogenu, zajistujici zkiizenou ochranu nebo specifickou ochranu kmene nebo skupin kmenu.
Zahrnuje jesté sekvence nukleotidl, které byly modifikovany pro usnadnéni exprese in vivo
hostitelskym zvifetem, av§ak kodujici tentyz protein.

Riizné slozky jsou obsazeny ve vakcinaéni formulaci podle vynalezu v terapeuticky G¢inném
mnozstvi.

Vakcina v provedeni podle pfedlozeného vynalezu obsahuje geny env a gag/pro viru leukémie
kodek ve stejném plazmidu nebo v riiznych plazmidech nebo samotny gen env.

Podle dalsiho vyhodného provedeni prediozeného vynalezu formulace vakciny obsahuje oba
geny env a gag/pro v riznych plazmidech nebo v témzZe plazmidu nebo v jediném z téchto gen.

Podle dalsiho vyhodného provedeni piedlozeného vynalezu formulace vakeiny obsahuje 10 ng aZ
1 mg, ptednostné 100 ng az 500 um a s vyhodou 1 pg az 250 pg kazdého plazmidu.

Vynilez dale poskytuje pouZiti jednoho nebo nékolika vyse zminénych plazmidi pro vyrobu vak-
ciny uréené k vakcinaci kogek primarné vakcinovanych prvni vakcinou zvolenou ze skupiny
obsahujici celou Zivou vakcinu, celou inaktivovanou vakcinu, podjednotkovou vakcinu, rekombi-
nantni vakcinu, pfi¢emZ tato prvni vakcina pfedstavuje antigen nebo antigeny kédované plazmi-
dem nebo plazmidy nebo antigeny zajistujici zkfizenou ochranu.

Vynélez dale poskytuje soupravu obsahujici vakcinu pro kocky seskupujici formulace vakciny
zvolenou ze skupiny obsahujici celou Zivou vakcinu, celou inaktivovanou vakcinu, podjednotko-
vou vakcinu, rekombinantni vakcinu, pti¢emz prvni vakcina pfedstavuje antigen kddovany poly-
nukleotidovou vakcinou nebo antigen zajistujici zkifizenou ochranu pro podéavani druhé vakciny
v primarni vakcinaci a pro revakcinaci a formulaci vakciny.

Vynalez se dale tyka vakciny definované vyse doplnéné poznamkou oznamujici, Ze tato formula-
ce je pouZitelnd pro vyvolani prvni vakciny pro ko¢ky zvolenou ze skupiny obsahujici celou
Zivou vakcinu, celou inaktivovanou vakcinu, podjednotkovou vakcinu, rekombinantni vakcinu,
pfiCemz tato prvni vakcina ptedstavuje antigen kédovany polynukleotidovou vakcinou nebo anti-
gen zajistujici zkiiZenou ochranu.

Nasledujici obrazky, sekvence a priklady slouzi k ilustraci a lepSimu pochopeni predlozeného

vynalezu. Jen Cast z nich bezprostiedné doklada predmét, pro ktery je poZadovana patentova
ochrana. Odbornik rozpozna, ze ostatni maji funkci dopliikovou a ilustraéni.

Prehled obrazkl na vykresech

Obr. 1 Plazmid pVR1012

Obr. 2 Plazmid pPB179

Obr. 3 Sekvence genu env FeLV-B
Obr. 4 Plazmid pPB180
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Obr. 5 Sekvence gag/pol viru FeLV-A kmene Glasgow—1
Obr. 6 Plazmid pPB181
Obr. 7 Plazmid pAB009
Obr. 8 Plazmid pAB053
Obr. 9 Plazmid pAB052
Obr. 10 Plazmid pAB056
Obr. 11 Plazmid pAB02S
Obr. 12 Plazmid pAB029
Obr. 13 Plazmid pAB010
Obr. 14 Plazmid pAB030
Obr. 15 Plazmid pAB083
Obr. 16 Plazmid pAB041

Seznam sekvenci SEQ ID &.

SEQID &.1
SEQID &.2
SEQID &3
SEQID &.4
SEQID &.5
SEQ ID &.6
SEQID &.7
SEQID &.8
SEQID &.9
SEQID &.10
SEQID &.11
SEQID &.12
SEQID &.13
SEQID &.14
SEQID &.15
SEQID &.16
SEQID &.17
SEQID &.18
SEQID&.19
SEQ ID &.20
SEQID &.21
SEQID &.22
SEQID &.23
SEQ ID ¢.24

Oligonukleotid PB247
Oligonukleotid PB249
Oligonukleotid PB281
Oligonukleotid PB282
Sekvence genu env viru FeLV-B
Oligonukleotid PB283
Oligonukleotid PB284
Sekvence genu gag/pol viru FeLV-A (Glasgow—1)
Oligonukleotid AB021
Oligonukleotid AB024
Oligonukleotid AB103
Oligonukleotid AB112
Oligonukleotid AB113
Oligonukleotid AB104
Oligonukleotid AB101
Oligonukleotid AB102
Oligonukleotid AB106
Oligonukleotid AB107
Oligonukleotid AB061
Oligonukleotid AB064
Oligonukleotid AB065
Oligonukleotid AB066
Oligonukleotid AB025
Oligonukleotid AB026
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SEQID¢.25  Oligonukleotid AB067
SEQID ¢.26  Oligonukleotid AB070
SEQID¢.27 Oligonukleotid AB154
SEQID ¢.28 Oligonukleotid AB155
SEQID ¢.29 Oligonukleotid ABO11
SEQID ¢.30  Oligonukleotid AB012

Ptiklady provedeni vynalezu

Ptiklad 1: Kultivace viru

Viry se kultivuji na vhodném buné&ném systému az po dosazeni cytopatického efektu. Bunécné
systémy pouzitelné pro urdity virus jsou odbornikim dobfe znamé. Buiky citlivé na pouZity
virus, kultivované v minimalnim esencidlnim médiu podle Eagleho (médium ,MEM®) nebo
v jiném vhodném médiu jsou naoCkovany vySetfovanym virovym kmenem pfi multiplicit€ infek-
ce 1. Infikované buriky jsou potom inkubovany pti 37 °C po dobu nutnou pro objeveni uplného
cytopatického efektu (primérné za 36 hodin).

