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Menetelmi rokotekoostumuksen saamiseksi eldinten rokottamiseksi niiden
suojaamiseksi BHV-1-virusta vastaan

Keksinnon ala

Keksinto koskee patageenien aiheuttamiin sairauksiin liittyvda rokottamista, ja
siind kidytetddn sekd klassisia menetelmiid eldvin, heikennetyn rokotteen tai
inaktivoidun rokotteen valmistamiseksi ettd uusia, DNA-rekombinaatio-
teknologiaan liittyvid menetelmia.

Keksinto koskee erityisesti eldvien heikennettyjen rokotteiden ja
inaktivoitujen rokotteiden valmistamista eldinten, erityisesti nautaeldinten,
suojaamiseksi naudan herpesvirus 1-tyyppia (BHV-1) vastaan, jolloin nimi
rokotteet on suunniteltu sellaisiksi, ettd ne eivit ainoastaan ole turvallisia ja
tehokkaita vaan my0s tarjoavat mahdollisuuden erottaa rokotettujen eldinten
joukosta tartunnan saaneet niisti, jotka eivit ole saaneet tartuntaa.

Keksinnon tausta

BHV-1, mukaan lukien naudan turvan limakalvojen ja henkitorven tulehdusta
(rhinotracheitis)  aiheuttava tarttuva virus (IBRV) ja  mirkivii
emitintulehdusta (pustular vulvovaginitis) aiheuttava tarttuva virus (IPVV), on
tarked tekija nautaeldinten hengityselinten sairauksien ja
hedelmallisyyshéirididen kehittymisessd. Akuutin infektion jalkeen BHV-1 jai
usein kantajan elimistoon piilevdassd muodossa. Piilevéd virus voi aktivoitua
uudelleen mm. rasituksen vaikutuksesta - mihin mahdollisesti liittyy tai ei liity
kliinisid oireita — ja lopulta poistua eritteend. Tistd syystd tartunnan saaneita
eldimid on pidettivd mahdollisina elinikdisina BHV-1:n levittdjind. BHV-1:4
esiintyy kotoperdisesti noin 75 %:ssa hollantilaisia karjatiloja. Erityisesti
vanhemmat karjat ovat serologisesti positiivisia.

Saatavilla on useita inaktivoituja ("kuolleita") rokotteita ja useita heikennettyja
("eldavid") rokotteita BHV-1 —infektiota vastaan. Inaktivoituja rokotteita
valmistetaan  tappamalla BHV-1 -virus  esimerkiksi  lampokaisittelyn,
sateilytyksen tai etanoli- tai formaliinikidsittelyn avulla. Niin aikaansaatu suoja
on kuitenkin usein riittdimétdon. Heikennettyjd rokotteita valmistetaan suurella
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miirdlldi  kulkuja  homologisissa (naudan) tai heterologisissa, kuten
sian tai koiran, soluissa, ja toisinaan viruksia kisitellddn tilloin myds
fysikaalisesti tai kemiallisesti. Tilld tavoin viruksen periméssd kehittyy
tuntemattomia mutaatioita/hdviamid, jotka usein vihentdvit viruksen tautia-
aiheuttavia ominaisuuksia. Heikennetyt eldvit rokotteet antavat paremman
suojan kuin inaktivoidut rokotteet, mm. sen vuoksi, ettd ne tuovat enemmén
virusantigeenejd kantajan immuunijirjestelméin. Eldvien rokotteiden toinen
tirked etu on se, ettd ne voidaan antaa neninsisdisesti eli sithen kohtaan, jossa
rokotteissa on parantamisen varaa. Jotkin eldvdt rokotteet ovat ilmeisesti
sdilyttdneet sikibkuolemia aiheuttavan ominaisuutensa, mikd havaitaan
erityisesti lihakseen ruiskutetuissa rokotteissa. Todennakoisesti myds kaikki
eldvit rokotteet pysyvit piilevind rokotetussa lehméassd. Lisdksi on olemassa
mahdollisuus, ettd jos rokote eroaa ainoastaan vihan villistd virustyyppisté,
tapahtuu tautia aiheuttavien ominaisuuksien palautuminen.

Kuitenkin yksi vaikeimmista ongelmista on se, ettd BHV-1-rokotteet eivit voi
estdd villien virustyyppien aiheuttamaa tartuntaa. Téstd on seurauksena, ettd
rokotettu karja voi myos levittdd villia BHV-1-virustyyppia.

BHV-1-viruksen saamiseksi hallintaan on vilttimatontd saada aikaan tehokas
ja turvallinen rokote, joka voidaan erottaa villistd virustyypistd, koska
kiyttdmalld tehokasta rokotetta voidaan vihentida BHV-1:n  Kkiertoa
huomattavasti, ja testi, jolla voidaan erottaa rokote ja villi virustyyppi,
mahdollistaa tartunnan saaneiden eldinten l0ytdmisen (ja sitten poistamisen)
rokotetusta karjasta.

Aikaisemmin on  kehitetty = BHV-1-rokotteita, jotka  vaikuttavat
turvallisemmilta kuin perinteiset rokotteet ja jotka voidaan erottaa villistd
virustyypistd. On eristetty tymidiinikinaasi-hdvidmidmutantti, joka aiheuttaa
vihemmiin sikiokuolemia, tulee harvemmin piilevaksi eikd voi tulla uudelleen
aktiiviseksi. Lisaksi DNA-rekombinaatiotekniikalla on rakennettu BHV-1-
rokote, jossa on glykoproteiinin gIII geenin kohdalla hidvidmi, jolloin tima
rokote voidaan erottaa villistdi BHV-1-virustyypistd serologisin menetelmin.
Niitd rokotteita vastaan on kuitenkin tiettyja nidkokohtia. Toisaalta
tymidiinikinaasigeeni liittyy viruksen kahdentumiseen, ja pienemmiét
kahdentumisominaisuudet voivat johtaa heikompaan suojaan. Toisaalta
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glykoproteiini  gIll  on  tdrked suojaavien vasta-aineiden tuottamises-
sa, mika tekee glll-hdvidmirokotteen teholtaan heikommaksi. Yksi kdytdnnon
ongelma on se, ettd rekombinoitujen rokotteiden neninsisdinen anto, mikd
antaa yleisesti parhaan suojan, on joissakin maissa kiellettyd. Nain ollen
tarvitaan rokotetta, joka on seké turvallinen ettd tehokas ja joka voidaan myos
erottaa villistd BHV-1-virustyypistd, jolloin on lisiksi toivottavaa, ettd ainakin
yksi tillainen rokote on valmistettu viruksesta, joka on heikennetty
perinteiselld menetelmilld, pikemmin kuin viruksesta, joka on valmistettu
DNA -rekombinaatiotekniikalla.

Soluviljelmissd tapahtuneiden kulkujen kautta on saatu BHV-1-kanta, josta
puuttuu glykoproteiinia gE vastaava geeni. Tutkimuksen ensimmadiset tulokset
viittaavat siihen, ettd timd geeni on hyvin hyodyllinen tehtdessd serologista
erottelua BHV-1-viruksen villiin tyyppiin nihden ja ettd se liittyy
taudinaiheuttamisominaisuuksien  ilmentimiseen.  Tastd  syystd  sen
poisjattiminen lisda turvallisuutta ja saattaa tehdid tymidiinikinaasi-hdvidmien
kidyton tarpeettomaksi. Glykoproteiini gE vaikuttaa vdhemmin tarkedlta
suojan indusoimisessa kuin glykoproteiini glll. Tavanomaisella menetelmilla
heikennetty BHV-1-kanta, joka voidaan erottaa serologisesti viruksen villistd
tyypistd, on ainutlaatuinen. Tassd yhteydessd ensimmiistd kertaa kuvattu gE-
geenin sijainti ja DNA-sekvenssi eivit ole olleet aiemmin tunnettuja, eivitka
my0skain tdstd johdettavat oligonukleotidit, polypeptidit ja oligopeptidit. gE-
geenin perusteella tehtdvi serologinen erottelutesti on myds ainutlaatuinen.

Tamin “tavanomaisen” (“tavanomainen” tarkoittaa tissd heikennetyn viruksen
tavanomaisen eristysmenetelmin kayttod) gE-hdvidmamutantin tirked etu on
se, ettd sitd on mahdollista antaa neninsisdisesti niissd maissa, joissa tamd
antotapa on rekombinoitujen rokotteiden osalta kielletty. Tdmén tavanomaisen
gE-hdvidmirokotteen lisdksi on kuitenkin valmistettu myds tarkoin
midriteltyja ~ rekombinoituja  rokotteita  ottaen huomioon  eri
turvallisuusndkokohdat. Myds ndissd rekombinoiduissa rokotteissa on gE-
hidvidmi - ja niissd voi mahdollisesti olla hidvidmd myds tymidiinikinaasi-
geenin kohdalla — ja niitd voidaan myos kidyttdd heterologisten geenien
ilmentymisen vektoreina. Kaikki n#mid rekombinoidut rokotteet voidaan
erottaa villistd virustyypistd samalla gE-spesifiselld testilldi. Yhden
standarditestin kdytto useiden eri rokotteiden sarjan yhteydesséd voi olla suuri
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etu, kun BHV-l-virusta vastaan kamppaillaan kansainvilisesti. Tallais-
ta menetelmai ei ole atkaisemmin kuvattu BHV-1-rokotteiden alalla.

