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(57) Rekombinantnf plasmid, ktery obsahuje alespon
jeden replikon (oril), alespoi jeden selekéni
znak {(sml), alespon jeden promotor (prl) a DNA
sekvence z pox viru ohranizdujicf tento promotor,
multi-funk&nf kazetu DNA sekvenci umisténou po
sméru tohoto promotoru (prl). Tato multi-funkéni
kazeta DNA sekvenc{ obsahuje sekvence, které
jgou komplementdrn{ s komer&n& dostupnymi prime-
ry, jejichz cena se osvédeila v praxi. Déle
obsahuje preklad inicia&nich kodond a n&kolik
mist pro &tépeni restrikénimi endonukleasami a
terminac¢ni kodony ve vgech trech Gtvarech
ndsledujfcich za pfekladovym inicia&nim kodonemn.
Rekombinantni plasmid dle vyndlezu se po inserci

L -do genomu pox viru hod{ pro expresi cizorodych
e bilkovin v cytoplasmé hostitelskych bunék
eukaryoti. )
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Vynélez se tyké zpisobu pfipravy rekomblncntniho plasmldu,
rktery obsahuae elespor jeden replikon /or11/ alespon Jjeden se-
lek&ni znek /sml/, alespon jeden promotor -/pri/ a DNA sekvence -
z genomu pox viru ohrenidujic{ tento promotor, postupu pifpre-.
vy rekomblnantniho pox v1ru, pou?it{ rekombinentniho pox v1ru,
bun&&né llnle, peptidu nebo polypeptidu, sloZen{, vekc1ry &8 vi-
rové vak01ny, diegnostického &inidle & pou®it{ vekcin,

Dosavedn! stav_techniky o ' .

Diky rozvoji modernich metod genového in¥enyrstvi bylo
moZné identifikoﬁat e isolovet udctyhodné mno¥stv{ gend bflkovin,
které maji diegnosticky, profylekticky a terspeuticky vyznem,
tzn. gend pro kosgula&n{ faktory nebo entigenn{ virové bflkovi-
ny. S tim souvis{ i potrebs spolehlivych e vykonnych expresiv-
nich systémd v prokaryotnich e euksryotnfch bunkédch zeji¥tujf-
cfch vy331 produkci %4dené bflkoviny bud z infikovenych tkénf
nebo infikovenych bunddnych kultur nebo nep?, vyuZitim imuno-
gennich vlastnosti bflkovin "in vivo" pro imunizeci. Eukeryot-
nfvirové vektorové systémy meji v této souvislosti obzvldst-
ni{ vyznem, - =

Jednim ze znémych'eukerybtnich‘vektordvyéh systémd je pa-
povea virus SV40, SV40 md pom&rné& mely genom s 5,3 kb, Jjeho? ‘
uspordddnf Jje pom&rn& dobfe znimo. Maly genom tohoto viru m&
na jedné strsn& vyhodu plynouci z toho, ¥e byt meriputovén do
cilené podoby JjestliZe Je pou31ta vhodnd endonuklessa, AvSak
na druhé stren& je nevyhodné, Ze klonovac{ kapacita je zna¥n&
omezena odpovidsjfcn& melym obalem viru a pevnym, &éstednd se
prekryvajicim uspordddnim esencidlnich gend. |

Vyvoj eukeryotnftho vektorového systému,»zéloﬁeného na vi-
ru kravskych ne3tovic byl popsén v fad3 nejnovdjéfch pract
/ nepf,EP-A-0243029 /., Virus kravskych nedtovic patPf mezi
orthopox viry. Jeho linedrnt genom tvor{ dvoutetdzcovd DNA,
asi 185 kb, Velikost viru kravskych nedtovic znemo®nuje kon-
strukci rekombinantniho genomu rbzétépenim pivodniho genomu
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restrikZn{ endonukleasou & nédsledujic{ ligsc{ s vhodnou cizoro-
dou DNA. A i kdyZ by byl tento proces proveditelny, produkce vi-
riG s rekombinovenym genomem by vyZedovels prfftomnost pomocného
viru, protoZe virovéd DNA plendSerd "in vitro" sema o sob& nenf
infek&nf{. Trenskripce viru krevskych ne&tovic vyZ?aduje mimo Jji-
né i odpovidejic{ RNA polymerasu, kterd nemi?e byt nehrazena
eukaryotn{ RNA polymerasou II e mus{ byt pFenesena do hostitel-
ské buﬁky spolu s virovymi &4sticemi. Z toho plyne, ¥e virus
kravék&ch,neétoVic mé.speciélni promotory rozpoznatelné RNA po-
lymerasou kodovenou virem. To ov3em znemend del3{ potf¥e p¥i
konstrukei rekombinantd, které majf pfepisovat cizorodé geny
v&len&né do genomu viru kravskych nedtovic v eukaryotnfch bun-
kdch., PouZit{ vird kravskych neltovic jako expresivnich vektord
tedy vyZaduje, aby transkripce a replikece mohla byt provédéna
pfirozenymi enzymy viru kravskych nedtovic, nezdvisle na hosti-
teli, to znamend na Jjedné stren&, Ze nemohou byt klonovény ese-
ncidlni oblasti viru a na druhé stren&, geny umoiﬁujici expresi
musi byt pod kontrolou promotord viru kravskych nedtovic.

Z tohoto divodu je obvykle pouZivén proces zahrnuaﬂc1 dve
kroky. Nejdfive je konstruovdn plesmid, ktery obsahuae poZedo-
vané cizorodé geny v kombinaci s promotorem viru kravskych ne3-
tovic, a poté Jje tento rekombinzntn{ plasmid v&len&n "in vivo"
do genonmu viru kravskych nedtovic pomoci homologni rekombinece
mezi virovou a plesmidovou DNA, Rekombinantn{ virus kravckycn
nedtovic nap’, popsdn v EP-A 0243029 byl konstruovédn dle pos-'
'tupu popsaného vyse a’jg pouZivén pro expresi obalové bilkoviny
HIV-1s Plasmid pSC25 u¥{veny ve zmin&ném eplikadnim Fvropském
patentu je vektorem, ktery je neobyZejnd vhodny pro expresi oba-
lové /env/ bilkoviny. '

Av3ak oba plasmidy, pSC25 a rodiZovsky plesmid pSC11, Jsou
zcele nevhodhé.pro dels{ vyvoj, to Jjest pro v&len&ni dalsf cizo-
rodé DNA. Na jedné strend pSC25 nemé dalsf vhodné klonoveci mfis-
to, & na druhé strand prekursor plesmidu pSC11 mé ozna¥eno pouze
Jedno Smal misto.