Priklad 2: Extrakce virové genomové DNA

Po kultivaci jsou supernatanty a lyzované buriky sklizeny a celkova virova suspenze se centrifu-
guji pti 1000 g po dobu 10 minut a pfi teploté +4 °C pro eliminaci bunééného odpadu. Virové
Castice jsou potom sklizeny ultracentrifugaci pti 400 000 g po dobu 1 hodiny a pii teploté +4 °C.
Sediment je resuspendovan v minimalnim objemu pufru (Tris 10 mM, EDTA 1 mM). Tato kon-
centrovana virova suspenze se zpracuje proteindzou K (kone¢nych 100 pg/ml) za ptfitomnosti
dodecylsulfatu sodného (SDS) (0,5 x kone¢nych) po dobu 2 hodin pfi teploté 37 °C. Virovda DNA
se potom extrahuje smési fenolu a chloroformu, potom se vysrazi se 2 objemy absolutniho
ethanolu. Po stani pfes noc pfi 20 °C se DNA centrifuguje pfi 10 000 g po dobu 15 minut pfi
teploté +4 °C. Sediment DNA se ususi, potom se rozpusti v minimalnim objemu ultracisté sterilni
vody. Potom mtize byt DNA §tépena restrikénimi enzymy.

Ptiklad 3: Izolace virové genomové RNA

RNA viry byly vy¢istény technikami dobfe znamymi odbornikiim. Virova genomovd RNA
kazdého viru byla potom izolovana pomoci metody uZivajici ,,guanidiumthiokyanat/fenolchloro-
form* popsané autorem P. Chomczynski a N. Sacchi (Anal. Biochem. 1987, 162, 156—159).

Ptiklad 4: Techniky molekularni biologie

Vsechny konstrukce plazmidi byly realizovany pouZzitim standardnich technik molekularni biolo-
gie popsanych autory Sambrook a kol. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2. vydani.
Cold Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor. New York, 1989). VSechny restrikéni
fragmenty pouzité pro piedlozeny vynalez byly izolovany pouzitim soupravy ,,Geneclean®
(BIO101 Inc. La Jolla, CA).



10

15

20

25

30

35

40

45

CZ 298613 B6

Priklad 5: Technika RT-PCR

Specifické oligonukleotidy (obsahujici na svych koncich restrikéni mista pro usnadnéni klonova-
ni namnoZzenych fragmentil) byly syntetizovany tak, ze uplné pokryvaji kédujici oblasti gend,
které maji byt amplifikovany (viz specifické ptiklady). Reakce reverzniho piepisu (RT) a ampli-
fikace v fetézové polymerazové reakci (PCR) byly provedeny standardni technikou (Sambrook J.
a kol. 1989). Kazda reakce RT-PCR byla provedena s dvojici specifickych amplimert, pfi¢emz
jako matrice byla pouZita extrahovana virova genomova RNA. Amplifikovand komplementarni
DNA byla extrahovana smési fenolu, chloroformu a isoamylalkoholu (25:24:1) nez byla roz-
$té€pena restrikénimi enzymy.

Priklad 6: Plazmid pVR1012

Plazmid pVR1012 (obr. 1) byl ziskan od spole¢nosti Vical Inc. San Diego, CA, USA. Jeho
konstrukci popsali autofi J. Hartikka a kol. (Human Gene Therapy, 1996,7, 1205-1217).

Ptiklad 7: Konstrukce plazmidu pPB179 (gen ENV viru FeLV-A)

Reakce RT-PCR technikou podle pfikladu 5 byla provedena s genomovou RNA viru leukémie
kotek (FeLV-A) (kmen Glasgow—1) (N. Stewart a kol. J. Virol, 1986, 58, 825-834), pfipravenou
technikou podle ptikladu 3 a s t€mito oligonukleotidy:

PB247 (29 mer) (SEQ ID ¢&. 1)
5'TTTGTCGACCATGGAAAGTCCAACGCACC 3
PB249 (28 mer) (SEQ ID ¢&. 2)
5'TTTGGATCCTCATGGTCGGTCCGGATCG 3!

pro amplifikaci fragmentu 1943 bp obsahujiciho gen kddujici glykoprotein env viru FeLV-A
(kmen Glasgow—1) ve formé fragmentu Sall-BamHI. Po vy¢i§téni byl produkt RT-PCR rozsté-
pen Sall a BamHI pro izolaci fragmentu Sall-BamHI o velikosti 1935 bp. Fragment byl ligovan
do vektoru pVR1012 (piiklad 6) pfedtim rozstépeného Sall a BamHI, ¢imz byl ziskan plazmid
pPB179 (6804 bp) (obr. 2).

Ptiklad 8: Konstrukce plazmidu pPB180 (gen ENV viru FeLV-B)

Reakce RT—PCR technikou podle ptikladu 5 byla provedena a genomovou RNA viru leukémie
kocek (podtyp FeLV-B), ptfipravenou technikou podle pfikladu 3 a s témito oligonukleotidy:

PB281 (29 mer) (SEQ ID ¢. 3}
5'TTTGTCGACATGGAAGGTCCAACGCAOQO 3!
PB282 (32 mer) (SEQ ID &. 4)
5'TTGGATCCTCATGGTCGGTCCGGATCATATTG 3
pro amplifikaci fragmentu 2005 bp obsahujiciho gen kddujici glykoprotein env viru FeLV-B
(obr.3 a SEQ ID¢. 5) ve formé fragmentu Sall a BamHI pro ziskani fragmentu Sall-BamHI

o velikosti 1995 bp. Tento fragment byl ligovan do vektoru pVR1012 (ptiklad 6), predtim rozsté-
peného Sall a BamHI, ¢imz byl ziskan plazmid pPB180 (6863 bp) (obr. 4).
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Priklad 9: Konstrukce plazmidu pPB181 (gen FeLV gag/pol)

Reakce RT-PCR technikou podle piikladu 5 byla provedena a genomovou RNA viru leukémie
kogek (podtyp FeLV-A) (kmen Glasgow-1), pfipravenou technikou podle piikladu 3 a s t€mito
oligonukleotidy:

PB283 (33 mer) (SEQ ID &. 6)

5" TTGTCGACATGTCTGGAGCCTCTAGTGGGACAG 3!

PB284 (40 mer) (SEQ ID ¢. 7)
5'TTGGATCCTTATTTAARTTACTGCAGTTCCRAGGAACTCTC 3

pro amplifikaci fragmentu 3049 bp obsahujiciho sekvenci kddujici protein gag a €ast 5’ sekvence
kédujici protein pol viru FeLV-A (kmen Glasgow—1) (obr. 5 a SEQ ID &. 8) ve form¢ fragmentu
Sall-BamHI. Po vy¢iténi byl produkt RT-PCR rozitépen Sall a BamHI pro ziskani fragmentu
Sall-BamHI 3039 bp. Fragment byl ligovan do vektoru pVR1012 (pfiklad 6) predtim rozsté-
peného Sall a BamHI, ¢imz byl ziskan plazmid pPB181 (7908 bp) (obr. 6).