Karjan BHV-1-vasteen serologinen analyysi osoitti, ettd tirked osa anti-gE-
vasta-aineista  suuntautuu  glykoproteiini gE:n ja toisen BHV-1-
glykoproteiinin, nimittdin glykoproteiini gl:n, muodostamaa kompleksia
vastaan. Serologiset testit, jotka voivat (my6s) osoittaa tillaisten
kompleksispesifisten vasta-aineiden olemassaolon, voivat siis olla herkempid
kuin testit, jotka tunnistavat ainoastaan anti-gE-vasta-aineet. Karja, joka on
rokotettu yhdelld ainoalla gE-hdvidmamutantilla, voi tuottaa anti-gl-vasta-
aineita, jotka voivat sekaantua anti-gl/gE-vasta-aineiden tunnistamiseen. Néin
ollen keksinnon piiriin kuuluu myos gl/gE-kaksoishidvidmairokote.

Keksinnon yhteenveto

Tdmd keksintd tarjoaa ensisijaisesti menetelmén rokotekoostumuksen
saamiseksi eldinten, erityisesti nisdkkdiden, tarkemmin nautaeldinten

rokottamiseksi niiden suojaamiseksi BHV-1-virusta vastaan, jolloin rokote-

koostumus muodostetaan BHV-1-mutantista ja sopivasta kantajasta tai apu-
aineesta, jolloin mainitussa BHV-1-mutantissa on hdvidmé glykoproteiinin gE
geenissd, joka gE on proteiini, jolla erityisessi BHV-1-kannassa on kuvan 3A
mukainen aminohapposekvenssi ja joka voidaan erottaa serologisesti villid
tyyppid olevasta BHV-1:sta.

Keksinnon erds edullinen suoritusmuoto Kkisittdd menetelmédn, jossa
glykoproteiinin gE geenissd hdviimd on aiheutettu heikentdmismenetelmalla,
kuten havidgmamutantti Difivac-1, jota kuvataan jiljempéani.

Keksinnon muita edullisia suoritusmuotoja on menetelmd, jossa BHV-1:n
hdavidmdmutantissa hdvidma glykoproteiinin gE geenissd on saatu aikaan
DNA-rekombinaatiotekniikalla, kuten hiviimimutantit 1B7 tai 1B8, joita
kuvataan jiljempédnd.

Keksinnon yksi edullinen suoritusmuoto késittdd menetelmin, jossa BHV-1:n
kaksoishdvidmamutantissa on hividmi sekid glykoproteiinin gE geenissd ettd
glykoproteiinin gl geenissd, kuten gl/gE-kaksoishdvidmamutantti Difivac-IE,

jota kuvataan jaljempénd.
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Keksinnbn mukaisella menetelmilla voidaan valmistaan seuraavia
rokotekoostumuksia:

Yksi mahdollisimman turvallinen suoritusmuoto on rokotekoostumus, joka
kasittdd BHV-1:n hdvidamdmutantin, jossa on hiviimi sekd glykoproteiinin gE
geenissd ettd tymidiinikinaasigeenissd. Keksinto kattaa my6s BHV-1:n
hdvidmidmutantin, jossa on hadviamid glykoproteiinin gE geenissd, glyko-
proteiinin gl geenissi ja tymidiinikinaasigeenissa.

Rokotevalmiste eldinten, erityisesti nisikkiiden, erityisesti nautaeldinten,
rokottamiseksi niiden suojaamiseksi BHV-1 —virusta vastaan, joka valmiste
kasittdd edelld kuvatun BHV-1:n hdavidmamutantin, ja sopivan lisdkantajan tai
apuaineen. Mainittu valmiste voi olla eldva tai inaktivoitu rokotevalmiste.

Keksintd koskee myds menetelmés rokotekoostumuksen saamiseksi, jossa on -
BHV-1:n mutantti, jossa on hdviimid glykoproteiinin gE geenissd ja joka
sisdltdd heterologisen geenin, joka on siirretty DNA-rekombinaatiotekniikan
avulla. Tama on edullisimmin BHV-1:n mutantti, joka siséltdd heterologisen
geenin, joka on siirretty DNA-rekombinaatiotekniikalla glykoproteiinin gE -
geenin paikalle, joka heterologinen geeni on gE:n geenin sdatelysekvenssien -
ohjauksessa ja on mahdollisesti liitetty gE:n geenin siihen osaan, joka koodaa
signaalipeptidid. Tdmd heterologinen geeni voi myods olla BHV-l:n eri
promoottorin ohjauksessa tai heterologisen promoottorin ohjauksessa. Kun
BHV-1 —mutantissa on glykoproteiinin gE geenin hdvidmén lisdksi muitakin
haviamiid, kuten tymidiinikinaasigeenihdvidma ja/tai glykoproteiinin gl geenin
hdvidmd, mainittu heterologinen geeni voidaan myos liittdd timén/ndiden
lisahavidman/lisdhdvidmien kohtaan. Yhden vaihtoehdon muodostavat useat
liitinndiset, joko yhdessd yhteen hdvidamikohtaan tai sijoitettuina erikseen

useisiin hiviimakohtiin.

Siirretty heterologinen geeni koodaa edullisesti toisen taudinaiheuttajan
immunogeenistd proteiinia tai peptidid, tai sytokiinia, joka edistda
immuunivastetta. Sopivia sytokiineja ovat esimerkiksi interleukiini 2,
interferoni-alfa ja interferoni-gamma.
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Keksinto tarjoaa my0s menetelmin (eldvidn tai inaktivoidun) rokoteval-
misteen saamiseksi eldinten, erityisesti nisdkkiiden, erityisesti nautaeldinten,
rokottamiseksi niiden suojaamiseksi (eri) taudinaiheuttajilta, joka valmiste
kasittdad BHV-1:n mutantin, jossa on heterologinen geeni, joka koodaa tdmén
toisen taudinaiheuttajan immunogeenistd proteiinia tai peptidia, sekid sopivan
kantajan tai apuaineen. Suoja voi luonnollisesti koskea useampia kuin yhti
taudinaiheuttajaa, t.s. se voi olla monenarvoinen rokote, jossa mutantti sisaltia
useita heterologisia geeneji.

Keksinto koskee lisdksi menetelmad sellaisen koostumuksen saamiseksi, joka
kidsittad rekombinanttinukleiinihappoa, joka kasittdda BHV-1:n glykoproteiinin
gE geenin, osan tdtd glykoproteiinin gE geenii tai téstd glykoproteiinin gE
geenistd johdetun nukleotidisekvenssin. Tdmi koostumus voi sisiltdd
kloonaus- tai ilmentdmisvektorin, jossa on rekombinanttinukleiinihapon
liitdnndinen, joka késittdda BHV-1:n glykoproteiinin gE geenin, osan titad
glykoproteiinin gE geenid tai tdstd glykoproteiinin gE geenistd johdetun
nukleotidisekvenssin.

110060

Keksinto kisittdd myos menetelmin sellaisen koostumuksen saamiseksi, joka
kasittdda BHV-1:n glykoproteiinin gE, osan tdtd glykoproteiini gE:td, téstd"

glykoproteiini gE:std johdetun peptidin tai glykoproteiinien gE ja gl

kompleksin, sekd koostumuksen, joka kasittdd vasta-ainetta, joka on spesifinen

BHV-1:n glykoprotetineille gE, osalle tita glykoproteiinia gE, tastd
glykoproteiini gE:std saadulle peptidille tai glykoproteiinien gE ja gl
kompleksille. "Vasta-aine" merkitsee tissd yhteydessd sekd polyklonaalista
vasta-ainevalmistetta ettd monoklonaalista vasta-ainetta, joka on useimmissa
sovelluksissa edullisempi. Termit "osa glykoproteiinia gE" ja "glykoproteiini
gE:sti  johdettu peptidi” merkitsevit tdssd yhteydessd gE-spesifistd
aminohapposekvenssid, jonka pituus on yleensi ainakin noin 8 aminohappoa.

Keksinnon yksityiskohtainen kuvaus

Keksint6 koskee sarjaa BHV-1-rokotteita, sekd eldvid ettd inaktivoituja, joille
on yhteistd se, ettd niistd puuttuu glykoproteiinin gE geeni kokonaan tai
osaksi. Tamid sarja kisittdd sekd luonnollisen gE-hdvidmidmutantin ettd
konstruoidut gE-hdvidmimutantit, joissa voi lisdksi olla tymidiinikinaasin
geenin ja/tai glykoproteiinin gl geenin hividmi, sekd konstruoidut gE-
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hdvidmiamutantit,  joita  kiytetddn heterologisten geenien vektoreina.
Keksintd koskee myds BHV-1:n glykoproteiinin gE geenid koodaavia
nukleotidisekvenssejd, ndistd sekvensseistd johdettuja oligonukleotideja, itse
glykoproteiini gE:td, ndistd johdettuja peptidejd sekd (monoklonaalisia tai
polyklonaalisia) vasta-aineita, jotka kohdistuvat glykoproteiini gE:td ja siitd
johdettuja  peptidejd  vastaan. Keksinto  koskee lisiksi BHV-l:n
glykoprotetinien gE ja gl komplekseja seki tillaisia komplekseja vastaan
kohdistuvia vasta-aineita.

Naitd keksinnon mukaisia aineita voidaan kdyttd4 seuraaviin tarkoituksiin:

1)  karjan rokottamiseen BHV-1:n aiheuttamia tauteja vastaan siten, etti
voidaan erottaa toisistaan BHV-1-tartunnan saaneet eldimet ja rokotetut
eldimet, jolloin tavanomaista ja konstruoitua rokotevalmistetta voidaan
kdyttdd rinta rinnan;

'2) karjan rokottamiseen sekd BHV-1:n ajheuttamia tauteja ettd muiden

patogeenien aiheuttamia tauteja vastaan, joiden patogeenien suoja-
antigeenien  koodaussekvenssit  voidaan  sisdllyttdida =~ BHV-1-
haviamidmutantteihin;

3) Kkarjasta saadun veren, seerumin, maidon tai elimiston muun nesteen
testaamiseen, jolloin voidaan serologisesti tai nukleiinihappo-
madritystekniikalla (esim. PCR) mairittid, ovatko eldimet saaneet BHV-
1:n villin tyypin tartunnan tai onko ne rokotettu gE-hdvidmadmutantilla.