-Klonovdn{ do SmeI mista vyéaduae ve v&tSiné& pripadd opraco-
" vénf v&lendnych restrlkénich.fragment&_ protoZe Smel je restrik-
gn{ enzym vytvd¥ejic{ zarovnané konce, Mimoto Je nemo¥né klono-
vat genové fragmenty do plasmidu pSC11, ktery neobsehuje Z4dné
transledni signdly tzn, startovac! nebo termina¥nf kodon,
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ACkoliv plasmid pSCI1t mé mnoho vyhod pro klonovén{i nekom-
pletnich genld, genovych fregmentl nebo dokonce syntetizovené
DNA, Jjeho pouZit{ vyZaduje rozséhlé a nepifjemné konstrukini
procesy. |

Podstata vyndlezu

Podstatou vyndlezu je pripreva dostupného plesmidu, ktery,
pokud je to moZné, usnadnuje klonovéni 01zorode DhA v plasmldu
a je schopen rekombinace s pox virem., ' '

Tento proces Jje umo¥né&n rekombinentnim plesmidem dle uvod-
‘nfno patentového néroku t{m, Ze multi-funkini{ kezets DNA sek-
venci{ Jje umfst3nana okreji promotoru /pri/.

Rekombinentnf plasmid dle vyndlezu Jje cherekterizovén tim,
Ze multl—“unkéni kazeta DNA sekvenci je umisténa na okreji za
promotorem. Tento zplisob konstrukce je vyhodny tim, Ze mohou
byt.vélenovénj rizné funkéni sekvence podle poZadevkd jekého-
koliv, predem stesnovéného problému. To Jje nzpt. moZné pfi pou-
Zit{ kazet sekvenci vyuZivejicich startovaci kodon GUG, ktery
Jje pouZivén mén& Casto ve srovndni s nejlest&ji pou?{venym ko-
donem AUG, DaJjf se pouZivaet kazety s Jjednim nebo né&kolika ter-
minadnimi kodony, které mohou byt stejné nebo rizné = zebranu-
J1 vzniku amber, ochre nebo opal supresorl. Systém vedle toho
umoZnuje v&len&ni polyadenylovych signéld a jinych signdlnich
struktur soudesn& vedle vélenovani Z4daného cwzorodého genu
nebo genového fragmentu.‘

Plesmid dle vyndlezu obsshuje s vyhodou ve své multi-fun-
" k&ni kazet3 DNA sekvenc{ mnohonésobné klonovac! mfsto., Obvykle
jsou zde upPednostnovédny klonovaci{ mfsta pro restrik&n{ endo-
nukleasy rozpozndvajic{i hexsmer, které vytvdrejf lepivé konce.
VyuZit{ t&chto mfst 3t&penych restrikénimi endonukleasemi umoZ-
nuje cflené klonovdni DNA fragmentd z genomu ke¥dého potrebné-
ho orgénismu. Z mist pro 3tépen{ restrikénimi endonuklessemi,
které Jsou umist®ny v multi-funkin{ kezeté& DNA sekvencf, Jsou
prednostn& vybirend mista vhodnéd pro komer&n& vyrdbZné restrik-
¢ni endonukleasy, co? je doporuZovéno i 2z ekonomickych ddvodd.

Pr{klady takovych mist pro St&pen{ restrik&nimi endonukle—
asemi jsou mista Zt&peni pro enzymy Stel, AvrII, SelI, AccI,
HindII, NheI. Av3ak dle vyndlezu mohou byt pou¥ita mista Sté&pe-
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n{ v8ech zndmych restrik&nich endonukleas. V této souvislosti
je moZné odkdzat na pofetny seznem zndmych restrik&nich endo-
nuklees /Kessler,C, ,H81tke,H.J.: Gene 47, str.l e ndsledujfct,
1986/, Pou¥itelnost jednotlivych restrikénich endonukleas je
v nejlepd{m p*{pad® omezena skute&nostf, e del3{ 3t&pic{ mis-
ta pro tyto restrik&nf endonukleasy Jjsou jiZ pr{tomny v plas-
midu dle vyndlezu. V tomto pfiped& rozhodne zkuSeny odbornik,
zda-1i pouZije alternativni enzym nebo zm&ni plasmid mistné
~ specifickou mutegenez{ do tskového tvaru, Ze mé odpovidajfc{
-~ 8t3pfci mfsta pro restrikénf{ endonukleasu nebo pouZije &éstel-
né Sté&penou DNA pro ligaci.

S vyhodou umo?nuje multi-funkdnf kazeta DNA sekvenc{ pfe-
pis startovacich a terminadnich kodond. Tyto kodony Jsou pPfi-
‘m&Fend pouZity v tekové podob¥, ¥e mohou ovlddat Fadu obvyklych
mist rozpozndvenych restrikénimi endonukleasami. To znemend
" napt.Ze sekvence ATG je v&len¥na do 5 oblasti mfsta Ztpeného
restrikénini endonukleasami v tekové podob&, Ze je moZné klono-
vén! v nédsledujfcfm mfstd 3tdpenf v ndkolika rdznych sestavéch.
Pri sledovdni oblesti obsshujfcf mista $t&pend restrikinimi
endonukleasemi je patrné, Ze by m&lo byt pouZito n&kolik termi-
nalnich kodond, hlevné& v tekovém tvafu kdy konl{ prepis ve v3ech
myslitelnych podobach K zajisté&n{ 100% ukondeni piepisu je vy-
hodné, kdy? rizné terminadni kodony nésleduai jeden za druhym.

Podle vynélezu Jje promotor /pr?/ upotrebltelny multi-fun-
kény "kazetou DNA sekvenct, Navic ‘existuje mo¥nost v&len&ni del-
3tho promotoru /pr2/ do jednoho z klonovecfch mist, prednostn&
do mista étépeni restrik&n{ endonukleesou umfst3ného v 5 obles-
ti kezety sekvencf. To samo o sob& nabiz{ vyuZ?it{ promotori,
které mohou napi.byt indukovény nebo které majf, v jiném ohledu,
vynody ve srovndn{ s ji# existujfcim promotorem /pri/.