Ptiklad 10: Konstrukce plazmidu pAB009 (gen FPV VP2)

Reakce PCR byla provedena s genomovou DNA viru panleukopenie kocek (kmen 193) (J. Nar-
tyn a kol. J. Gen. Virol. 1990, 71,2747-2752), pfipravenou technikou podle ptikladu 2 a s t€mito
oligonukleotidy:

AB021 (34 mer) (SEQ ID ¢&. 9)
5'TGCTCTAGAGCAATGAGTGATGGAGCAGTTCAAC 3
ABO24 (33 mer) (SEQ ID &. 10)
5'CGCGGATCCATTAATATAATTTTCTAGGTGCTA 3"

pro amplifikaci fragmentu 1776 bp obsahujiciho gen kddujici protein kapsidu VP2 FPV. Po vy-
¢isténi byl produkt PCR rozstépen Xbal a BamHI pro ziskani fragmentu Xbal-BamHI o velikosti
1764 bp. Tento fragment byl ligovan do vektoru pVR1012 (piiklad 6), pfedtim rozstépeného
Xbal a BamHI, ¢imz byl ziskan plazmid pAB009 (6664 bp) (obr. 7).

Ptiklad 11: Konstrukce plazmidu pAB053 (gen FIPV S)

Reakce RT-PCR byla provedena technikou podle piikladu 5 a s genomovou RNA viru peri-
tonické infekce kocek (PIF) (kmen 79-1146) (R. de Groot a kol. J. Gen. Virol. 1987, 68, 2639—
2646), pripravenou technikou podle ptikladu 3 a s t8mito oligonukleotidy:
AB103 (38 mer) (SEQ ID &. 11)
5'ATAAGAATGCGGCCGCATGATTGTGCTCGTAACTTGCC 3!
AB112 (25 mer) (SEQ ID &. 12)
5'CGTACATGTGGAATTCCACTGGTTG 3'

po amplifikaci sekvence ¢asti 5 genu kodujiciho glykoprotein S viru ve formé fragmentu Notl-
EcoRI. Po vy¢isténi byl produkt RT-PCR 492 bp roz§tépen Notl a EcoRI pro uvolnéni fragmentu
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NotI-EcoRI o velikosti 467 bp (fragment A). Plazmid pJCA089 (ptihlaska vynalezu PCT/FR95/-
101128) byl rozstépen EcoRI a Spel pro uvoln&ni fragmentu 3378 bp obsahujiciho stfedni ast
genu kédujiciho modifikovany glykoprotein S viru PIF (fragment B).

Reakce RT-PCR byla provedena technikou podle pfikladu 5 a s genomovou RNA viru PIF
(kmen 79-1146), ptipravenou technikou podle ptikladu 3 a s témito oligonukleotidy:
AB113 (25 mer) (SEQ ID &. 13)
5'AGAGTTGCAACTAGTTCTGATTTTG 3'
AB104 (37 mer) (SEQ ID &. 14)
5'ATAAGAATGCGGCCGCTTAGTGGACATGCACTTTTTC 3'
pro amplifikaci sekvence &asti 3’ genu kodujiciho glykoprotein S viru PIF ve form¢ fragmentu
Spel-Notl. Po vy&isténi byl produkt RT-PCR o velikosti 543 bp rozstépen Spel a Notl pro uvol-
néni fragmentu Spel-Notl o velikosti 519 bp (fragment C). Fragmenty A, B a C byly potom spo-
le¢né ligovany vektorem pVR1012 (ptiklad 6), predtim rozstépeného Notl pro ziskani plazmidu

pAB053 (9282 bp), ktery obsahuje gen S modifikovany v dobré orientaci vzhledem k promotoru
(obr. 8).

Piiklad 12: Konstrukce plazmidu pAB052 (gen FIPV M)

Reakce RT-PCR byla provedena technikou podle pifikladu 5 a s genomovou RNA viru
peritonealni infekce kocek (PIF) (kmen 79-1146) (H. Venneme a kol. Virology, 1191, 181, 327-
335), ptipravenou technikou podle piikladu 3 a s t€mito oligonukleotidy:

AB101 (37 mer) (SEQ ID &. 15)
5'ACGCGTCGACCCACCATGAAGTACATTTTGCTAATAC 3'
AB102 (36 mer) (SEQ ID &. 16)
5'CGCGGATCCTTACACCATATGTAATAATTTTTCATG 3'

pro piesnou izolaci genu kédujiciho glykoprotein N viru PIF ve formé fragmentu Sall-BamHI.
Po vy¢isténi byl produkt RT-PCR o velikosti 812 bp rozitépen Sall a BamHI pro uvolnéni frag-
mentu Sall-BamHI o velikosti 399 bp. Tento fragment byl potom ligovan do vektoru pVR1012
(ptiklad 6), pfedtim rozstépeného Sall a BamHI pro ziskani plazmidu pAB052 (5668 bp) (obr. 9).

Ptiklad 13: Konstrukce plazmidu pABO056 (gen FIPV N)

Reakce RT-PCR byla provedena technikou podle pfikladu 5 a s genomovou RNA viru perito-
nealni infekce kocek (PIF) (kmen 79-1146) (Vennema a kol. Virology, 181, 323-335), pfiprave-
nou technikou podle ptikiadu 3 a s témito oligonukleotidy:

ABl106 (35 mer) (SEQ ID ¢&. 17)
5' ACGCGTCGACGCCATGGCCACACAGGGACAACGCG 3!
AB107 (36 mer) (SEQ ID C. 18)
5'CGCGGATCCTTAGTTCGTARCCTCATCAATCATCTC 3
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pro piesnou izolaci genu kodujiciho protein N viru PIF ve formé fragmentu Sall-BamHI. Po vy-
&isténi byl produkt RT-PCR o velikosti 1156 bp rozstépen Sall a BamHI pro uvolnéni fragmentu
Sall-BamHI o velikosti 799 byl potom ligovan do vektoru pVR1012 (pfiklad 6), pfedtim rozste-
peného Sall a BamHI, &imz byl ziskan plazmid pAB056 (6011 bp) (obr. 10).

Piiklad 14: Konstrukce plazmidu pAB028 (gen FHV gB)

Reakce PCR byla provedena sgenomovou DNA herpesviru koéek (FHV-1) (kmen C27)
(S. Spetz a kol. Virology, 1993, 197, 125-136), pfipravenou technikou podle ptikladu 2 a s t€mi-
to oligonukleotidy:

AB061 (36 mer) (SEQ ID &. 19)

5' AAAACTGCAGAATCATGTCCACTCGTGGCGATCTTG 3!
AB064 (40 mer) (SEQ ID &. 20)
5'ATAAGAATGCGGCCGCTTAGACAAGATTTGTTTCAGTATC 3'

pro amplifikaci fragmentu 2856 bp obsahujiciho gen kédujici glykoprotein gB viru FHV-1 ve
formé& fragmentu Pstl-Notl. Po vy¢isténi byl produkt PCR rozstépen Pstl a Notl pro ziskani frag-
mentu Pstl-Notl o velikosti 2823 bp. Tento fragment byl ligovan do vektoru pVR1012 (pfi-
klad 6), pfedtim roz3t&peného Pstl a Notl, ¢imZ byl ziskan plazmidu pAB028 (7720 bp) (obr. 11).