BHV-1:n glykoproteiinin gE geenin ja_glykoproteiinin gl geenin koodaus-
sekvenssistd johdettujen oligopeptidien, polypeptidien ja glykoproteiinien

synteesi

Esimerkeissd on kuvattu glykoproteiinin gE geenin (Fig. 3A) ja timédn geenin
koodaavien eristettyjen DNA-jaksojen DNA-sekvenssianalyysin tulokset,
joiden avulla on standardinmukaisia molekyylibiologisia menetelmid kdyttden
mahdollista sekd valmistaa synteettisesti gE-proteiinin peptidejd (oligo- tai
polypeptideja) ettd ilmentdd gE-proteiinia kokonaisuudessaan tai suurelta osin
prokaryoottista reittid pitkin (bakteereissa) tai eukaryoottista reittid pitkin
(esimerkiksi hiirien tai rottien soluissa). Naiit4 reitteja kiyttden voidaan saada
gE-spesifinen antigeeni, jota voidaan kidyttdd esimerkiksi gE-spesifisten
monoklonaalisten vasta-aineiden (Mab:t) tuottamiseen. Lisdksi gE-spesifistd
antigeenid (ja gE-spesifisid monoklonaalisia vasta-aineita) voidaan kayttda
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serologisissa testeissd, joilla voidaan erottaa toisistaan BHV-l1:n gE-
hidvidmirokotteella rokotetut eldimet ja BHV-1:n villin virustyypin tartunnan
saaneet eldimet.

Esimerkeissd kuvatun glykoproteiinin gl geenin osittaisen DNA-
sekvenssianalyysin tulosten avulla ja timin geenin koodaavien eristettyjen
DNA-jaksojen avulla yhdessd glykoproteiini gE:td ilmentidvien eukaryoottisten
solujan kanssa on mahdollista ilmentdd gl/gE-kompleksia eukaryoottisissa
soluissa (ks. Fig. 13 ja 14). Tatd glykoproteiinikompleksia voidaan kiyttda
gl/gE-spesifisten monoklonaalisten vasta-aineiden tuottamiseen. gl/gE-
kompleksia voidaan my0s kidyttdd antigeenina serologisissa testeissd, joilla
voidaan erottaa toisistaan BHV-1:n yksinkertaisella gE-hdvidmamutantilla tai
kaksinkertaisella gl/gE-hdviamamutantilla rokotetut eldimet ja BHV-1:n villin
virustyypin tartunnan saaneet eldimet.

eE-spesifiset peptidit

Tunnetun proteiinikoodaussekvenssin perusteella voidaan automaattisen -
syntetisoijan avulla valmistaa polypeptidejd, joissa on vihintddn n. 40-50
aminohappoa. Kun BHV-1:n Lam-kannan glykoproteiinin gE proteiini-.
koodaussekvenssi on nyt purettu (Fig. 3A), voidaan synteettisesti valmistaa
timan BHV-1:n glykoproteiinin gE polypeptideja. Tillaisilla polypeptideilla
voidaan standardinmukaisilla menetelmilld immunisoida koe-eldimid, kuten
hiirid tai kaneja, gE-spesifisten vasta-aineiden tuottamiseksi. Liséksi tillaisia
gE-spesifisida peptidejd kédyttden voidaan edelleen miirittdd ne kohdat
(epitoopit), joissa anti-gE-vasta-aineet reagoivat gE-proteiinin kanssa,
esimerkiksi PEPSCAN-menetelmédn avulla (Geysen ym., 1984, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 81, 3998-4002). gE-spesifisid oligopeptidejd voidaan myds
kayttad serologisissa testeissé anti-gE-vasta-aineiden osoittamiseksi.

Prokaryoottinen gE:n ilmentiminen

gE-proteiinin  valmistamiseksi  synteettisesti bakteereissa (eli gE:n
prokaryoottiseksi ilmentdmiseksi) on ne DNA-jaksot, jotka koodaavat glyko-
proteiini  gE:tdi  tai sen  osia, kloonattava  prokaryoottisiin
ilmentimisvektoreihin. Prokaryoottiset ilmentdmisvektorit ovat pyoreitd
DNA-molekyylejd, jotka voivat pysyd bakteerissa erillisind kahdentuvina



10

15

20

25

30

35

9

molekyyleind (plasmideina). Nimd ilmentdmisvektorit sisaltavit yhden tai
useampia merkitsingeeneji, jotka koodaavat antibioottien vastustuskykyéd ja
mahdollistavat nédin ilmentdmisvektorin sisédltdvien bakteerien valinnan.
Lisdksi ilmentdmisvektorit kisittivit (usein ohjailtavan) promoottorialueen,
jonka taakse voidaan sitoa DNA-jaksot, joita sitten ilmennetdin promoottorin
vaikutuksesta. Useissa nykyisissd prokaryoottisissa ilmentdmisvektoreissa
haluttu proteiini ilmennetddn fuusioituna ns. Kkantajaproteiiniin. Tata
tarkoitusta varten vektorissa sijaitsee promoottorin takana kantajaproteiinin
koodaussekvenssi, ja haluttu DNA-jakso voidaan liittdd suoraan tidmén
viereen. Fuusioproteiinit ovat usein pysyvampid ja helpommin tunnistettavia
jaltai eristettdvid. Pysyvyysaste, jonka tietty fuusioproteiini voi saavuttaa
tietyssd bakteerikannassa, vaihtelee fuusiosta ja kannasta toiseen. Yleensd
kokeillaan eri yhdistelmia.

Glykoproteiinin gE geenin eukaryoottinen ilmentiminen

Vaikka proteiinien prokaryoottinen ilmentidminen usein tarjoaa joitakin etuja,

110060

proteiineista puuttuvat ne vaihtelumahdollisuudet, kuten glykosylaatio ja -

vastaavat, jotka esiintyvdt eukaryoottisissa = soluissa. Téstd syystd
eukaryoottisesti ilmennetty proteiini on usein sopivampi antigeeni. Proteiineja

ilmennetdin heterologisesti eukaryoottisissa soluissa, esimerkiksi rotan tai

hiiren soluissa, kdyttdmalld eukaryoottisia ilmentdmisvektoreita. Niama
vektorit ovat plasmideja, joita ei voida ainoastaan lisitd E. coli —soluissa vaan
jotka myds eldvdt pysyvisti eukaryoottisissa soluissa. Prokaryoottisen
valintamerkitsimen lisdksi ne sisdltivdit myos eukaryoottisen valinta-
merkitsimen. Analogisesti prokaryoottisten ilmentdmisvektorien kanssa
eukaryoottiset ilmentdmisvektorit kasittdvit promoottorialueen, jonka taakse
halutut geenit voidaan liittdd. Eukaryoottisissa vektoreissa olevat
promoottorisekvenssit ovat kuitenkin spesifisid eukaryoottisille soluille.
Lisdaksi eukaryoottisissa vektoreissa fuusioitumista kantajaproteiineihin
kédytetddn vain harvoin hyvidksi. Ndmid vektorit siirretdéin eukaryoottisiin
soluihin standardinmukaisella siirtomenetelmalla (F.L. Graham ja A.J. Van
der Eb, 1973, Virology 52, 456-467). Eukaryoottisten plasmidivektorien
lisaksi on my0s virusvektoreita, joissa heterologinen geeni siirretdéin viruksen
perimdin (esim. retrovirukset, herpesvirukset ja lehmirokkovirus).
Eukaryoottiset solut voidaan sitten tartuttaa rekombinanttiviruksilla.
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Yleisesti ei voida ennustaa, mitkd vektorit ja  solutyypit  sopivat
parhaiten tietylle geenituotteelle. Useimmiten kokeillaan monia yhdistelmia.

Seki glykoproteiini gE:n ettd glykoproteiini gl:n eukaryoottinen ilmentdminen

Proteiinin saama lopullinen rakenne riippuu sen primééristi amino-
happosekvenssistd, laskostuneisuudesta, kddnnoksen jilkeisistd muunnelmista
ym. Yksi tdrkeid proteiinin rakenteeseen vaikuttava tekijd on sen vuorovaikutus
yhden tai useamman toisen proteiinin kanssa. Tutkimuksessa on havaittu, ettid
my6s BHV-1:n glykoproteiini gE muodostaa kompleksin ainakin yhden toisen
glykoproteiinin, nimittdiin BHV-1:n glykoproteiinin gl kanssa. Ensimmaiinen
havainto tillaisesta kompleksista saatiin tuloksistamme mahdollisilla
monoklonaalisilla anti-gE-vasta-aineilla Mab:t 1, 51, 67, 75 ja 78 (ks. taulukko
2). Ndama monoklonaaliset vasta-aineet eivit reagoineet Difivac-1:n tai Lam
gEn kanssa, mutta ne eivit mydskddn tunnistaneet glykoproteiini gE:td
ilmentdvid 3T3-soluja. Kuitenkin ndimad monoklonaaliset vasta-aineet reagoivat
gE:td ilmentdvien 3T3-solujen kanssa Difivac-1-infektion jilkeen, mika
osoittaa, ettd tarvitaan tdydentdvid tekijoitd, jotta glykoproteiini gE saisi.
niiden  monoklonaalisten  vasta-aineiden  tdydellisen  antigeenisen
vastaavuuden. Joissakin Mab 81:ll4 tekemissiamme radioimmunologisissa -
saostuskokeissa havaitsimme yhteissaostumista proteiinin kanssa, jonka
ilmeinen molekyylipaino oli 63 kD.