Mimo to mdZe byt multi-funkdni kazeta DNA sekvencf navic
sestavena do takového tvaru, ktery obsshuje zesilujici DNA sek-
vence v 5°nebo 3 oblasti ndsobnych klonovacfch mfst /mcs/. Ta-
kové zesilujfc{ sekvence jsou piedev3im zrdmy u vird, napif.SV40,
polyoma viru, papova: viru a del3ich. Jednd se o sekvence, které
- jsouschopné néhrady, napf. 72 opskujfcfch se pard bazi z SV40.
Identifikovené sekvence DNA se zesiloveci schopnostf mejf dél-
xu od ndkolika mdlo pard bazf do 72 pérld baz{,

Pon&vad? funkce poveshy klonovanych gend je_exprimovéne_e
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s tim 1 spojené vlastnosti, napi. rychlost exprese, toxicita
bunky & del3f{, je vyhodné vzIit do uvehy bflkoviny s hydrofob-
nimi v membréné zakotvenymi nebo signdlnimi proteiny. Podle
toho DNA sekvence mohou byt vilen&ny do multi-funkinf kezety
DNA sekvencf, které mohou byt kodem bud pro hydrofobn{ v mem-
brén& zekotvené peptidy nebo pro poZfadoveny signdlnf peptid,
Ktery se sk14dé prev&nd z'hydréfilniéﬁ'N-tefmiﬂélhich.oblastf
& nésleduaicino hydrofobntho podflu. Zku3eny odbornik zné z 1li-
te”atury fadu ‘pou?itelnych signdlnfch peptidd. ’

S vyhodou obsahuje multl-funkéni kazeta DNA sekvenc{ eek-
vence ne svém 5 a/nebo 3 konc1, které Jjsou komplementdrni ke
znémym nukxleotidovym primerdm. Obecn& lze ¥fci, Ze se to tykéd
nukleotidd obvykle pouZivanych pro klonovani.

S vyhodou sekvence komplementdrni ke zndmym primerdm,uspo-
tddené ne 5 a/nebo 3 konci, odpovideji tekovym sekvencim, které
Jsou nepr. rozpoznatelné SP6 polymeraqou nebo T7 polymeresou.
Znémé primery, které se védZou napr. k SP6 nebo T7 promotorové

‘oblesti jsou 5% CACATACGATTTAGG -3°/15-mer/ end/or 52 ATCGARATT

AATACG -3"/15-mer/. Pr{preve vhoclnych komplementdrnich sekvenct
k takovym oliginukleotiddm Je vyhodné, protoZe sekvence wllené-
ného fragmentu DNA, ktery obszhuje cizorody genovy ffagment,
ndiZe byt kontrolovédna kdykoliv znémou metodou pro sekvenovdn{
dvoureté&zcové DNA,

S vyhodou plesmid dle vynélezu obsshuje nésleduaici multl-_

funk&ni kazety DNA sekvenci

5° = GCACATACGATTTAGGCCTAGGATGTCGACTAGTTAGCTAGCGTATTAATTTCGATC-3”

Funkce nukleotidd Jje podrobné&ji vysvétlens ns obr.l.

Plasmid sesteveny dle vyndlezu Je 's vyhodou pou¥{vén u ob-
vyklych mikroorganismi, napi. prokaryotnich organismi, s vyho-
dou u grem-negativnich bakterii. Z tohoto divodu plasmid dle
vyndlezu obsehuje oblesti sekvenci, které Jsou nezbytné pro
replikeci 2 emplifikaci v8ech poZsdovenych prokeryot, napr.
pocdtek replikece v névaznosti na jeho funkci nutnou pro rekom-

‘binaci v cytoplasm& eukaryotnich bun&k. Replikon zodpové&dny za
.replikeci plesmidu u éfokaryot : mo¥né je poulivet oril. Pro

pf{prevu rekcmbinantnfho plesmidu Je vyhodné, Ze transformece
a emplifikece rekombinantniho plasmidu probfhaj{ u grem-regativ--
nich bekterif, nspf. u Escherichie coli. Tek%e Col ¥ 1 replikon
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z Escherichia coli je speciélné& vyhodny replikon.

Av3ek rdzné kroky nutné pro konstrukci nebo emlifikeci
rekombinentnfho plasmidu mohou také probfhat u eukaryot. V tom-
to priped& je vhodnym orgenismem kvesinke. Kvesinky petf{ me=
zi dobfe znémé eukaryotn{ organismy, se kterymi se pom&rng
snedno pracuje, V tomto pr{ped® se mi%e s vyhodou pou?it napt.
replikon 2u plasmidu ze Saccharomyces.,

Postupy nutné prc konstrukci plasmidu dle vyndlezu nepi,

selekce transformoverych bekterif je usnednéns pouZitim vhodné=- -~

ho selek&nfho znaku. Vyhodny selekdn{ znak pro trensformaci
prokaryotd je napf, insktivece entibiotik. ZkuZeny odbornfk
zné plurelitu rezistentnich gend pro expresi bflkovin inekti-
“vujfcfch entibiotike u gram-negatlvnich & grem-positivnich
orgeniamy,

JestliZe jé, ne druhé strené&, provédéna pripreve rekombi-
nantnfho plesmidu v eukaryotech, nepr.v kvesinkdch, mohou byt
Jako selekdn{ znask vyuZ?ity geny metebolismu aminokyselin a nu-
kleovych kyselin., Pou?ijf-li se vhodné mutenty kvasihek, miZe
byt selekce provdd&na pomoci trensformovenych kvesinek, které
Jsou schopny exprimovat poZkozené geny v transformoveném kmeni,
Isolované kvasinkové genrny mohou rovné&? sloufit pro komplementa-
ci mutentd metebolismu eminokyselin u n&kolike eukaryotnich
orgenismd, napf. primitivnich Fes, Physarum nebo Dictyostelium,

Vyhodou vyndlezu Jje pou?it{ promotoru pri jesko specidlnég
~silného promotoru,_za,déelem'zvyéeni>exprese poﬁadovanych cizo-
rocdych genl. Je nutné pouZivet promotor, ktery Jje rozpozndn pox
RNA polymeresscu v pox systému., Jek ji¥ bylo vySe podotkruto,
pfepis pox gend probfhd v cytoplasm& euksryotnich bundk & je
provéddéne vylu®né& vlestnimi pox- RNA polymerssemi.

Specidln& vyhodnym promotorem je promotor viru krsvskych
neStovic, promotor p7,5, ktery je zodpov&dny za polypeptid s
molekulovou hmotnost{ 7,5 kD produkoveny divokym typem viru
kravskych ne3tovic. Tento promotor Jje zvlé3tni tim, ¥e expre-
se genu, kterou kontroluae, Je provddéna témé&¥ po celou dobu
replikeZnfho cyklu viru krevskych nedtoviec. Promotor p7,5 Je
Jedlnym charekterlzovanym promotorem, o kterém. Je znémo, Ze
m& celistvou expresi bdhem uplného “ivotniho cyklu viru krevs-
kych ne3tovic, ' _

Dédle je promotor p7,5 s vyhodou nshrezen chemicky synteti-
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lou promotoru pox viru. Semozfejmé mdze byt taxé pourit Jekyko-
liv jiny promotor systému pox viru.

Promotor pou®ivaeny s vyhodou pro tyto Ulely je pozdn{
promotor pi11, ktery koduje polypeptid s molekulovou hmotnostf
11 kD v divokém typu viru kravskych-neZtovic. P11 je také sil-
nym promotorem, ktery zpasobuae expresi dostetedného mnoZstvi{
,6'-galekt031dasy, tekZe Je mo?né enzym detegovst pomoci vy&e
zmin&ného chromogenniho substrdtu.