Ptiklad 15: Konstrukce plazmidu pAB029 (gen FHV gD)

Reakce PCR byla provedena s genomovou DNA herpesviru kotek (FHV-1) (kmen C-27)
(S. Spatz a kol. J. Gen. Virol. 1994, 75, 1235-1244), ptipravenou technikou podle ptikladu 2
a s témito oligonukleotidy:

AB0O65 (36 mer) (SEQ ID &. 21)

5 AAAACTGCAGCCAAGATGACACGTCTACATTTIT 3°
AB0O66 (33 mer) (SEQ ID ¢&. 22)
5'GGAAGATCTTTAAGGATGGTGAGTTGTATGTAT 3'

pro amplifikaci genu kédujiciho glykoprotein gD viru FHV-1 ve formé€ fragmentu PstI-BglII.
Po vy&isténi byl produkt PCR 1147 rozitépen Pstl a Bglll pro izolaci fragmentu Pstl-Bglll
o velikosti 1129 bp. Fragment byl potom ligovan do vektoru pVR1012 (ptiklad 6), predtim roz-
§té€peného Pstl a Bglll, ¢imz byl ziskan plazmid pAB029 (5982 bp) (obr. 12).

Ptiklad 16: Konstrukce plazmidu pAB010 (gen FCV C)

Reakce RT-PCR byla provedena technikou podle pfikladu 5 a s genomovou RNA kaliciviru
kocek (FCV) (kmen F9) (M. Carter a kol. Virology, 1192, 190, 443-448), ptipravenou technikou
podle prikladu 3 a s témito oligonukleotidy:
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AB025 (33 mer) SEQ ID &. 23)

5' ACGCGTCGACGCATGTGCTCAACCTGCGCTAAC 3'
AB026 (31 mer) (SEQ ID C. 24)
5'CGCGGATCCTCATAACTTAGTCATGGGACTC 3

pro izolaci genu kédujictho kapsidovy protein viru FCV ve formé fragmentu Sall-BamHI.
Po vy¢isténi byl produkt RT-PCR 2042 bp rozstépen Sall a BamHI pro izolaci fragmentu Sall-
BamHI o velikosti 2029 bp. Fragment byl ligovan do vektoru pVR1012 (pfiklad 6), pfedtim roz-
$tépeného Sall a BamH]I, &imz byl ziskan plazmid pAB010 (6892 bp) (obr. 13).

Priklad 17: Konstrukce plazmidu pAB030 (gen FIV env)

Reakce RT-PCR byla provedena technikou podle ptikladu 5 a s genomovou RNA viru imuno-
deficience kocek (FIV) (kmen Petaluma) (R. Olmsted a kol. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1989,
86, 8088-8096), pripravenou technikou podle ptikladu 3 a s témito oligonukleotidy:
ABO67 (36 mer) (SEQ ID ¢. 25)
5'AAAACTGCAGAAGGAATGGCAGAAGGATTTGCAGCC 3!
ABQ70 (36 mer) (SEQ ID &. 26)
5*CGCGGATCCTCATTCCTCCCTTTTTCAGACATGCC 3!

pro amplifikaci fragmentu 2592 bp obsahujiciho gen kodujici glykoprotein env viru FIV (kmen
Petaluma) ve formé fragmentu Pstl-BamHI. Po vyc¢i§téni byl produkt RT-PCR rozstépen Pstl
a BamHI pro ziskani fragmentu Pstl-BamHI 2575 bp. Tento fragment byl ligovan do vektoru
pV1012 (piiklad 6) predtim rozstépeného Pstl a BamHI, ¢imz byl ziskan plazmid pAB030 (7436)
(obr. 14).

Pfiklad 18: Konstrukce plazmidu pAB083 (gen FIV gag/pro)

Reakce RT-PCR byla provedena technikou podle prikladu 5 a s genomovou RNA viru imuno-
deficience ko¢ek (FIV) (kmen Petaluma) (R. Olmsted a kol. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1989,
86, 80888-8096), pfipravenou technikou podle ptikladu 3 a s témito oligonukleotidy:

AB154 (32 mer) (SEQ ID &. 27)
5'ACGCGTCGACATGGGGAATGGACAGGGGCGAG 3!
AB155 (33 mer) (SEQ ID &. 28)
5'TGAAGATCTTCACTCATCCCCTTCAGGAAGAGC 3'

pro amplifikaci fragmentu 4638 bp obsahujiciho gen kodujici proteiny Gag a Pro viru FIV (kmen
Petaluma) ve formé fragmentu Sall-Bglll. Po vy¢isténi byl produkt RT-PCR rozitépen Sall
a Bglll pro ziskani fragmentu Sall-BgllI o velikosti 4622 bp. Tento fragment byl ligovan do vek-
toru pVR1012 (pfiklad 6), pfedtim rozstépeného Sall a Bglll, ¢imz byl ziskan plazmid pAB083
(7436 bp) (obr. 15).
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Priklad 19: Konstrukce plazmidu pAB041 (gen G viru vztekliny)

Reakce RT-PCR byla provedena technikou podle ptikladu 5 a s genomovou RNA viru vztekliny
(kmen ERA) (A. Anilionia a kol. Nature. 1981, 294, 275-278), ptipravenou technikou podle pfi-
kladu 3 a s témito oligonukleotidy:

ABO11l (33 mer) (SEQ ID ¢&. 29)
5'AAAACTGCAGAGATGGTTCCTCAGGCTCTCCTG 3°
ABO12 (34 mer) (SEQ ID &. 30)
5'AAAACTGCAGAGATGGTTCCTCAGGCTCTCCTG 3!

pro amplifikaci fragmentu 1589 bp obsahujiciho gen kédujici glykoprotein G viru vztekliny.
Po vy¢isténi byl produkt RT-PCR roz§tépen Pstl a BamHI pro ziskani fragmentu Pstl-BamHI
o velikosti 1578 bp. Tento fragment byl ligovan do vektoru pVR1012 (piiklad 6), predtim rozste-
peného Pstl a BamHI, ¢imz byl ziskan plazmid pAB041 (6437 bp) (obr. 16).