Ottaen huomioon, ettd herpes simplex —viruksen glykoproteiini gE muodostaa
kompleksin vastaavan molekyylipainon omaavan proteiinin kanssa (HSV1:n
glykoproteiini gl), padittelimme, ettd BHV-1:n glykoproteiini gE muodostaa
kompleksin glykoproteiini gl:n BHV-1-homologin kanssa. Tamédn BHV-1:n
gE/gl-kompleksin tutkimiseksi ja sopivan antigeenirakenteen omaavan gE-
antigeenin tuottamiseksi ilmensimme kumpaakin glykoproteiinia yhdessd
eukaryoottisessa solussa. Tétd varten kidytimme samoja menetelmid, joita on
yhteydessd. Ainoa lisdedellytys on se, ettd kdytetddn ilmentdmisvektoreita,
joilla on erilaiset eukaryoottiset valintamerkitsimet.
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Serologiset testit

Serologiset menetelmit Difivac-1:114 rokotetun karjan ja BHV-1:n villin
virustyypin tartunnan saaneen karjan erottamiseksi toisistaan gE:n vastaisten
vasta-aineiden perusteella perustuvat sopivimmin monoklonaalisten gE:ti
vastaan kohdistuvien vasta-aineiden kdyttoon.

Niitd voidaan kdyttdd seuraavasti:

a) Van Oirschotin ym. kuvaaman periaatteen mukaan (Journal of
Virological Methods 22, 191-206, 1988). Tissi Aujeszkyn taudin
aiheuttavan viruksen vastaisten gl-vasta-aineiden ELISA-miirityksessi
vasta-aineet tunnistetaan sen estovaikutuksen perusteella, joka niilld on
kahden kaksi eri epitooppia gl:ssi omaavan monoklonaalisen vasta-
aineen reaktioon. Testi tehdddn seuraavasti: Mikrotiitterilevyji
paallystetddn Mab 1:114, ne pidetddn yli yon 37°C:ssa, minki jilkeen ne
varastoidaan, esim. 4°C:ssa tai -20°C:ssa. Tutkittavaa seerumia esi-
inkuboidaan  antigeenin  kanssa  erillisissd  paillystimattomissi

- mikrotiitterilevyissd, esim. 2 h ajan 37°C:ssa. Mab 1.114 paallystetyt levyt
pestddn, esim. 5 kertaa, minkd jdlkeen piparjuuriperoksidaasiin (HRPO)
yhdistettyd Mab 2:ta lisdtidn ndihin levyihin. Tdmédn jilkeen esi-
inkuboidut seerumivasta-ainesekoitukset siirretddn levyihin, joissa on
molemmat Mab:t, minki jilkeen inkuboidaan esim. lh ajan 37°C:ssa.
Levyt pestddn, ja kuhunkin kuoppaan lisitddn substraattia. Levyji
pidetdin noin 2 h ajan huoneenlimmossd, kunnes ne luetaan
spektrofotometrisesti.  Kussakin levyssi on nelja negatiivista
kontrolliseerumia ja nelji positiivisen seerumin sarjalaimennosta.
Positiiviseksi katsotaan seerumi, jonka optinen tiheys (OD-arvo) on
vihemman kuin 50 % samalla levylld tutkitun neljan negatiivisen
kontrolliseerumin keskimiiriisestd OD-arvosta.

b) Epédsuoran kaksoisvasta-aine-sandwich (Indirect Double Antibody
Sandwich, IDAS) periaatteen mukaan. Till6in mikrotiitterilevyt
paillystetddin gE-proteiinia vastaan suunnatulla monoklonaalisella vasta-
aineella tai polyklonaalisella seerumilla. gE-antigeenivalmisteella
inkubointi saa aikaa gE:n sitoutumisen padllysteeseen. Tutkittavassa
naudan seerumissa erityisesti gE:td vastaan suunnatut vasta-aineet
sitoutuvat tdmin jilkeen gE:hen. Anti-naudan immunoglobuliinin
konjugaatit  tunnistavat ndmd sitoutuneet vasta-aineet. Tdmin
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konjugaatin vasta-aineet sitoutuvat kovalenttisesti  peroksi-
daasientsyymiin. Lopuksi sitoutunut konjugaatti saadaan nidkyviin
lisadamillda kromogeenistd substraattia. Tamin reaktion spesifisyys
tarkistetaan  tekemilldi  samat  toimenpiteet  gE-negatiivisella
kontrollivalmisteella gE-antigeenivalmisteen asemesta. Kussakin mikro-
tiitterilevyssd on sekd positiivista ettd negatiivista kontrolliseerumia.
Testi on pitevd, jos positiivisella seerumilla saadaan positiivinen tulos
tietylld laimennoksella. Seerumi on positiivinen, jos sen optinen tiheys
on 0,2 yksikkod korkeampi kuin standardinmukaisen negatiivisen
kontrolliseerumin optinen tiheys.
Kohdassa 2) kuvatun IDAS-periaatteen mukaisesti, mutta kayttamalla
tutkittavan seerumin inkuboinnin jilkeen anti-gE-monoklonaalista vasta-
ainetta ja piparjuuriperoksidaasia anti-naudan immunoglobuliinin
konjugaatin asemesta. Anti-gE-monoklonaalisen vasta-aineen asemesta
voidaan kayttdd anti-gE-peptidiseerumia tai anti-gE polyklonaalista
seerumia. Levyt pestddn, ja kuhunkin kuoppaan lisitddn kromogeenista
substraattia. Levyjd pidetddn esim. 2 h ajan huoneenldmmossi, kunnes ne
luetaan spektrofotometrisesti. Kussakin levyssd on neljad negatiivista
kontrolliseerumia ja neljdi positiivisen seerumin sarjalaimennosta.
Positiiviseksi katsotaan seerumi, jonka optinen tiheys (OD-arvo) on
vihemman kuin 50 % samalla levylld tutkitun neljin negatiivisen
kontrolliseerumin keskimaariisestda OD-arvosta.
ELISA-estoperiaatteen mukaan, jolloin mikrotiitterilevy péillystetddn
yon aikana virusantigeenilld, joka voi olla puhdistettu tai puhdistamaton.
Niilla levyilld tutkittavaa seerumia inkuboidaan esimerkiksi yhden
tunnin ajan tai kauemmin 37°C:ssa. Pesun jilkeen levyille lisdtddn anti-
gE monoklonaalista vasta-ainetta, minkd jdlkeen inkuboidaan
esimerkiksi 1 h ajan 37°C:ssa. Anti gE monoklonaalisen vasta-aineen
asemesta voidaan kayttdd anti-gE peptidiseerumia tai anti-gE
polyklonaalista seerumia. Levyt pestdiin, ja kuhunkin kuoppaan lisdtiddn
kromogeenistd substraattia. Levyjd pidetddn esim. 2 h ajan
huoneenldammdssd, kunnes ne luetaan spektrofotometrisesti. Kussakin
levyssi on neljd negatiivista kontrolliseerumia ja nelja positiivisen
seerumin sarjalaimennosta. Positiiviseksi katsotaan seerumi, jonka
optinen tiheys (OD-arvo) on vihemmin kuin 50 % samalla levylla
tutkitun neljan negatiivisen kontrolliseerumin keskimidrdisestda OD-
arvosta.
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Kaikissa em. jirjestelyissd voidaan kadyttdd tavanomaisesti kasvatettua gE:n
sisdltdvid virusantigeenid, mutta myos prokaryoottien tai eukaryoottien kautta
ilmennettyd gE-antigeenid. Vaihtoehtoisesti voitaisiin em. diagnostisissa
testeissd kdyttdd tavanomaisen antigeenin asemesta BHV-1:n gE-sekvenssiin
perustuvia oligopeptideji. Lisiksi tillaisia oligopeptidejd voitaisiin kdyttdi ns.
“lehminpuoleisten” testien kehittimisessd periaatteen mukaisesti, joka on
kuvattu Kempin ym. artikkelissa, Science 241, 1352-1354, 1988. Tallainen
testi perustuisi siis siihen, ettd tartunnan saaneissa eldimissd olevaa gE:td
vastaan toimivat vasta-aineet sitovat oligopeptidin antigeenisekvenssin.
Tillaista testid varten oligopeptidi tdytyisi kytked monoklonaaliseen vasta-
aineeseen, joka suuntautuu naudan punasoluja vastaan.

Nukleiinihappoanalyysi polymeraasiketjureaktiota kiyttien

Polymeraasiketjureaktiossa voidaan kiyttdaa esimerkiksi oligonukleotideja
(koettimia ja alukkeita) rokotettujen ja tartunnan saaneiden -eldinten
erottamiseksi toisistaan. Polymeraasiketjureaktio (PCR) on menetelmi, jolla
taudinaiheuttajan nukleiinihapot voidaan moninkertaistaa miljardeja kertoja

- lyhyessi ajassa (De polymerase kettingreactie, P.H. Hilderink, J.A. Wagenaar,

J.W.B van der Giessen ja B.A.M. van der Zeijst, 1990, Tijdschrift voor
Diergeneeskunde deel 115, 1111-1117). gE-oligonukleotidit voidaan valita
siten, ettd gE-positiivisessa perimdssd muodostuu eri tuote kuin gE-
negatiivisessa perimdssd. Tdssd on se etu, ettd myos gE-hidvidmirokotteella
rokotettu eldin antaa PCR-testissd positiivisen signaalin. Tamid menetelmi
riippuu kuitenkin testattavasta eldimestd saadussa nidytteessd, esimerkiksi
veressi, olevien virusnukleiinihappojen esiintymisesta.