Vedle lacZ genu Jeko sm2 lze slternetivng pou3it domlnen-
tniho selek&nfho zneku., Pffklsdem tekového dominentnfho selek-
¢nfho zneku je nep®.gpt gen, ktery koduje xentin quen;n fosfo-~
ribosyl transferessu. Tento enzymje produktem genu z Fscherichie
coli, analogicky k hypoxentin quenin fosforibosyl treansferese
z bunék sevcd. Enzym ze savdfch bun&k ketelyzuje kondenzaci
fosforibosyl pyrofosfdtu s hypoxantinem nebo queninem ze vzni-
ku inosinu nebo quenylové kyseliny /IMP &/nebo GMP/. Av&ek bsk-
teridln{ enzym mé navic schopnost fosforylovet xentin zs vzniku
XMP. Tuto reekci enzym ze savifch bun&k nemd%e provéddt bud vi-
bec nebo pouze velmi slab&. Rekombinentnf virus, ktery nese gpt
gen unoznuje tudf’® savAim bunkdm infikovanym t{imto virem synte-
tizovat GMP a tudi¥ 1 4GTP & DNA za pPftomnosti XMP syntetizo-
vené v pritomnosti mykofenolové kyseliny, zatimco synteza XMP
v pritomnosti mykofenolové kyseliny je v neifikovenych bunkdch
1nh1bovéna, utilizace nabizenéno xantinu Je nemozZné vzhledem '
| X rdzné specifit aneloglckeho enzymu savdfch bundk.

Alternatlva exprese gpt genu jako selekdnfiho znsku by bylo
pouziti genu pro hygromycin-B—fosfotransferasu. Hygromycin-B
Je antibiotikum synfetizované Streptomyces, které inhibuje’
syntézu bilkovin u prokaryot-a euksryot, inhibicf ribosomdlnt
translokace a tudiZ interferuje s aminoacyl-£-RNA rozpozndvect
schopnost{, Pisobenf antibiotike mi¥e byt inaktivovdno fosfo-
transferasovou aktivitou isolovanou z Escherichia coli.

Plasmid, ktery je k dispozici dle vyndlezu, md¥e byt pou-
Zivédn pro kionovéni kompletnich gend. Nadbytek promotord, ktery
v souv1slost1 s tim md ‘e vyskytnout; Je neVJznamny pokud pouze
vliastn{ pox promotor se bude proaevovat v cytoplasmé buné&k 1nf1— '
Yovanych pox virenm,

Av3ak, plasmid podle vyndlezu slou¥f s vyhodou pro klono-
vdnl sekvenc{, které neobsehujf #4dny translainf a trenskrip-
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¢ni startovec{ signdl. To se aplikuje nep¥, prfi cfleném klono-
v4nfoblast{ s vyjlmednou funkc{ &£/nebo klonovdni sntigennich
gdstic. Klonovéni tskovychto &4st{ md stoupsjfci vy¥znem pre-
dev8fm ve spojeni s priprevou vekcin. Ve speciflnfch pfipedech
replikaldni funkce viru zfskeného pomoc{ rekombinace s plesmi=-
dem dle vyndlezu, miZe byt omezena vloZenim kompletnfho genu
nebo bunka mi¥e byt pred¥amsnd podkozena v prfli% velkém rozsshu.
Mimo to v .mnoha pripadech pouze ¢4sti bilkovin Jsou nezbytné
pro spe01flcke déely.~' ' ’ . _

DNA v&lenénd do plasmidu dle vynélezu miZe byt Jek prirod-
nftho tek syntetického pivodu. DNA pFirodnfho pivodu bude pred-
nostné bud p¥fmo DNA genomu, nepr.Isolovend z genoamu prokaryo-
ta nebo cDNA ze sloZit&j3fch eukaryotickych gend., Zvléd3tnostf
systému pox viru je to, ¥e nenf mo¥né detegovat Zddny sestfin
mRNA. To lze prevddpodobn& pripsat na vrub skuteénosti, Ze vie-
chny na viru zé4vislé procesy probfhejf{ v cytoplesm& infikova-
nych bundk, zatimco bund¥ny apardt sestifihu je umfstdn v jédru.
 TakZe mus{ byt vénovédna pozornost konstrukci plasmidd, které
jsou pou?ivény pro rekombinaci s virem kravskych neStovic kdy
DNA bez intronu je pouZita v pfipadd® pou?it{ eukaryotnich geni.

Zpravidla syntetickd DNA je pifedem sestavena z oligonu-
kleotidd pfipravenych synteticky & ndslsdné& prenesens do plas-
midu dle vyndlezu, PouZitf syntetické DNA md vyhodu, Ze miZe
byt modifikovéna tak, aby vyhovala pozd&jsim poiadavkﬁm b&hem
produkce, a fe mista pro 3t&pent restrik&nfmi endonukleassami, .
pozd&ji vyuZ{vend pri klonovéni, mohou byt umistZne na koncich,
"Mimo to, spojehi pfirodni a syntetické DNA je umoZné&no v disle-
dku tdho, e daldf kazeta Je vZlen&na do jiZ existujicfho mcs,
které obsshuje 3t3pfcf misto pro restrikinf endonukleasu nutné
pro speciflni klonovaci problém. '

Bf{lkoviny klonovené pfednostn& jsou bilko&iny nebo Jjejich
derivéty z patogend, které mohou nep¥. byt pouZivény pro imuni-
zaci. Prikledem jsou Zerny kaZel, tetenus, malerie, AIDS, k1{$-
tové encéfalitida, éloutenka B a herpes infekce. Tento vylet
nent samozreamé uzavreny Ve v&tEin& pripadd bilkov1nJ pou¥{va-

né pro imunizeci indukujf neutrallzuaici protllétky a/nebo odez- -

vu na T bunky. To se ve v&t3in& pripadd tykd obalovych bilkovin. -
Prfklady, které to potvrzujf jsou viry chfipky,herpes a flavi

virus.
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. Dels{ moZnost vyuthi plasmldu dle vynélezu pro produkcil
rekomblnantnich pox vird Je produxce bflkovin s biologickymi
funkcemi slespon jedné z nésledujfcich bilkovin : Jeden z koa-
gulaénfch faktord II, VIII, IX, XII, XIII, von Willebrenddv
faktor, bilkovina -C.a-S, entitrombin III, plesminogen, hirudir,
NGF, FGF,TNF, B-bunku stimulujic{ faktory, bilkoviny z inter-
leukinové skupiny, apolipoproteiny nebo glykoproteiny nebo -
nestrukturéln{ bflkoviny vird. Prokezstelnd vyhode isolece téch-
to bflkovin z expresnfho systému pox viru je fakt, ?e napf.,
koaguladni faktor, ktery se b&Zné isoluje z krevnfho séra, ne-
bude kontaminovén jinymi viry, nep¥. AIDS viry. Isolece téchto
faktord z bun&iné kultury navic uno¥nuje vyuZitf v provoznim
m&¥{tku, Produkce rekombinentninho pox viru za pouZiti plasmidu
dle vyndlezu je proveden "in vivo" za pouZit{ rekombinace hra-
ni¥nfch sekvenci pox viru tj. genovych sekvenc{ thimidin kinasy
pleemldu s pox virem. Pdvodni 1ntaktn1 virdlni{ gen Je nsﬁuéen
a potom inaktivovédn rekombineci,

S. vyhodou se vyuZivéd plasmid dle vynélezu, co? Jje pSCl1=-
Orth. pSC11-Ortﬁbe-odvozen od znsmého plasmidu pSC11. Zplsodb
piipravy je zndzorné&n na obr.2. pSC11-Orth byl uloZen s DSM
v Bresunschweigu 9.ledna 1990 a obdrZel depozidni &fslo DSM 5734.