Piiklad 20: Ptiprava a ¢isténi plazmidi

Pro pfipravu plazmidi uréenych pro vakcinaci zvitat je mozZno pouzit vSechny techniky umoziiu-
jici ziskat suspenzi plazmidd vy¢isténych prevazné ve formé nadsroubovic. Tyto techniky jsou
odbornikiim dobfe znamé. Lze uvést zejména techniku alkalické lyze nasledovanou dvéma po
sobé& jdoucimi ultracentrifugacemi na gradientu chloridu cesného za ptitomnosti etidiumbromidu,
jak popisuje napf. J. Sambrook a kol. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2. vydani. Cold
Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor. New York, 1989). Rovnéz je mozno odkazat na
PCT ptihlasky vynalezu WO 95/21250 a WO 96/02658, které popisuji zpuisob prumyslové vyro-
by plazmidi pouzitelnych pro vakcinaci. Pro potfebu vyroby vakcin (viz pfiklad 17), se vycisténé
plazmidy resuspenduji tak, aby se ziskal roztok s vysokou koncentraci (>2 mg/ml) zpiisobily ke
skladovani. Pro tento thel se plazmidy resuspenduji bud’ v ultradisté vodé, nebo v pufru TE
(Tris—HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0).

Priklad 21: Primyslova vyroba sdruzenych vakcin

Riizné plazmidy nutné pro primyslovou vyrobu sdruzené vakciny se smichaji pii pouziti jejich
koncentrovanych roztoku (ptiklad 16). Smési jsou vytvoreny takovym zpiisobem, aby kone¢na
koncentrace kazdého plazmidu odpovidala u¢inné davce kazdého plazmidu. Roztoky pouzitelné
pro nastaveni kone¢né koncentrace vakciny mohou byt bud’ roztok 0,9% NaCl, nebo pufr PBS.
Zvlastni formulace, jako liposomy a kationtové lipidy, mohou byt také pouZity pro vyrobu vak-
cin.

Priklad 22: Vakcinace kodek

Kocky se vakcinuji davkami 10 pg, 50 pg nebo 250 ug pro jeden plazmid. Injekce se podavaji
intramuskularnim zpGsobem. V téchto ptipadech se davky vakciny podavaji v objemu 1 ml.
Injekce také mohou byt podavany intradermalnim zpisobem. V takovém ptipadé se davky vakci-
ny podavaji v celkovém objemu 1 ml podavaném v 10 dil¢ich davkach po 0,1 ml nebo ve 20 dav-
kach po 0,05 ml. Intradermalni podavani jsou provadéna po vyholeni kiize (ze strany hrudniku)
nebo na nékteré pomeérne holé anatomické oblasti, napfiklad vnitini strana stehna.

Je také moZné pouzit injekeni piistroj pro proud kapaliny (bez jehly) pro intradermalni injekce.

-10 -
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PATENTOVE NAROKY

1. Vakcina pro koky, vyznaéujici se tim, Ze obsahuje plazmid obsahujici a expri-
mujici in vivo jednu nebo n&kolik nukleovych kyselin kodujicich env a/nebo gag/pol viru ko€ici
leukémie a vhodné pomocné latky.

2. Vakcina podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze plazmid obsahuje a exprimuje
in vivo nukleovou kyselinu kédujici env.

3. Vakcina podle néroku 1, vyznaéujici se tim, Ze plazmid obsahuje a exprimuje
in vivo nukleovou kyselinu kodujici env a gag/pol.

4. Vakcina podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze plazmid obsahuje a exprimuje
in vivo nukleovou kyselinu kodujicich env, pficemz vakcina obsahuje jesté dalsi plazmid obsahu-
jici a exprimujici in vivo nukleovou kyselinu kodujici gag/pol.

5. Vakcina podle kteréhokoliv z ndroki 1 az 4, vyznadujici se tim, Ze plazmid
obsahuje promotor vybrany ze skupiny sestavajici z: promotoru CMV-IE, ¢asného SV40 promo-
toru, pozdniho SV40 promotoru, LTR promotoru viru Rousova sarkomu a promotoru genu cyto-
skeletu.

6. Vakcina podle naroku 5, vyznacujici se tim, Ze plazmid obsahuje promotor
CMV-IE.

7. Vakcina podle naroku 5, vyznacujici se tim, Ze promotor genu cytoskeletu je
promotor desminu nebo promotor aktinu.

8. Vakcina podle kteréhokoliv z narokli 1 az 7, vyznaéujici se tim, Ze obsahuje
10 ng aZz 1 mg, vyhodné 100 ng az 500 pg a vyhodnéji 1 pg az 250 pg kazdého plazmidu.

9. Poutziti jednoho nebo vice plazmidi, které jsou popsany v kterémkoliv z naroki 1 az 7, pro
vyrobu vakciny uréené pro o€kovani kocky nejdiive ockované pomoci prvni vakciny vybrané ze
skupiny sestavajici z Zivé Gplné vakciny, inaktivované uplné vakciny, podjednotkové vakciny
a rekombinantni vakciny, pfi¢emz prvni vakcina ma antigen ¢i antigeny kédované plazmidem &i
plazmidy nebo antigen &i antigeny poskytujici zkiizenou ochranu.

10. Ockovaci souprava pro kocky, vyznacujici se tim, Ze obsahuje spoleéné vakcinu
obsahujici plazmid podle kteréhokoliv z narokd 1 aZ 8 a dal§i vakcinu pro ko¢ky vybranou ze
skupiny sestavajici z zivé Uplné vakciny, inaktivované aplné vakciny, podjednotkové vakciny
a rekombinantni vakciny, pfi¢emz dalsi vakcina ma antigen kédovany vakcinou obsahujici plaz-
mid nebo antigen poskytujici zkfizenou ochranu, a pti¢emz dalsi vakcina je uréena pro podani
jako prvni davka a vakcina obsahujici plazmid jako posilovaci davka.

11. Pouziti jednoho nebo vice plazmidd, které jsou popsany v kterémkoliv z narokd 1 az 7, pro
vyrobu vakciny uréené pro ockovani kocky v kombinaci s inaktivovanou aplnou vakcinou, Zivou

uplnou vakcinou, rekombinantni vakcinou nebo podjednotkovou vakcinou proti jiné nemoci
kocek.

19 vykresu
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1 ATSSAAGGTCCAACGCACCCAARACCCTCTAAAGATAAGACTTICTCSTCOGACCTAATCATT
LPHetClyuGlyProthzHisProlysProSerlysaspLysThocPheSesTrpAspleukatiia

s

84 CTIITOCCICTCTTACTAAGACTCCACGTCGGAATGGCCAATCCTAGTCCGCACCAAATATAT
227 LeuValGlyVallaubauArgLauAspValolyesAlaranfroSecprotilstinlletyr

127 AATGTAACTTGGACAATAACCAACCTTGTAACTGGAACAAAGGCTAATGCCACCTCCATGTTS
417 asnValThRzTEpThellaTheAsnleuValThralythzlysAlaisallathrSarHetLey

190 GCAACCCTGACAGACGCCTTCCCTACCATGTATTTTCGACTTATGTCGATATAATAGCAAATACA
647 GlyTthrbeuThrAspAlaPheProThrMetTyrPheAspleuCysispllelleGlyAasnthr

25) TGGAACCCTTCAGATCAAGAACCATTCCCAGGGTATGOATGTCATCAGCCTATGAGCGAGCTCG
85” TEpASnPTOSATASPCIAGLUProPheProGlyTYrOlyCysAspGinProNetArgArg T