Akuutin BHV-1-infektion jilkeen on suuri mahdollisuus, ettd veressd voidaan
osoittaa olevan BHV-1-spesifisid nukleiinihappoja, mutta vieli ei ole osoitettu,

voiko BHV-1-nukleiinihappoja esiintyé veressd myos piilevén vaiheen aikana.

BHV-1:n kiytto vektorina

Heterologisten geenien ilmentdmiseksi BHV-1:n genomissa on vilttdiméitontd,
ettd kiytettivissd on tismillistd tietoa alueesta, johon heterologinen geeni
liitetddn. Olennaisissa sekvensseissd ei saisi esiintyd mitddn hiirioitd, ja
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kdytettdvissda on oltava siitelevid sekvensseji  heterologisen geenin
ilmentamiseksi. Glykoproteiinin gE geeni on periaatteessa sopiva kohta
heterologisten geenien ilmentimiseksi. gE-geeni ei ole oleellinen, eikd gE-
geenin korvaamiselle heterologisella geenilla siis ole miti4n estettd. Niin ollen
heterologinen geeni voidaan sijoittaa siten, etti se tulee gE-geenin sidtelevien
sekvenssien vaikutuspiiriin. Ei kuitenkaan ole vilttimatontd kayttdd gE-geenin
sddtelevid sekvensseji. Heterologisten geenien ilmentimistdi voidaan
vaihtoehtoisesti  kontrolloida eri geenien muilla, esim. vahvemmilla
sddtelevilld sekvensseilld. On my6s mahdollista sitoa heterologinen geeni gE-
geenin (vienti) signaalipeptidiin, jolloin voidaan vaikuttaa heterologisen
geenin tuotteen erittymiseen. On selvii, ettd gE-geenin ja gE-proteiinin tarkka
tuntemus mahdollistaa BHV-1:n kédyttimisen vektorina erittdin sdéddellysti.
Kehitetyt vektorit voidaan lisdksi erottaa serologisesti villistd tyypisti.
Heterologisia geenejd ilmentivia BHV-1-mutantteja voidaan muodostaa
samaan tapaan kuin gE-hdvidmimutantteja, joita esitetddn esimerkeissi.
Hividmdjaksot on tdlloin kuitenkin korvattava hiviimikohdassa jaksolla,
jossa on heterologinen geeni.

Esimerkkeji

1. Luonnollisen gE-hidvidmédmutantin eristiminen ja tunnistaminen
a) Luonnollisen mutantin eristiminen

Perimdn DNA:ta eristettiin useista tavanomaisesti heikennetyistid rokotteista
standardinmukaisilla menetelmilla ja analysoitiin kdyttden
restriktioentsyymejd. Erityisesti etsittiin perimidn poikkeamia, jotka voisivat
soveltua erotukseen BHV-1:n villistd virustyypista.

Huomiota kiinnitettiin erityisesti BHV-1:n perimin Us-alueeseen, koska tilld
alueella — analogisesti herpes simplex —viruksen kanssa — on todennikdisesti
epdolennaisia glykoproteiinejd koodaavia geenejd [Identification of a herpes
simplex virus 1 glykoprotein gene within a gene cluster dispensable for
growth in cell culture, R. Longnecker, S. Chatterjee, R.J. Whitley ja B.
Roizman (1987), Proc. Natl. Acad. Sci. 84, 4303-4307].
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BHV-1-rokoteannoksesta, joka on saatu Zagrebin yliopistosta
Jugoslaviasta (Lugovic ym, Veterinarski Archiv 55, 241-245, 1985), useilla
kuluilla naudan sikién munasoluissa ja naudan sikion henkitorven soluissa
(Ebtr), on 18ydetty poikkeava Ug-alue normaalin Us-alueen lisdksi. Téami
rokote muodosti myos sekd suuria ettd pienid plakkeja Ebtr-soluissa. Tastd
sekapopulaatiosta eristettiin poikkeavan Us-alueen omaava virus kadyttdmalld
kolmea rajoittavaa laimennusvaihetta, jolloin kullakin kertaa valittiin pienet
plakit. T#lld menetelmill4 eristettyd virusta tutkittiin edelleen, ja sille annettiin
nimitys Difivac-1. Se tallennettiin 27.5.1992 Institut Pasteuriin, Pariisi,
Ranska, tallennusnumerolla I-1213.

b) gE-geenin hdvidmén tunnistaminen Difivac-1:ssé

Tiatd Ug-alueella olevaa poikkeamaa tutkittiin edelleen eristimilld Difivac-1:n
perimin DNA:ta standardinmukaisilla menetelmilld ja kdyttdmilld Southern
blot —analyysid (Fig. 1A). Tamin blotin hybridisointi **P-leimatulla villin -
tyypin HindIII K-jaksolla vahvisti, ettd tima keskelld Us-aluetta sijaitseva osa
on Difivac-1:ssi noin 1,0 kb lyhyempi. Lisdksi tdlld analyysilld voitiin
arvioida puuttuvan osan sijaintikohta (Fig. 1B). Tatd hdviaméd analysoitiin
edelleen eristimdlld BHV-l1:n villin tyypin Lam-kannan Ug-alue ja
kloonaamalla se prokaryoottisiin vektoreihin. Titd tarkoitusta varten Lam-
kannan perimissi olevaa DNA:ta (Fig. 2A) eristettiin ja kloonattiin
standardinmukaisilla menetelmilla vektoreihin pUC18, pACYC ja pBR322
(Fig. 2B). Hdvidmin oletetun sijaintikohdan ympiristostd koottiin fyysinen
kartta (Fig. 2C). Tamén fyysisen kartan perusteella muodostettiin timén
alueen nukleotidisekvenssien maaritykseen soveltuvia alaklooneja vektoreihin
menetelmin avulla koko alueen (ks. Fig. 2C) molempien siikeiden
nukleotidisekvenssi. Tami nukleotidisekvenssi (SEQ ID NO:1) analysoitiin
PC/Gene-ohjelman avulla. Transkriptiosta kdvi ilmi, ettd nukleotidit (nt) 168-
1893 koodaavat 574 aminohapon avointa lukukehysti (Fig. 3A). Jatkoanalyysi
osoitti, ettd tdlli aminohapposekvenssilli on membraanin ldpaisevin
glykoproteiinin ominaisuudet, kuten kuvassa 3B on osoitettu. Ensimmdiset 26
aminohappoa (aa) voidaan tunnistaa tyypilliseksi eukaryoottiseksi
vientisignaaliksi, ja aminohappojen 423 ja 450 vilinen alue voidaan tunnistaa
membraanin ldpidiseviksi alueeksi. Lisaksi tdssd sekvenssissd esiintyy kolme
potentiaalista N-sidoksista glykosylaatiokohtaa. Tédssd ennusteen mukaisessa
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aminohapposekvenssissd on selvid yhtildisyyksid herpes simplex —viruk-
sen (HSV) glykoproteiini gE geenin kanssa; ks. Fig. 4A ja 4B. Ndmi ja muut
yhtdldisyydet ovat perustana péitelmille, ettd 16ydetty geeni on BHV-1:n gE-
homologi. Tistd syystd geenid kutsutaan gE:ksi. p318-jakso eristettiin, jotta
voitiin médrittdd, missd maarin timd BHV-1:n gE-geeni puuttuu Difivac-1:sta.
p318-jakso alkaa Alul-kohdasta 55 nukleotidia ennen oletettua BHV-1:n gE:n
avointa lukukehystd ja padttyy 133 nukleotidia sen jilkeen. Difivac-1:n
perimidn DNA:ta analysoitiin tdlld p318-jaksolla kidyttien Southern blot
-hybridisointia. Tass4 tuli esille, ettd Difivac-1 ei sisdlld p318:n tunnistamia
sekvenssejad (Fig. 5). Tdmi koe vahvisti sen, ettd Difivac-1 siséltdd hdvidmaén,
ja osoittaa selvésti, ettd timd havidma ulottuu koko gE-geenin alueelle.

Hévidmialueen koon ja sijaintikohdan mairittamiseksi Difivac-1:n Ug-alueen
kattavia perimin sekvenssejd kloonattiin prokaryoottisiin vektoreihin (ks. Fig.
11C). 14,5 kb:n pituinen EcoRI-jakso kloonattiin pACYC-vektoriin, jolle
annettiin nimitys p775. 7,4 kb:n pituinen HindlIlI-jakso kloonattiin erikseen
pUCI18-vektoriin, jolle annettiin nimitys p728. Kloonista p728 eristettiin kaksi
alakloonia: 1,4 kb:n pituinen Pstl-jakso kloonissa p737 ja 350 kb:n pituinen
Alul-Pstl-jakso kloonissa p754. Niiden kloonien restriktioentsyymianalyysi ja
Southern blot -analyysi (tietoja ei esitetty) osoitti, ettd Difivac-1:n gE-
hdviamién pituus on 2,7 kb, ja se alkaa 5’ -paastd gE-geenistd ja pdittyy Usg-
alueen rajalle. Nama 2,7 kb on korvattu 1 kb:n segmentin kahdentumalla, joka
on sijoitettu gE-geenid vastapiita olevalle Us-alueelle (ks. Fig. 11B). Niiden
analyysien tulosten vahvistamiseksi ja tismillisen rekombinaation
nukleotidisekvenssi ja sitd verrattiin villin tyypin sekvensseihin (ks. Fig. 12).
Tdama analyysi osoitti, ettd rekombinaatiokohta sijaitsee 77 bp ennen gE-
geenin aloituskloonia.