Priprave rekombinentnich pox vird je uskutelnéne infiko-
vénim vhodné bun&¥né linie jeko je TK bun&dnd linie, kterd je
1nf1kované aktivnim pox virem napl. virusem krevsxych nedtovic
| edaptovanym na laboratorni podminky ve zvlédtnim vakefnovém
"kmeni. Preferovenymi viry Jjsou atenuovené viry, napf. tekové
kmeny jeho? hr /vyskytujfci se v lidském hostiteli/gen nedbo
VGF /rdstovy faktor viru kravskych nedtovic/ gen je inaktivn{
v ddsledku Uplné nebo d&ésteéné delece nebo mutace. P¥iklady
takovych vird jsou popsdny v Altenburger e kol., Arch. Virol.
105, str.15 8% 27, 1989 a C.Keplen, Arch.Virol. lggL str, 127
eZ 139, 1989.

Mezi znémé procesy, které pouZivejf zkuSent odbornfci
pri transformaci patfi nepi. sréZeni fosforelnenem védpenatya,
_fdze llposomﬁ elektroporace. Plasmid dle vynélezu, ktery bvl
prenesen do bunky za Uelem trensformace, bude rekombinovén
“"in vivo" s JjiZ p¥f{tomnym genomem viru bez del&fho prispénft
experimentdtora. Jak jiZ bylo podotknuto vy3e, Usp&3nd tren-
~sformace nd¥e byt miZe byt testovéna pridénim X-gel, kdyZ sm2
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je gen prb AZ; gelaktosidasu, Usp&3nost rekombinace musf byt
mimo to ov&Fena bromdéesoxyuridinovou selekcf, Pouze rekonmbi-
nentn{ TK viry preffvajf v TK bunkéch, proto%e nemohou vile-
nit nabfzeny bromdesoxyuridin cdo své DNA,

Rekombinentni pox viry Jjsou tvoreny rekombinacf, které
zehrnuje, vedle prirodnfch pox &dstic, cizorody gen nebo &ésti,
které jsou pod kontrolou prideného promotoru jako funkce povehy
plasmidu dle vyndlezu. Jako vyjédd¥eni funkce poﬁahy promotoru,
tento cizorody gen je prepisovén bué b&hem &esné nebo pozdn{
féze prepisu viru nebo po celou dobu prepisu,

S vyhodou jsou vy3e uvedené pox viry,viry kravskych ne3to=-.
vic. Systém viru kravskych nedtovic Jje Jji¥ velmi dobre charae-
kterizovédn & nabfz{ velké vyhody s ohledem ne mnoZstvi vhodnych
znalostt, | .

Jak ji? bylo podotknuto, pox viry dle vyndlezu mohou byt
pou?{vény pro expresi DNA sekvencf cizorodych pro pox virus..
Systém poxu viru nenabizi pouze vyhodu schopnosti exprese, ale
mimo to vyhodu, kterd v kontrastu s expres{ u prokaryotld, za-
jistuje, ¥e vznikajfct produkty Jsou sprdvné& modifikovény.

~ Vznikajfc! pFfepisy jsou pfekladdny v cytoplesm? infikova-
nych bun&k a ndsledn& post-transleénd modifikovény tzn. nep?.
glykosylovény, karboxylovény & ecetylovény. Systém dle vyndle-
zu miZe byt tedy pouZit pro expresi cizorodych eukaryotnich
DNA sekvenct v pox viru a vede k sutenticky modifikovenym bil-
kovindm., = . L - B o

Bflkoviny, které mohou byt s vyhodou produkovény tfimto sys-
témen jsou'napf. JjiZz vyde zminé&né funkéni{ bilkoviny z pastogent.
Rekombinent{ pox viry koduj{ jek funkeci pleesmidu pou¥itého pto
rekombineci bflkovin, tak Jejich derivédtd nebo také dsti ta-
kovych bflkovin,

DileZité petogeny, Jjejich? bilkoviny mohou byt produkovdédny
timto zplsobem Jjsou napr. Cerny keSel, tetanus, malarie,AIDS,
k115tov4 encefalitida, ¥loutenke B a herpes.

Koagula&nf faktory II,VIII, IX, XII, XIII, von ¥illebren-
ddv fektor, bflkovina C a S, entitrombin III, plasminogen, hiru-
din, NGF, FGF, TNF, B-stimule&ni fektory buhky, bflkoviny z
interleukinové skupiny, apolipoproteiny nebo glykoproteiny nebo
nestrukturdln{ bilkoviny nep¥. FS®E virus miZfe byt produkovén
timto zpdsobem. Rekombinentnf viry krevekych ne3tovic dle vynd-
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lezu mohou byt udriovény v bun&nych kulturéch. Z hlediska tr -
venlivosti je vhodné bun&inou kulturu infikovenou viry dle vy- -
ndlezu lyofilizovet nebo zmrezit.

Bun&iné kulture s vyhodou pou¥fvené,se sklddd z TK bunik
nebo Vero bun&k pro vytvofen{ v&t&fho mnoZstv{ vird, napf. bu-
n&k linie TK 143 /CNCM ; I-732 /.

Peptld nebo polypeptld kodoveny cizorodou DNA Je "synteti-
zovén v bund®né kultufe dle vyndlezu plynule nebo pouze po ur-
Zitou dobu virového cyklu s ohledem ne funkci pouZiveného pro-
motoru. Peptidy nebo polypeptidy produkovené timto zplsobem mo-
hou byt isolovdny z bun&k metodami, které jsou zndmy zkuSenym
~ odbornikim a &istdny obvyklymi metodemi poufivenymi v chemii
bflkovin. Zvl4itnf vyhodou systému jeto, Ze bilkoviny exprimo-
vené pod kontrolou promotoru p7,5 mohou byt v&len&ny do vn&jsd
membrény, jestliZe maj{ kotevni sekvencé a potom mohou byt Jji?Z
rozpoznény jeko entigeny.