316 CGACAGAGAAACACACCCTTTTATCTCTGTCCAGGACATGCCAACCGCAAGCAATGTGGRGSG
06> ArgoLaAZgASATREREOPheTYrVALCYsProGlyRisAladsnArgLyeClinCysdlydly

379 CCACAGGATGGGTTCTGCGCTGTATGGGGTTGCGAGACCACCGGGOAAACCTATTGGAGACCS
127" ProCinAspGly PhaCysAlavalTrpGlyCysdluthr2herSlyGluthe Ty PEDATE R G

442 ACCTCCTCATGGGACTACATCACAGTAAAAAAGGGCTTACTCAGGGAATATATCAATGTAGT
1487 ThrSer2earTrpAspTyxIlaTheVallyalysOlyValthrdindlytlaTyralacysdex

505 GOAGGTGGTITGETGICGGCCCTCTTACCGATAMGCTGTTCACTCCTCGACAACGCCAGCTAGT
1697 GlyolyClyTrpCysOlyProCysTyEAspLyaAlavalRisSarsesThePhrGlyAlaSer

568 GAAGGCGGCCGGTGCAACCCCTTCATCTTCCAATTTACCCAAMAGGGAAGACAAACATCTTGG
1902 GIuClyGlyAzgCysAsnProLeulletaudinPheirdinhysGlyArgdlintherSerTep

631 GATCCACCTAAGTCATGCGGGCTACCACTATACCGTTCAGGATATGACCCTATAGCCCTGTTC
211P ASpAlyPrOLYS3eTTEDGLlYLAUATgLARTYTARGSerGLYPYTANPRECIleAlaLlsudne

694 TCGGTATCCCGGCAAGTAATGACCATTACGCCGLCTCAGGCCATGGGACCARATCTAGTCCTS
212P SazValSerAraoinvalNet PRrIleThzPrevroGlailadatGlyPzoAsaleuvallay

757 CCTCATCAAAAACCCCCATCCAGGCAATCTCAAATAGAGTCCCCAGTAACACCTCACCATTICC
253 ProAspGLlnLysProRzoSerArgGlasertlnlladlulezATgVealThrProRisHisdar:

820 CAAGGCAACGGAGGCACCCCAGGTGTAACTCITGITAATGCCTCCATTGCCCCTCTACGTACC
274FGAnClyAsndlyGlyThrPraalyValThrteuvalisnilagsertleilaProLauArgThe

883 CCTGTCACCCCCGCAAGTCCCAMACGTATAGGGACCGGAAATAGGTTAATAAATTTAGTGCAA
295 ProvayMrProAlafecPraLysArglledlyThedlyAsnAzglheullsAsakeuvalaln

946 GGGACATACCTAGCCTTAAATGCCACCGACCCCAACAAARCTAAAGACTGTTGGCTCTGCCTG
6P GlytThetyrlhauAlakeuASnALATRZASPITOASALY S TRRLYSASDCY S TrpLaulystau

1599 GTTTCTCGACCACCTTATTACGAAGGGATTGCAATCTTAGGTAACTACACCAACCAAACAAAL
1372 valSerArgProProTyrTyrGluGlyIleAlallshauGiyAsnTyrderAsnGluThzAen

10N CCCTCCCCATCCTGCCTATCTACTCCGCMCATMGCTAACTATATCTGAGGTGTCmcM
J53) proserProderCysleuSerThrProdlakislyslheuThrIlageroluvalsatclyoia

1135 GGACTGTGCATAGGGACTGTTCCTAAGACCCACCAGGCTTTGTGCAATAAGACACAACAGCGA
3792 GlyLeucCysI1aGlyThrValProbysThriisGlnAl alauCysAsnLysTheG1nGlagly

1198 CATACAGGGGCTCACTATCTAGCCGCCCCCAATGGCACCTATTGCGCCTGTAACACTGSACTC
100> HiaTheOlyALaKinTy :!.ou.\la.;l:?:omnclv‘m:’:yr‘r:;almy;ﬁnnrh:cly Leau

Obr. 3
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1261 ACCCCATGCATTTCCATGGCAGTGL TCAATTGGACCTCTGAT TITTCTGTCTTAATCGAATTA
421 thrProCyalleSerdecadlavall SUARRTEpThrSerAspPhalyaVallieullesClulban

1324 TGCGCCCAGAGTGACCTACCATCAACCCGAATACATTTACACACATTTCGACAAAGCTGTCAGS
442> TrpProArgVal ThrtyrHiaGloProdlutyrIleTysTheRisFheAdsplysalavValAry

1387 TTCCGAAGAGAACCAATATCACTAACCGITCCCCTTATAATGGGAGGACTCACTCTAGGGGCC
4637 PheArgArgGluProlleSerLeuThrValalabeullatatGlyGlyLeuThzValalyGly

1450 ATAGCCOCGGCGCTCCGAACAGCGACTAMGECCTCCTTGAAACAGCCCAGTTCAGACAACTA
4847 IlaAlaAladlyValdlyThzOlyThrlysAlalauleuGluThrAlaGinfherzgClaLeu

1513 CAAATGGCTATGCACGCAGACATCCAGGCCCTAGAAGAGTCAATTAGTGCCTTAGAAMAATCC
50SP GlaMecAlaMetHisALaAspIieGloAlaleudludluslarlledorilateudiubyasar

1576 CTGACCTCCCTCTCCCAGGTAGTCTTACAMAATAGACGGGGCCTAGATATTCTGTTCTTACAA.
526 LeuThrSerLeulSerGluvalvalleullnAsnAZgAsgllyLeuAsplleleuphabeudln

1§39 AAGGGAGGGCTCTGTGCCGCCTTAAAGGAAGAATGCTGCTTCTATGCAGATCACACCGGACTC
§47P LysGlyGlyLeuCysAlaAlaleuLysdindluCysCyaPhaTysAlarspiisthrdiyLen

1702 GTCAGAGACAATATGGCTAAATTAAGAGANAGACTGAMACAGCGACAACAACTGTTTGACTCC
S6BP VAlArgAspAsnMetAlabysheudrgGlulrgleulysGinArgGliadinLeuiasispier

1765 CAACAGGGATGGTTTCAAGGATGGTTCAACAAGTCCCCCTGGTTTACAACCCTAATTTCCTCC
S89) 6100 1laGly PrpPheGluGlyTrpRheASnLY 34 ProtZpPRaThETRZLauIlaSearSer

1828 ATTATAGGCCCCTTACTAATCCTACTCCTAATTCTCCTCITCGGCCCATGCATCCTTAACCGA
§10P t1elleGlyProbheubeullebouliaubeulloleuleulhadly?ProCyslilelasuAsnirzg