¢) Difivac-1:n turvallisuuden ja tehokkuuden arviointi

Difivac-1:ti testattiin 7 viikon ik&isissi BHV-1-seronegatiivisissd vasikoissa,
joilla ei esiintynyt mitddn taudinaiheuttajia. Kahdeksan vasikkaa rokotettiin
nendnsisdisesti 2 ml:lla 10° TCIDsg:a, josta 1 ml ruiskutettiin kumpaankin
sieraimeen. Kahdeksan 7 viikon ikdistdi BHV-seronegatiivista vasikkaa, joilla
ei esiintynyt taudinaiheuttajia ja jotka pidettiin erillisessd eristysyksikossd,
saivat neninsisiisesti 2 ml elatusainetta ja toimivat rokottamattomina
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verrokkeina. Viiden viikon kuluttua rokotuksesta rokotetuille ja verrok-
keina toimiville vasikoille annettiin sieraimen sisdisesti BHV-1:n hyvin
voimakasta Iowa-kantaa 10’ TCIDso. Kuusi viikkoa tdmin altistamisen jilkeen
kaikille vasikoille annettiin lihaksen sisdisesti deksametasonia 5 pdivédn ajan
otaksutun piilevdn viruksen uudelleenaktivoimiseksi. Samalla tarkkailtiin
Kliinisid oireita, perdsuolen limpétilaa ja ruhon kasvua. Virus eristettiin
sierainvanutupoista, ja seerumista midritettiin neutraloivien vasta-aineiden
tiitterit.

Rokotuksen jidlkeen vasikoiden kéyttiytyminen, ruokahalu, perdsuolen
limpdtila ja kasvu pysyi normaalina, mutta rokotetuilla vasikoilla esiintyi
jonkin verran seerumin erittymisti nendsti ja jonkin verran syljen liikaerityst.
Nenin limakalvojen haavaumia ei havaittu. Difivac-1:4 erittyi rokotuksen
jalkeen sierainvanutuppoihin (Fig. 17). Kaikissa rokotetuissa vasikoissa
kehittyi neutraloivia BHV-1-vasta-aineita.

Altistamisen jalkeen Kkaikissa rokottamattomissa verrokkivasikoissa ilmeni
haluttomuutta, ruokahaluttomuutta, silmidn ja nendn eritteiden vuotamista,
alaleuan ikenien punoitusta, vakavia nenén limakalvojen haavaumia 14 piivén
kuluessa altistamisesta ja kasvun pysidhtyminen 4 pidivin kuluessa.
Rokotetuissa vasikoissa oli pienid, nopeasti paranevia nenidn limakalvojen
haavaumia eikéd lainkaan kasvun pysidhtymistd. Pdivittdiset kliiniset arvot,
perdsuolen lampdtila ja kasvun kehittyminen altistamisen jilkeen on esitetty
kuvissa 18, 19 ja 20. Alustamisen jidlkeen kaikki vasikat erittivdt virusta
nendstd, mutta viruksen erittymisen médri ja kesto oli huomattavasti pienempi
rokotetuilla  vasikoilla (Fig. 21). Rokotetuissa vasikoissa kehittyi
sekundiddrinen vasta-ainevaste, ja kaikissa rokottamattomissa vasikoissa syntyi
vasta-aineita altistamisen jilkeen.

Uudelleenaktivoinnin jidlkeen altistava virus eristettiin yhdestd rokotetusta ja
viidestd rokottamattomasta vasikasta. Difivac-1:td ei voitu aktivoida
uudelleen.

Edelld esitetyt tulokset osoittavat, ettd Difivac-1 ei aiheuttanut juuri mitdédn
taudin oireita nuorilla vasikoilla eiki sitd voitu uudelleenaktivoida. Difivac-1
vihensi huomattavasti taudin vakavuutta ja viruksen erittymisen médrdd

altistamisen jalkeen.
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Lopuksi voidaan todeta, ettdi Difivac-1 on turvallinen ja tehokas rokote
annettavaksi karjalle BHV-1-infektioita vastaan.

2. BHV-1:n rekombinoitujen gE-hdvidmamutanttien valmistaminen

Toisistaan erotettavien BHV-1-rokotteiden aikaansaamiseksi, jotka ovat
molekyylirakenteeltaan paremmin maiiriteltyja kuin Difivac-1 ja siséltavit
haluttaessa gE-geenin hdvidmin liséksi esimerkiksi tymidiinikinaasigeenin
hdvidmin, konstruoitiin rekombinoituja gE-hdvidmidmutantteja Difivac-1:n
lisdksi. gE-hidvidméjakso voitiin konstruoida lahtemilld glykoproteiinin gE
rajaavia DNA-jaksoja. Kiyttden standardinmukaista menetelmad (F.L.
Graham ja A.J. Van der Eb, 1973, Virology 52, 456-467) tim4 hividmijakso
voitiin rekombinoida BHV-1-kannan villin tyypin periméin, jolloin tuloksena
saatiin gE-hdvidmamutantti.

a) gE-hdviimajakson konstruoiminen

gE-hdvidmijakson konstruoimiseksi pyrittiln saamaan osa, josta toisaalta
puuttuu koko gE-sekvenssi ja joka toisaalta sisltad riittdvin rajasekvenssin,
joka mahdollistaa villin tyypin perimén kanssa tapahtuvan rekombinoitumisen.
5’-puolella (alkupddssd) valittiin 1,2 kb:n pituinen Pstl-Asull-jakso, joka
paittyy 18 nukleotidia ennen gE-geenin aloituskoodonia. 3’-pddn (loppupdin)
jaksoa varten valittiin 1,2 kb:n pituinen EcoNI-Dral-jakso, joka alkaa 2
nukleotidia ennen gE-geenin lopetuskoodonia (Fig. 6).

gE-hédviimidjakson konstruoimiseksi BHV-1:n Lam-kannan 8,4-kb:n
pituisesta, gE-geenin 5’-puolella sijaitsevasta HindIIl K-jaksosta saatu 1,4
kb:n pituinen Pstl-Smal-jakso alakloonattiin pUC18-plasmidin Smal- ja Pstl-
kohtiin. Télle kloonille annettiin nimitys pS15. gE:n 3’-puolella sijaitseva 4,1
kb:n pituisesta HindIII-EcoRI-kloonista saatu EcoNI-Smal-jasko kloonattiin
p515:n ainoaan Asull-kohtaan. Néin ollen gE-hdvidmijakson konstruktio
saatiin valmiiksi, ja ndin konstruoidulle kloonilla annettiin nimitys p519.
Vaikka periaatteessa p519:n koko Pstl-Smal-litinndistd on mahdollista
kayttad gE-hdvidméjaksona, tdmd ei ole suositeltavaa. Itse asiassa Pstl-Smal
jatkuu noin 100-150 emadsparin (bp) verran Us-aluetta rajaavaan
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toisintosekvenssiin. Tamd 100-150 bp:n kappale voisi rekombinoitua Us-
alueen toisen puolen toisintosekvenssin kanssa, jossa ei ole gE-geenid, ja voisi
talloin  tuottaa  vidrinlaisia  rekombinaatiotuotteita.  Tastd  syystd
rekombinaatiokokeiluun valittiin PstI-Dral-jakso, niin ettd 100bp toisinnosta
poistuu.

b) gE-hdvidmijakson rekombinaatio BHV-1:n villin tyypin perimidn kanssa

Konstruoidun gE-hdvidmidjakson ja BHV-1:n villin tyypin perimin
rekombinaation aikaansaamiseksi mikrogrammamairia molempia DNA-
molekyylejd siirretddn yhdessd naudan sikion henkitorven (Ebtr) soluihin F.L.
Grahamin ja A.J. Van der Ebin standardinmukaisen menetelmén mukaan
(1973, Virology 52, 456-467). Solujen rekombinaatiomekanismien
vaikutuksesta rekombinoituu pieni madrd (2-4 %) soluihin liittyneitd DNA-
molekyyleja. Rekombinoitujen hédviimidmutanttien valitsemiseksi siirron
jilkeen muodostunut virussekoitus hajotetaan uuteen Ebtr-soluviljelméén.
Useimmissa tapauksissa ndin kehittyvit erilliset viruspopulaatiot (plakit) ovat
perdisin yhdestd viruksesta. BHV-1:n Lam-kannan gE-hdviamidmutanttien
eristimiseksi eristettiin 230 tdllaista plakkia ja tutkittiin standardinmukaisilla
immunologisilla menetelmilla BHV-1-spesifisten monoklonaalisten vasta-
aineiden (Mab:t) kanssa, jotka eivit reagoi Difivac-1:114 infektoitujen solujen
kanssa. Namd monoklonaaliset vasta-aineet suuntautuvat glykoproteiini gE:td
vastaan. Mainituista 230 plakista viisi ei reagoinut ndiden monoklonaalisten
vasta-aineiden kanssa. Ndiden 5 plakin DNA:ta tutkittiin tarkemmin.