) Peptidy nebo polypeptidy dle vynédlezu jsou vhodné pro pro-
dukeci skladby, kterd miZe obseshovet volné& pouze jeden , nebo te-
ké n&kolik z produkovenych bflkovin, aby produkovals nepl., poly-
valentn{ vakcinu., Skladbe miZe obszhovet fysiologicky tolero-
vatelns aditive, k tomu je3t& peptidy nebo polypeptidy, jejich?
podstata bude z4viset ne zamyZleném pouZitf skledby. Mo?nd edi-
tiva Jjsou nepr. adjuvans, stebilizetory, pufry, osmoticky ektiv-
fni létky.

'Skledba dle vynélezu miZe byt potom pouZita pro priprevu
vakciny. Jako funkce podstety produkovaného peptidu nebo po=-
ly peptidu, produkoveného v bunkdch, miZe byt tato vekcina pou-
¥iteu 1lidf i u zviFat nepf.doméci zvirata = domdc{ dobytek.

Sklsdba dle vynélezu miZe byt navic poufita jeko disgno-
stické ¢inidlo. V tomto pfipadé detekce protildtek proti spe-
cifickym bflkovindm patogenniho viru v infikovenych jedincich
by nepf. bylo moZné reakc{ antigen/protilétka mezi peptidem ne-
bo polypeptidem produkovenym dle vynélezu a sérem lidského ne-

bo zvifectho pacients.




Popis kx obrdzkdm. .

Obr.1A ukezuje 57 bp-insert, ktery byl vloZen do vektoru pSC11
~dle vyndlezu. V obrdzku jsou zddrazndna rdzné miste pro Stépe-
n{ restrik&nimi endonukleasemi, vhodnéd pro p¥fpravu rekombinen-
tnich plasmidy, ddle oblasti sekvenci, které hybridizujf s SP6
primerem nebo T7 primerem ; transladn{ Starioyaci kodon obsa-
Zeny v 57.bp—insertu'a terminaéni kodony Jsou zvyreznény rdz-
njmiJrémééky. ‘ |

Obr.1B ukazuje sekvenci g#&l, ns které byle ové&rfene sekvence
insertu, za pou¥it{ SP6 primeru /vzorek na levé strené&/ ne
Jedré stren& a na druhé stren& zs pouZit{ T7 primeru. Sekven-
ce gel ukazuje jasn&, ¥e plesmid pSC11-Orth dle vyndlezu obsea-
huje sekvenci s 57 péry bezf.

Obr. 2 ukazuje schéma konstrukce,ne kterém Jje zalo¥ens konstru-
kce a isolsce plesmidu pSC11-Orth.

Obr. 3 dokldd4 v&lendnf DNA sekvence popsené v prikledé& 2, kte-
ré koduje &4st povrchového entigenu HIVu-1. HIV-1 jsou konstruo-
vdny vektorovymi sekvencemi popsanymi kurzivou,

 Obr.4 doklddd priklad 3, ve kterém je'popééna‘inéefce sekvence
DNA, kters koduje &4st povrchového antigenu glykoproteinu E
FSME viru. PPFi konstrukei vektéru odvozeného z pSC11-Orth, kte-
ry exprimuje povrchovy antigen, musel bytvhomto pripadé& vile-
nén synteticky adaptor, aby nebyl nsrulen prekled. Tento adap-
tor Jje odliSen od sekvencf plesmidu dle vyndlezu vyreznym ty-
pem pisma. Sekvence majfcf pivod v TBE viru Jsou popsény kur-
zivou,
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Prikled 1

Konstrukce plesmidu pSCi1-Orth

P*i konstrukci plesmidu pSC11-Orth, odvozeného z plesmidu
pSC11,byla dvoureté&zcové sekvence, sloZend z 57 pdrd bazi, véle-
n&na do rodifovského plesmidu pSC11 /DSM 4381 ; Chekraberti e
kol., Mol.end Cell. Biol. 5, str.3404 =% 3409, 1985/, ktery
obsehuje n&kolik funk&nich sekvenci, Tento postup je zechycen
ne obr.2.

VSechny kroky provédd&né v popseném postupu Jsou znémy zku~
Senym odbornikdm & jsou popsdény napi., T,.Meniatis a kol, "Mole-

cular Cloning", Cold Spring Harbor, 1982,
Prikled 2

Vélenén{ DNA sekvenc%kodujici g4st povrchového antigenu gplé0
HIVu-1

DNA pSC11-Orth plasmidu byls linearizovédna pomoci restrik-
éni endonukleasy Ssll. Vyénivejici 5°konce v pSC11-Orth, vznik-
1é po linearizaci restrikéni endonukleasou, byly degredovény S1
hukleesou.za.vzniku'PvuII/BglII fragmentu./Hahn 2 kol.,'Natﬁre
312, str.166 a% 1€9, 1984/ z plesmidu pBH10 /Rether & kol.,Aids
Res., and Human Retroviruses 3, str.57 aZ 65, 1987/, ktery kodu-
Je &é4st povrchového entigenu gplé0. Po tomto kroku byla v&lené&-
ne DNA pro ligaci s HIV-specifickym fregmentem Pvu/BglII /536bp/.
Pro tento priped BglII konec fregmentu PvuIIl/BglII byl bud ose-
tfen S1 nukleesou nebo vyplnén Klenow DNA polymeresou, k z2fské-
nf zarovneného klonovatelného 3 konce /5 konec Pvull 3t&peného
mfste Jje ji? zerovnany/. V ke?dém priped® ATG pochdz{ z pSCli-
Orth, Jestli¥e Jje pouzita Klenow polymerss pro vyplnénf, emino-
kyseliny jsou postupné& zfskdvény ne 3 'konci. Termineénf kodony
pochézeji‘naopek z pSC11-Crth; po vypln&n{i miste Zt&peného BglII:
pfepis kond¢{ na “"stop 1"/viz obr.1/, po natrdveni vy&nivejicich
jecénoreté&zcovych sekvenc{ S1 nukleasou kon&i na #stop3".
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‘Sprévné'poloha HIV insertu byls kontrolovéna pomoc{ ena-
1yzy riznymi restrik&nfmi endonukleecemi.