1891 TTAGTGCAATTCGTAAAAGACAGAATATCTGTGGTACAAGCCTTAATTTTAACCCAACAGTAC
631P LeuvalGlinPhaVallysAspArgIlaservalvaloinAlateullsleuthcaladlnrys

1954 CAACAGATACAGCAATATCATCCGGACCGACCATGA
£§529GlnointleGlaGintyTASDRToASDARGRER s

Obr. 3 - pokrac¢ovani
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t ATGTCTGGAGCCTCTAGTGGGACAGCCATTGGSGCTCATCTGTTTGCGGTCTCACCTGAATAC
PMecSesGlyAlasSerSerGlyThrAlalisGiyAlaklaleuPheGlyValSesProglutyy

-~ o,

54 A3IOTOTTGATCCGAGACCAGGGAGCCSGACLCTCAAGCTCTCTTTCTGAGGTTTCATTTTCG
2P ATgVallaullsGlyAsp3luGlyAladlyProseracgdasrbouserGluvalseartheasSer

127 GTTTGGTACCAAAGACGCGCGGCACGTCTTGTCATTTTITGTCTGGTTGCGTCTITTCTTGTC
430 valtrpTyrGlaArgAsygAlallaizglaeValllePhaCysbauvalAlaserpholouval

19 CCTTCTCTAACCTTTTTAATTGCAGAAACCGTCATGGCCCAAACTATAACTACCCCCTTAAGT
§4” proCysLauThRPhalLsullsAlaclutherValdetGlySinThrIlethrThrProliausSer

251 CTCACCCTTGATCACTGGTCTGAAGTCCGGGCACGAGCCCATAATCAAGGTGTCGAGCTCCOG
33’ LeuThrLeuAspKisTrpSerdluValizgAlaazgilakisAanclinGlyValdluvalary

115 AMAAAGAAATGGATTACCTTATCTCGAGGCCGAATGCCGTCATGATCAATCTGCCLTCCCCCCCA
12567 LyaslyslyaTrpIleThrhaulyaGludladiulrpValletHetAsnValolyTopToAry

179 GAAGGAACTITTTCTCTTGATAGCATTTCCCAGGTTCAMMAGAAGATCTTCGLCCCGGGACCA
1277 GludlyrhrPheSerLeulspSerilesazginvValGluLyslysllebhsAlapzodly2re

442 TATGGACACCCCGACCAAGTTCCTTACATTACTACATGGAGATCCTTAGCCACAGACCCCCCT
148 TyzGlyHiaProAepQlavalPeo?yrllaTRETARTEDALYS S LOUALATATASDPTO RO

S55 TCGTCGGTTCGTCCGTTCCTACCCCCTCCCARACCTCCCACACCCCTCCCTCAACCTCTTTCG
189 SacTepValArgProPhelaulrodrolrolysbrolroTheProLeufroginRrolausser

568 CCGLCAGCCCTCCCGCCCCTCTTACCTCTTCCCTCTACCCCSTTCTCCCCAAGCCAGACTCCCCC
1507 proGinfProSerAlaProleuThrSersesleultysProvallaulrolysProdspirolre

81 AAACCGCCTGTGTTACCGCCTGATCCTTCTTCCCCTTTAATTGATCTCTTAACAGAAGAGCCA
211 LyaProproValleyPradPradspProserser?roteullaispleulayTnraludlubro

894 CCTCCCTATCCGGGGOGTCACGAGCCACCGCCATCAGRTCCTAGGACCCCAACCGCTTLCCCG
2)2Y ProfroTyrfraGlyGlyHisGlyProProbrosardlyProAzgthr?rotheAlaser?zo

757 ATTGCAAGCCGGCTAAGGGAACGACGAGAARACCCTGCTCAAGAATCGCAAGCCCTCCCCTTG
2517 TlaAlnSerATgLeUuATgGLuATgARYGLuASAPEOAlaGLuGuSerdlnAlaLeulratiau

820 AGGGAAGGCCCCAACAACCGACCCCAGTATTGGCCATTCTCAGCTTCAGACTTGTATAACTGG
274’ AxgOLUGLYPLoASnASTATGRredlnTyrTrpProPheSeTAladarAspLeauTysAsa?ep

881 AAGTCGCATAACCCCCCTTTCTCCCAAGATCCAGTGGCCCTAACTAACCTARTTGAGTCCATT
295 LysSerHisAsnProfrodheSeaxGlaoAsplrovValilakeuTuzAsnleullaGiugexile

946 TTAGTGACCCATCAACCAACCTGGGACGACTGCCAGCAGCTCTTGCAGGCACTCCTGACAGGC
36> LauvalThrHisGinPraThrTrpAspAspCysclaclnleuleuGlnilaleuLeuThrGly

105% GAAGAAAGGCAAAGGGTCCTTCTTGAGGCCCGAAAGCAGGTTCCAGGCGAGGACGGACGGCCA
7P GleGluATgeinAsgValleubauSluAlaAsgLysGluValProGlyGluAspalyArgRso

1972 ACCHAACTACCCAATGTCATTGACGAGACTTTCCCCTTGACCCGTCCCAACTCGGATTTTCCT
JS3» ThrGinLeuPzoAanVallliedspCluthrPhelroLauThtATGPRoASRTEDASD pheAla

113$ ACCCCGGCAGCTAGGGAGCACCTACCCCTITATCGCCAGTTGC TATTAGCCGCTCTCCCCGRO
3739 ThrproAlaGlyArgGluHisLeulrgLauTyrAZgGlnkeul eutsudl AGlylLeavuArgaly

Obr. 5
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1143 SCT’JC#AGACGCCCCACTAATTTGGCACAGGTMAGCAGGTTGTMMGGGAMGAGGAM (o]
4007 AlarlaArgArgProThrAsaleul laGlavalLyscinValValGlaclybLysGluGly rﬁ:

1 3 g tL . ES \2»’.1' AGCATTTTTACAAAGATTAAAAGACGC TTATACAATGTACACTCCCTATGACCCTGAS
& Q

alu.APrut..uclux:gnnubylclu.\li‘ry:uquc:1?:1‘3:?:01‘?:&:9?"01\1

1324 GACCCAGGCCAAGCGGCTAGTGTTATCCTATCCTTTATATACCAGTCTAGCCCAGATATAAGA
4427 Aup220GlyGlnAlaAlaServallletsusSerPhallatyrGlnsSezsarfrocAsplileAxyg

1337 AATAAGTTACAAAGGCTAGAAGGCCTACAAGGGTTCACCCTATCTIGATCTGCTAAAAGAGGCA
481 AsnLysLeudlnAZgleucdluclyLauGlnUiyrheThrheuSerAsploulsulysGleala

1450 GAAAAGATATACAACAAAAGGGAGACCCCAGAGGAAAGGGAAGAAACATTATGGCAGCCACAC
484 GlutysIlaTyrAsnlLysArgGluThrProGluGiulzgGluCiuArgleuTrpOLloArgtin