¢) BHV-I:n Lam-kannan konstruoitujen gE-hdviimédmutanttien DNA-
analyysi

Ylldmainituista 5 gE-hdviamdmutanttiechdokkaasta kolmen (1B7, 1B8, 2H10)
DNA-valmisteita tutkittiin edelleen kiyttiden standardinmukaista Southern blot
—analyysimenetelmdéd (Sambrook ym. 1989). Namd DNA-valmisteet pilkottiin
kahteen kertaan Pstl:1ld ja Dral:1l4, mink3 jilkeen tehtiin geelisdhkoforeesi ja
Southern blot —hybridisaatio kayttien koettimena 2,3 kb:n pituista Pstl-Dral-
havidmidjaksoa. Tulokset osoittivat, ettd viruspopulaatioiden 1B7 ja 1B8
perimédn gE-geeni on poistettu tdsmélleen halutulla tavalla; ks. Fig. 7A ja 7B.
Populaatiossa 2H10 on poikkeava Pstl-Dral-jakso. gE-spesifisella koettimella
tehdyt Southern blot -hybridisaatiot osoittivat, ettd missdédn niistd kolmesta
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DNA-valmisteesta ei ole gE- sekvensseji (tuloksia ei ole esitetty).
BHV-1:n viruspopulaatiot 1B7 ja 1B8 ovat aiottuja rekombinoituja gE-
havidmamutantteja. BHV-1:n viruspopulaation 1B7 rokotusominaisuuksia on
testattu.

d) Tymidiinikinaasi/gE-kaksoishidviimamutanttien konstruoiminen

Koska BHV-1:n rekombinoidut hidvidmamutantit, joissa on hdviimi
ainoastaan yhdessd geenissd, eivdt ehkd ole riittdvasti taudinaiheut-
tamiskyvyltddn heikennettyjd, haviamait tehtiin myos BHV-1:n Lam- ja Harbe-
rink-kantojen tymidiinikinaasi (TK) —geeniin. Ndm#d mutantit konstruoitiin
samalla menetelmailld, jota kiytettiin edelld mainittujen gE-hdvidméimutanttien
yhteydessid (tuloksia ei ole esitetty). Niitd TK-hdviimimutantteja on kiytetty
TK/gE-kaksoishdvidmdmutanttien konstruoimiseksi.

e) Glykoproteiini gl/glykoproteiini gE-kaksoishdvidméimutanttien
konstruoiminen

Koska yhdellda gE-hdvidmidmutantilla rokotettu karja saattaa tuottaa anti-gl-
vasta-aineita, jotka voivat héiritd anti-gl/gE-vasta-aineiden tunnistamista (tata -
kasitelldan jaljempind), keksimme myos rokotteen, jossa on gl/gE-kaksois-
havidmad. Téllainen gl/gE-kaksoishiviamidmutantti voidaan konstruoida kayt-
tden samoja menetelmid, joita on kaytetty gE-yksittdishdvidmidmutantin
konstruoimisessa. 1,8 kb:n pituisen Pstl-jakson alkupddn — joka kattaa gE-
geenin 5’-pdin — osittainen nukleotidisekvenssianalyysi paljasti avoimen luku-
kehyksen, jolla on merkittdvdd homologiaa muissa herpesviruksissa tavattujen
gl-homologien kanssa (ks. Fig. 13 ja 14). gl/gE-hdvidmijakso voidaan kon-
struoida kiyttden 350 bp:n pituista Smal-Pstl-jaksoa, joka kisittdd gl-geenin
oletetun 5’-pddn ja EcoNI-Smal-jakson, joka sijaitsee jiljempand gE-geenissi.
Tamd jakso voidaan rekombinoida villin tyypin perimédn kanssa, jolloin
saadaan BHV-1:n gl/gE-hdvidmamutantti (ks. Fig. 16). Ne 80-90 amino-
happoa, jotka — teoriassa — voidaan vield muodostaa, eivit kykene tuomaan
esiin vasta-aineita, jotka voivat hiiritd anti-gl/gE-vasta-aineiden havaitsemista.
gl-geenin sekvenssin jatkotutkimukset mahdollistavat sellaisen gl-hdvidmin
konstruoimisen, joka kattaa tdydellisen gl-koodausalueen. Tille gl/gE-
kaksoishdvidmamutantille annettiin nimitys Difivac-IE.
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f) Lam gE ja Lam gE,TK  -mutanttien turvallisuuden ja tehok-
kuuden arviointi

BHV-1:n mutanttikantojen Lam gE" ja Lam gE’, TK rokotusominaisuuksia
testattiin 7 viikon ikdisissi BHV-1-seronegatiivisissa vasikoissa, joilla ei
esiintynyt spesifisid taudinaiheuttajia. Kutakin mutanttikantaa ruiskutettiin 6
vasikalle nenénsisdisesti. Kullekin vasikalle annettiin kokonaisannos, jossa oli
10° TCIDs, 2 ml:ssa elatusainetta ja josta 1 ml ruiskutettiin kumpaankin
sieraimeen. Verrokkeina toimiville rokottamattomille 6 vasikalle ruiskutettiin
nendnsisdisesti elatusainetta, jossa ei ollut virusta. Viiden viikon kuluttua

tokottamisesta kaikki vasikat, rokotetut ja rokottamattomat, altistettiin

antamalla neninsisdisesti 10’ TCIDs, BHV-1:n hyvin voimakasta Iowa-
kantaa. Rokottamisen jilkeen ja altistamisen jilkeen seurattiin kliinisid oireita,
perdsuolen lampétilaa ja ruhon painoa. Sieraimista otettiin vanutupponéytteet,
joiden avulla méiritettiin viruksen nenidsti erittymisen kesto vuorokausina.

Rokottamisen jidlkeen vasikoiden kiayttdytyminen, ruokahalu, perdsuolen
lampétila ja kasvu pysyi normaalina. Seerumin erittymistd nendstd ja pienid
nenin -limakalvon haavaumia havaittiin kaikissa rokotetuissa vasikoissa.
Virusta voitiin eristdd rokotettujen vasikoiden nenistd noin 7 pdivdn ajan
(Taulukko 1).

Altistamisen jilkeen kaikissa rokottamattomissa verrokkivasikoissa ilmeni
haluttomuutta, ruokahaluttomuutta, silmin ja nendn eritteiden vuotamista,
alaleuan ikenien punoitusta, vakavia nenian limakalvon haavaumia ja kasvun
heikkenemistd. Kaikissa Lam gE’, TK':lla rokotetuissa vasikoissa ilmeni
jonkin verran nendn eritteiden vuotamista ja vihidisid nendn limakalvon
haavaumia. Kaikissa Lam gE:1l4 rokotetuissa vasikoissa ei esiintynyt nenin
eritteiden vuotamista tai nendn limakalvon haavaumia. Haluttomuutta,
ruokahaluttomuutta tai muita taudin kliinisid oireita ei rokotetuilla vasikoilla
esiintynyt. Perdsuolen lampdtila, kasvu ja kliiniset arvot altistamisen jilkeen
on esitetty kuvissa 22, 23 ja 24. Rokottamattomat vasikat erittiviit virusta
nenin kautta 2 kertaa kauemmin kuin rokotetut vasikat (Taulukko 1).

Edell4 esitetyt tulokset osoittavat, ettdi BHV-1:n mutanttikannat Lam gE" ja
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oireita. Kummatkin mutanttikannat estivdt sairastumisen altistamisen
jilkeen ja vihensivit virukset nendstd erittymisen kestoa 50 %:lla.

BHV-1:n mutanttikannat Lam gE" ja Lam gE,TK ovat turvallisia ja
tehokkaita kiyttad karjan rokottamiseen BHV-1-infektioita vastaan.

3. gE:n prokaryoottinen ilmentdminen

BHV-1:n glykoproteiini gE-geenin prokaryoottista ilmentdmistd varten on
tdhin asti kdytetty pGEX-ilmentdmisvektoreita (D.B. Smith ja K.S. Johnson,
Gene 67 (1988) 31-40). pGEX-vektorit koodaavat Schistosoma japonicumista
saatavaa kantajaproteiinia glutationi S-transferaasi (GST), joka on tac-
promoottorin vaikutuksen alainen, joka voidaan indusoida ilmentdimidin iso-
propyylitiogalaktosidin ~ (IPTG) avulla. Esimerkkind GST-gE-fuusio-
proteiinista on rakennetuote pGEX-2T600s3 (Fig. 8A). Téssda rakenteessa
GST-geenin  taakse sidottiin  standardinmukaisia  molekyylibiologisia
menetelmii kiyttaen (Sambrook ym. 1989) 600bp:n pituinen Smal-jakso, joka
koodaa gE-proteiinin 200 aminohapon N-p#din aluetta. Tdmd rakenne
suunniteltiin kolminkertaiseksi liittdimalld kullakin kerralla GST:hen 600bp:n
pituinen jakso eri lukukehystd. Kaikki kolme rakennetta istutettiin Escherichia
coli:n DH50-kantaan, ne indusoitiin IPTG:1ld ja muodostuneet proteiinit
siirrettiin nitroselluloosaan sen jilkeen, kun Western blotting —menetelmailla
oli tehty polyakrylamidigeelisihkoforeesi. Anti-GST-vasta-aineiden avulla
tehty immunologinen havainnointi osoitti, ettd ainoastaan sopivan gE-
proteiinin aluetta koodaavan lukukehyksen (nro 3) avulla saadaan aikaan
selvin fuusioproteiinin ilmentdminen, joka proteiini on ennustettua kokoa 27k
(GST) + 20k (gE) = 47k. Kolme eristimddamme monoklonaalista vasta-ainetta,
jotka eivdt reagoi Difivac-1:n kanssa, tunnistavat 47 kD GST-gE-
fuusioproteiinin Western blot —analyysissa; ks. Fig. 8B.