Prfkled 3

V&len&ni DNA sekvence kodujfcf &4st povrchového sntigenu gly-
koproteinu E TBE viru -

DNA-pSC?féorth'plssmidu byle lineerizovérs restrikint
endonuklessou Sall a defosforylovdna., Sekvence oblssti kodu-
jief &4st glykoproteinu E byle vyZt&pena z cDNA-klonu pPAS /DSM
4382 ; Mendl a kol., Virology 166, str.197 e3 205, 1988/ viru
TBE restrik&nf endonuklessou Pvull s vznikly fregment byl iso-
lovdn z egarosového gelu, Inserc{ tohoto PvuIl fragmentu do
Sell mfste plasmidu by nevznikla prelo¥itelng nukleotidové sek-
vence. TudiZ? musel byt poufit Sell/SmsI adeptor, Adeptor, ktery
mé& 10 nukletidd byl nejdtive ligovén cestou zerovnenych koncd
s Pvull fregmentem. V druhém kroku bvls vytvorens poZsdovand
strukture s pfednivejfcimi Sall konci ne edeptoru . a ddle byl
linearizovén pSC11-Orth vektor SzlI. Eyle vytvofens preloritel-
nd sekvence nukleuotidu, kterd vieck ms Etyri nebo p&t amino-
kyselin nevfc ne 5°konci nebo ns 3 konci FSME sekvence. Aby se
‘upevnila polohe FSME fregmentu & ohledem ne vektor, Bbyla DNA

- enalyzovénea deldfmi restrikénfmi enddnukleesemi.-PfiAtéto kon- - .
strukci kon&f prekled ne "stop 2". ' . - |

J o, (Ccle 7\
JUDr. Jarmila Traplova
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. 1/ Rekombinentnf plesmid obsehujfc{ slespon-jeden replikon -
/orii/ alespon jedeh selek®ni znek /sm1/ alespon Jeden pro-
“motor’ /Pr1/ & DNA ‘sekvence z genomu pox viru ohreni&ujtct
tento promotor, vyznadujfl se tim y Ze multi-
funkéni kazeta DNA sekvenc! je napojena po'sméru_promotoru;

2/ Plesmid dle bocu 1, vyznedujdi se tim, Ze
 multi- -funkéni kazete DhA sekvenci obszhuje ndsobné klonovecf
misto /mcs/.

3/ Plesmidy dle bodd 1 nebo 2, vyznelujf se tinm,
?e klonoveci miste pro jeden nebo n&kolik z nédsledujicich
enzymd Jsou pritomny ‘

Stef, AvrII, SslI, AccI, HindII, SpeI, Nhel.

—

4/ Plasmid dle élespoﬁ Jecnoho z bodd 1 €¥ 3, vyznadu-
Jici se tim, Ze multi-funkdnf kazeta DNA sekvenct
zajistuje preklad stertovactho & terminzéniho kodonu.

_ 5/ Plesmid dle elespoﬁvjednohobz bodd 1 aZ 4, vy z netu-
" Jfcdi se tim, Ye multifunkdn{ kezeta DNA sekvencd obsa-
huje promotor /pr2/.

6/ Plesmid dle elespon jedroho z bodl 1 2% 5, v y z nadu-
Jfcif se tfm, ¥e multi-funkdnf kezete DNA sekvenc{ obsr-
huje aktivované DNA qekvence.

7/ Plesmid dle alespon jednoho z bodl 1 a¥ 6, vyznsad&u -~
Jici se tfm, ¥e multi-funk®nf kazets DNA sekvenc{ obsa~
huje DNA sekvence pro hydrofobn{ pentldJ zekotvené v membréns

nebo 31gné1ni peptldy.

8/ Plssmid dle alespoﬂ jednoho z bodd + a¥ 7, vy zned&u-
Jficti se t{im, Ze multi-funkdn{ kszets DNA sekvenc{ obse-
huje sekvence ne svém 5 konci a/nebo 3'konci, které Jjsou komple-
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mentérn{ ke zndmym oligonukletidovym primerdm.

9/ Plesmid dle bodu 8, vly znaduJi se tim , Ze
sekvence Jsou komplementdrni k primérim SP& polymeresy nebo
T7 polymeresy ne 5 a/nebo 3 konci.
[}

10/ Plesmid dle slespon jednoho z bodd 1 e 9, vyznedu-
J{ se t1m,: Ze multi-funk®nf kezets DNA sekvenc{.md nds-

ledujfc{ sekvence-: . . : - I
5°-GCACATACGATTTAGGCCTAGGATGTCGA CTAGTTAGCTAGCGTATTAATTTCGATC-3 ‘

11/ Plesmid dle slespon jednoho z bodd 1 8% 10, v y zna -
tuji se tim, Ze replikon /oriil/ slou?f pro replikaci
plasmidu v prokaryotech, s vyhodou v grem-negativnich bekterif,

12/ ©Plesmid dle alespon jednoho z bodd 1 e 10, vyzne -
Eujf se tim, Ze replikon /oril/ slouZ{ pro repliksci
plasmidu v eukaryotech, s vyhodou v kvasinkéch.

13/ Plasmid dle slespon jednoho z bodd 1 e¥ 11, vyzn a -
Eujl se tim, Ye selekénf znsk /sml/ slouf{ pro selekci
-u prokaryotd, s vyhodou u grem-negativnich bekterif,

14/ Plesmid dle elespon jednoho z bodd 1 g% 10 nebo 12, ¥y -
znadugjfl se t{im, Ze selek®nf znek slou?{ pro selekeci
u eukaryotd, s vyhodou u kvesinek,

15/ Plesmid dle alespoﬁ.jednoho z boédd 1 ¥ 14, vyzne -
dugjf se td1m, Ze promotor /pr1/ je silnym pox promoto-
rem.

16/ Plesmid dle slespon jednoho z bodd 1 &2 15, vy zn a =
tujdid se t{im, Z%e promotor /prl/ je promotorem z viru
kravskych nedtovic.

17/ Plesmid dlé'éleépoﬁ jednoho z bodd 1 8% 16, vy zne -
uji se ti{{m, %e promotor p7,5 pro polypeptid s mole~-

kulovou hmotnostf 7,5 kD je pou’ivén jeko promotor viru krev-

skych ne3tovic.
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18/ “Plsemid~dle elespon jednoho z bodd 15 e¥ 17, v yzna ="
tujf se tfm, * promotor /pri/ je pox promotorem zm&-
nénym mutagenez{ nebo je syntetickym proumotorem.

19/' Plasmidcdle éléépoﬁ jedhdho z bodd 1 a% ]8} vy zna -
neStovic se shoduji s neesencidlnimi oblestmi virového genomu.

20/ Plasmid dle alespon jednoho z bodd 1 8% 19, vy zn a =
Eujici se t1m, %Ze hranidnf{ DNA sekvence se shodugi
Uplné nebo éésteéné s genem pro tnymldln klnasu.

21/ Plasmid dle alespon jednoho z bodd 1 &% 20, vy zn.,a -
Cujfci se t{m, Ze obscshuje druhy selekin{ znak /sm2/,

22/° Plesmid dle bodu 21, vy znadujicd se tim R
e selek&nim znakem /sm2/ je lacZ gen.

23/ Plasmid dle bodu 21, vyznadujfci se tim,
Ze selekéni znak /sm2/ Jje dominantni.