1513 GAAGAAAGAGATAAAAAGCGCCACAAGGAGATGACTAAAGTTCTGGCCACAGTAGTTCCTCAG
08P GLUuGLUAZGASPLYSLYSATgHisLy sOLluMeTcThLysVallaullaThzValValalacin

1376 AATAGAGATAAGGATAGACAAGAAAGTAAACTCGGGCATCAAAGGAAAATACCTCTGGGGAAA
S26) ASBATGASPLYSASDAXGOLluGLlUSaTLYsLauGlyAspalnaArglysileProLeuCiyLys

1639 GACCAGTGTGCCTATTCCAAGGAAAAGGGCCATTGGGTTCGCGATTGCCCEAARCGACCCAGS
S47P AspGlacCysAlaTYrCYSLYnGlulysGlyHiaTepValAsgAspCyY sPEoLysAXgRECATY

1702 AAGAAACCCGCCAACTCCACTCTCCTCAACTTAGGAGATTAGGAGAGTCAGGGCCAGGACCCC
S68% LyaLysPraAlaAsnSerTheleulauAsnhauGlyAsps e
1P GLULleAZgATGVALALCGALAAZ g TR P

1765 CCCCCCTGAGCCCAGGATAACCTTAAAAATAGGGGGGCAACCGGTGACTTTTCTGGTGGAC
107 oProProGluPToATrgIle TRSLeuLyalleGlyolyolnProVelTizshelauvalaspTh
1828 GGGAGCCCAGCACTCAGTACTGACTCGACCAGATGGACCTCTCAGTCACCGCACAGCCCTGGT
J1P zGiyAlaGiniis SaxVallLeulhzArgirolspalyproLeusderAspAzgThrilsleuva
1891 GCAAGGAGCCACGGGAAGCAAAMACTACCGGTGGACCACCGACAGGAGGGTACAACTGGCAAC
527 1G1nGLlyAlaThrOlySerLysAsnTyTALgTep The TRz ASPAZGATgVALGLlaLeuAlath
1954 CGGTAAGGTGACTCATTCTTTTTTATATGTACCTCGAATGTCCCTACCCOTTATTAGGGAGAGA
M re lyLysValThrHisSerPhalsuTyrvalfroGlucysPraTyrProlauliauGlyArgis
2517 CCTATTAACTAAACTTAAGGCCCAAATCCATTTTACCCCAGARAGGGGCTAATGTTGTTGGGCC
94> pLeubeuThzLystLeuLysAlaclallieilsPheTheGlyGluclyAlaAsnValvalGlype
2080 CAGGGGTTTACCCCTACAAGTCCTTACTTTACAATTAGAAGAGGAGTATCGGCTATTTIGAGCC
115> oArgGlyLeuProLeuGlnVallauthrleuGlaLeuGluGiuGluTyrArgheurheGludr
2143 AGAAAGTACACAAAAACAGGAGATGGACACTTGGCTTAMAACTTTCCCCAGGCGTCGGCAGA

1367 0GluSaxTheglaLysClaCiudee AypTheTEpLeuLysAsnPhoProGlnAlaTrpALlac)

Obr. 5 - pokracovani
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12356 AACAGCAGGTATGGGAATGGCTCATTGTCAAGCCCCS STTCTCATTCAACTTAAGGCTACTGE

1579 utheClyGlyMetGlyMatAlaHisCysGinAlaProvalLleulloGinkaukysAlatheAl
2269 CACTCCAATCTCCATCCGACAGTATCCTATGCCCCATGAAGCGTACCAGGGAATTAAGCCTCA
178> AThzPrOlleSerIlaArgllntyrProlacProHisCluAlaTysClnoLlyIleLysProltd

2332 TATAAGAAGAATGCTAGATCAAGGCATCCTCAAGCCCTGCCAGTCCCCATGGAATACACCCTT

199” sIleAzgAzgHat LeuAspAlnGlytisleuliysproCysGlauSerProrrpAsnTheProLe

2395 ATTACCTGTTAAGAAGCCAGGGACCGAGGATTACAGACCAGTGCAGGACTTAAGAGAAGTAAA
220P uLeuProVAlLYysLYysPRoGlyThEGLluASpTYTARgProValOlaAspheulzgdluvalas
2458 CAAAAGAGTAGAAGACATCCATCCTACTGTGCCAAATCCATATAACCTCCTTAGCACCCTCCT
241P nLysAazgValGluAsplleHisProTheValProlsnProtyzAsnlsuleudsrthzlionuls
2521 GCCGTCTCACCCTTGGTACACTGTCCTAGATTTAAAGCACGCTTTTTTCTGCCTGCGACTACA
2629 oProSerHisProTrpTYrThrValLeuiapLeulysispilaPhePheCyslessArgleutl
2588 CTCTGAGAGTCAGTTACTTTTTGCATTTGAATGCAGAGATCCAGAAATAGGACTGTCAGGGCA
283> s3erdlulerGlnLauleuheAla?hedluTrpACgAspProdlullediyleusezglydl
2647 ACTAACCTGGACACGCCTTCCTCAGGGGTTCAAGAATAGCCCCACCCTATTTGATGAGGCCCT
304’ nLeuThrTrpThrATgleulroGindlytheLysAsnsSer?rothrlauPhsAspGliuilaLe
2710 GCACTCAGACCTGGCCGATTTCACGGTAAGGTACCCGGCTCTAGTCCTCCTACAATATGTAGA
125P uKisSecAspLeuAladspPheAsgValArgtyrProAlakeuvalleuLeudin®yzValas
1773 TGACCTCTTGCTGGCTGCGGCAACCAGGACTGAATGCCTGGAAGGGACTAAGGCACTCCTTGA
346) pAspLeuLeuleuAlailail aThzArg?hrGluCysLeudliudliythrlysilaLeulaudl
2336 GACTTTGGGCAATAAGGGGTACCGAGCCTCTGGAAAGAAGCCCCAAATTTGCCTGCAAGAAGT
J6TP uThrLeuGlyASnLYsGlyTYTArgAlaserGlyLyslysAlaGlinIleCysteudlinGluva
2339 CACATACCTCGGSTACTCTTTAAAAGATGGCCAAAGGTGGCTTACCAAAGCTCGGAAAGAAGC
J88% 1ThrTyrlauGlyTyrSerLaulysASspGlyGLaAEgTZPLeuThELY sSALRAZGLY SGLUAL
¢962 CATCCTATCCATCCCTGTGCCTAAAAACCCACGACAAGTGAGAGAGTTCCTTCGAACTGCAG

459 allsbeusonlleProVal ProLysAsnProAzrgGlavalArgGluPheLeudlyThrAla

Obr. 5 - pokracovani
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