24/ Plesmid dle bodu 23, vyznadujfci se tim,
Ze selek&ni znek /sm2/ Je genem pro xanthin quanin fosforibosyl
' _transfercsu. - ' ' o

25/ Plesmid dle bodu 23, vy zna Eujlfci se tim ,
Ze selek&ni znak /sm2/ Je genem pro bilkovinu insktivujfct
entibiotikum hygromycin.,

26/ Plesmid dls slespon jednoho z bodd 21 8% 25, Vv y zn a -
Eujfect se tim , Ze exprese selekdnfho znaku /sm2/ je
° pod kontrolou promotoru pox viru.

27/ Plasmid dle bodu 26, vyzneadujilfci se tim,
Ze promotor p!!l pro polypeptid s molekulérn{ hmotnosti-1] kD Je
pouZivédn jeko promotor viru kravskych neStovic,

28/ Plesmid dle alespon jednoho z bodd 1 &% 27, vy zna -
Eujfcti se t1m, Je celd kodovacl sekvence genu je

- ¢uji se tim, Ze hrenidni DNA sekvence -viru kravsekyeh - - -~
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v&lenéna do mcs / ndsobného klonoveciho miste/.

29/ Plaesnid dle alespon jednoho z bodd 1 a¥ 28, vy zn a -
uji{ci se t{fm, Ze kodoveci sekvence pro funkdn{
oblasti a/nebo antigennfch ¥&stic bflkovin, jsou v&len&ny.

30/ Plesmid dle ka¥dého z bodd 28 nebo 29, vy zna & u -
" Jfctl se tim y Ze v&lenovand DNA Je prirodniho a/nebo.
syntetického pdvodu. ' ' ’ ’ . -

31/ Plasmid dle alespon jednoho z bodd 28 a¥ 30, vyzna -
tujici se tfm, Ze vilenovend DNA se shoduje Upln¥
nebo &4stefn& s kodujicimi sekvencemi pro bflkoviny nebo je-
Jich derivédty z patogend.

32/ Plasmid dle bodu 31, vyznadugjfici{ se tim ,
fe patogeny Jjsou patogeny plsobici ndkezu &ernym ke3lem, te-
tanem, melerif, AIDS, kl{3fovou encefalitidou / Centrélni
Evropskou encefalitidou /, #loutenkou B nebo herpes.

33/ Plesmid dle alespon jednoho z bodd 28 8% 32, vy zn a -
tujfici se t1Im, e vilenovand cizorodd DNA koduje
iplné nebo sdstednd bilkovinu vykezujfc{ biologickou ekti-

~ vitu; alespon jednu. z ndsledujfcich bflkovin : kosguladnf fak-
tory II, VIII, IX, XII, XIII, von Willebrenddv faktor, bflkovi-
nu C a S, antitrombin III, plesminogen, hirudin, NGF, FGF, TNF,
B-bunku stimulujfcf fsktory, bilkoviny z interleukinové skupi=~
ny, epolipoproteiny nebo glykoproteiny z vird.

34/ Plesmid dle alespon jednoho z bodd 1 a% 10, vy zn a -
Eujici se t{fm, Ze to je pSCI1-Orth /DMS 5734/,

35/ Zpdéob pf{pravy rekombinentnfho pox viru, vy zn a & u -
Jicdid se ti{m, %e pox virus je rekombinovdn s plesmidem
dle.alespoﬁ Jednoho z bodd 1 aZ 34, '

36/ Zpdsob dle bodu 35, vy zneadujici se tim,
¥Ye pox virus Jje atenuovanym virem, ‘s vyhodou pomoci insaktiveace

hr ‘gent nebo VGF genu.
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‘“37/'-Rekombinenini’poxzvirus{” vyznedujici se

t £ m, Ze obsshuje cizorodé geny, které Jsou pod .kontro-
lou dodatetného promotoru mimo &4st{ jeho prirodnf DNA & mi¥e
byt produkovén zpdsobem dle bodd 35 nebo 36.

...38/--. Re kombinentni pox-virus dle bodu 37 y UV oy znta &u J S
c{ se tim, Ze je to virus kravskych nedtovic.

39/ Pou?itf rekombinantnfho pbx”viru dle bodu 37 nebo“38
pro expresi DNA sekvenc! cizorodych pro pox virus.

40/ PouZiti rekombinentniho pox viru dle bodu 39, vyzne -
Cujicdi se t{m, Ze DNA sekvence cizorodé pro pox
virus kodujf dpln& nebo &dstednd bflkoviny nebo jejich deri-
vdty z patogend.

41/ PouZiti rekombinantnfho pox viru dle bodu 40, vy zn a -
ujfici se tiIm, Ze patogeny mohou zpisobit ndkszu
ernym kaSlem, tetsznenm, malarli AIDS, kl{i3tovou encefalltldou,
Eloutenkou B a herpes.

42/ Pou?itf rekombinentniho pox viru dle bodu 39, vy zna -
Cujici se ti1Im, Ze DNA sekvence cizorodé pro pox
virus kodujf Uplné& nebo &4stedn& bilkovinu  vykezujfct blolo-
gickou aktivitu, alespon Jednu 2z néqleduaicich bflkovin :
koaguladni faktory II, VIII, IX, XII, XIII, von Willebranddv
faktor, bflkovinu C a S, antitrombin III, plesminogen, hirudin,
NGF, FGF, TNF, B-bunku stimulujfct faktory,'bilkoviny z inter-.
leukinové skupiny, apolipoproteiny nebo glykoproteiny z vird.

- 43/ Bun&nd kultura, vy znadu}j fcf se tim, Ze
obsshuje pox virus dle bodu 37 nebo 38, :

44/ Bun&nd kultura dle bodu 43, vyznaddujfci se
tIm, Ze to je kultura TK™ bunék s vyhodou TK 143 / CNCM ;

I- 732 /.

45/ Peptid nebo polypeptid, vyznaedujfci se ti{im
Ze miZe byt produkovdn v bun3¥né kultuie dle bodu 43 nebo 44,

’
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46/ Farmaceutickd skladba, vyznadujfci se ti{m,
¥e obsshuje jeden nebo vice peptidd &/nebo polypeptidd dle
bodu 45.

47/ Vekcina, vy znad&ujici se tim, Ze obsshu-
je jeden nebo n&kolik peptidd &/nebo polypeptidd dle bodu 45.

48/ Virovd vekefna, vyznadujidicit se tim, Ze
'obsahuje_alespOﬁ‘jeden‘rekombinentni pox virus dle bodd 37
nebo 38,

’

49/ Diagnostické &inidlo, vy znadc¢ujici se tim,
¥e obsshuje jeden nebo n&kolik peptidd a/nebo polypeptidd dle
bodu 45.

50/ Pou%it{ vaekciny dle bodd 47 nebqhs pro produkci protilé-
tek. :

o felr T
WDy, larmila Traplova
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