4.  Glykoproteiinin gE geenin eukaryoottinen ilmentyma

Glykoproteiinin gE geenin eukaryoottiseksi ilmentdmiseksi on tdhdn mennessi
valittu mm. vektor1 pEVHis. Tissd pEVHis-vektorissa on eukaryoottisena
merkitsimend HisD-geeni, joka koodaa histidinolidehydrogenaasia [EC
1.1.1.23] (C. Hartmann ja R. Mulligan, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85,
8047-8051), joka saa solut eldmiin histidinolin tappavassa 2,5mM
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konsentraatiossa.  Lisdksi  vektori Kkésittdd ihmisen sytomegaloviruksen
(HCMYV) vilittdomdn varhaisgeenin promoottorialueen, jonka takana ovat
ainoat restriktioentsyymikohdat. pEVHis/gE-ilmentdmisvektorin Kkonstruoi-
miseksi kaytettiin jaksoa, joka kisittdd glykoproteiinin gE geenin koko
koodausalueen. Se alkaa Alul-kohdasta 55bp ennen gE:n oletettua avointa
lukukehystd ja pddttyy 133 bp sen takana. Tami alue kloonattiin pEVHis-
vektorin HCMV-promoottorin taakse, jolloin muodostui rakenne pEVHis/gE
(Fig. 9). pEVHis/gE vahvistettiin E. coli DH50-soluissa ja puhdistettiin
cesiumkloridigradientin avulla (Sambrook ym. 1989). Tami puhdistettu DNA
siirrettitn - Balb/C-3T3-soluihin  Grahamin ja Van der Ebin menetelmén
mukaisesti. Muunnetut solut valittiin histidinolin avulla, mink4 jilkeen voitiin
tutkittiin Mab 81:n avulla kdyttien immunoperoksidaasiyksikerrosanalyysia
(IPMA). Neljassa pesikkeessd havaittiin gE-proteiini ilmentymd. Niista
neljistd pesiakkeestd kiytettiin 3T3 gE-kloonia 9 korkean gE-ilmentymén
omaavan alakloonin eristimiseen. T#lli menetelmilld eristettyd kloonia
(nimitys 3T3gE 9.5) kaytettiin mahdollisten monoklonaalisten anti-gE-vasta-
aineiden tunnusmerkkien 10ytdmiseen.

5. Sekd BHV-1:n glykoproteiinin gE ettd BHV-1:n glykoproteiinin gl
eukaryoottinen ilmentyméa samassa solussa

BHV-1:n glykoproteiinin gl ilmentdmiseksi samassa solussa kuin BHV-1:n
glykoproteiini gE mairiteltiin aluksi BHV-1:n gl-geenin oletettava sijainti-
kohta. Koska herpes simplex —viruksen glykoproteiini gl-geeni sijaitsee aivan
ennen glykoproteiini gE-geenid, paiteltiin, ettd BHV-1:n gl-geeni voisi sijaita
vastaavalla kohdalla. Tdméin testaamiseksi sekvenssistd maddriteltiin 283
nukleotidin alue, joka sijaitsee n. 1 kb BHV-1:n gE-geenin alkua ennen.
Tamin alueen kisitteellinen kddnnos osoitti, ettd toinen lukukehys koodaa 94
aminohapon sekvenssid, joka on homologinen herpes simplex -viruksen
glykoproteiinin gl kanssa (Fig. 13 ja 14). Koska homologinen segmentti on
noin 80 aminohappoa aloituskoodonista, BHV-1:n gl-geenin avoimen
lukukehyksen oletettu alkukohta arvioidaan olevaksi noin 250 nukleotidia
ennen sekventoitua aluetta. Tdstd padteltiin, ettd 1,7 kb:n pituinen Smal-jakso,
joka alkaa 400 nukleotidia ennen sekventoitua aluetta ja paittyy gE-geenin
sisipuolella, sisiltdisi BHV-1:n geenin gl-geenin koko koodausalueen. Tdma
1,7 kb:n pituinen Smal-osa on kloonattu eukaryoottiseen vektoriin MSV-neo
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(ks. Fig. 15). Tamd vektori sisiltid vahvan hiiren ja rotan
sarkoomaviruspromoottorin ja valitsingeeni neon, joka koodaa resistanssia
antibioottista G-418-sulfaattia Geniticin vastaan. Tuloksena syntynyt rakenne
MSVneoGI on vahvistettu E. coli DH5a-soluissa ja siirretty 3T3gE 9.5
-soluthin kdyttden Grahamin ja Van der Ebin menetelmai. Siirretyt solut
valittiin kédyttamilld 400 pg Geneticinid/ml elatusainetta, ja resistentit
pesdkkeet eristettiin ja testattiin monoklonaalisten anti-gE-vasta-aineiden
kanssa, jotka eivit reagoineet 3T3gE 9.5 —solujen kanssa. Tadmin perusteella
valittiin 3T3gE/gl R20-klooni, joka reagoi esim. Mab 66:n kanssa samoin kuin
BHV-1:n villi tyyppi.

6. Monoklonaalisen anti-gE-vasta-aine-ehdokkaiden karakterisointi

BHV-1:n villid tyyppid vastaan tuotettiin monoklonaalisia vasta-aineita, joista

tehtiin valinta, jos ne eivit reagoineet Difivac-1:114 altistettujen naudan sikion

henkitorven (Ebtr) solujen kanssa. Niistdi monoklonaalisista vasta-aineista

tutkittiin niiden reaktiivisuus

a) Lam gE -hdvidméamutantin kanssa;

b) edelld kuvatun prokaryoottisen ilmentymituotteen kanssa Western blot —
analyysissa; _

c) edelld kuvattujen gE:td ilmentédvien Balb/c-3T3-solujen kanssa;

d) kohdassa c) mainittujen ja Difivac-1:114 infektoitujen solujen kanssa, ja

e) gE/gl-kompleksia ilmentivien Balb/c-3T3-solujen kanssa.

Kohdissa a, ¢, d ja e mainituissa reaktiivisuustesteissa kédytettiin immuno-
peroksidaasiyksikerrosanalyysia (IPMA). Taulukossa 2 esitetyistd tuloksista
kdy ilmi, ettd on tuotettu monoklonaalisia vasta-aineita, jotka on kohdistettu
gE:td vastaan (nrot 2, 3, 4, 52, 66, 68, 72 ja 81), ja monoklonaalisia vasta-
aineita (nrot 1, 51, 53, 67, 75 ja 78), jotka voidaan kohdistaa gE/gl-
kompleksin vastaavia antigeenialueita vastaan. Eri monoklonaalisten vasta-
aineiden tunnistamien antigeenialueiden kartoittamiseksi suoritettu kilpailu-
IPMA tutkimus osoitti, ettd glykoproteiini gE:ssd on ainakin 4 antigeenialuetta
ja ettd yhden alueen muodostaa todennikoisesti gE/gl-kompleksi (Taulukko
2).
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Anti-gE-vasta-aineiden tunnistaminen BHV-1-tartunnan saaneessa karjassa

Sen tutkimiseksi, onko tartunnan saaneen karjan seerumissa gE:n vastaisia
vasta-aineita, tehtiin epasuora esto-IPMA-tutkimus 16 monoklonaalisella gE-
vasta-aine-ehdokkaalla ja seuraavilla 8 valitulla seerumilla:

- 2 seerumia Difivac-1:11a rokotetuista ja virulentilla Iowa-kannalla
altistetuista naudoista, joiden seerumit otettiin 14 pdivad altistamisen
jalkeen;

- 2 seerumia BHV-1:n alatyypin 1 viruksella kokeellisesti altistetuista
naudoista, joiden seerumit otettiin 20 kuukautta altistamisen jalkeen.
Toinen naudoista sai tartunnan kosketusaltistuksesta;

- 2 seerumia BHV-1:n alatyypin 2b viruksella altistetuista naudoista,
joiden seerumit otettiin 20 kuukautta altistamisen jilkeen. Toinen
naudoista sai tartunnan kosketusaltistuksesta;

- 1 seerumi vasikasta, jolla ei esiintynyt spesifisid taudinaiheuttajia ja joka
rokotettiin ts-mutanttirokotteella, altistettiin 3 viikkoa my&hemmin
BHV-1:n alatyypin 2b virukselle ja jonka seerumia otettiin 7 viikon
kuluttua altistamisesta;

- 1 seerumi gnotobioottisissa olosuhteissa kasvatetusta vasikasta, joka
rokotettiin ts-mutanttirokotteella, altistettiin 3 viikkoa mythemmin
BHV-1:n alatyypin 2b virukselle ja jonka seerumia otettiin 7 viikon
kuluttua altistamisesta.

Taulukosta 2 kdy ilmi, ettd kaikki ndmi seerumit sisdlsivat vasta-aineita gE:n
antigeenialueita III ja IV vastaan ja antigeenialuetta I vastaan, joka sijaitsee
todennikdisesti gE/gl-kompleksissa. Voidaan pditelld, ettd gE on ilmeisesti
sopiva serologinen merkitsin BHV-1-tartunnan saaneiden ja rokotettujen
nautaeldinten erottamiseksi.

7.  BHV-l:n nukleiinihappojen tunnistaminen PCR-maiirityksen avulla
kayttdaen BHV-1:n gE-spesifisid alukkeita

BHV-1:n gE-geenin midrétystd nukleotidisekvenssistd ldhtien valittiin PCR-
middritykseen  sopiva alukepari kidyttien Lowen ym. kehittdimid
alukevalintaohjelmaa (T. Lowe, J. Sharefkin, S. Qi Yang ja C.W. Dieffenbach,
1990, Nucleic Acids Res. 18, 1757-1761). Niille alukkeille annettiin
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nimitykset P; ja Py, ja ne on esitetty kuvassa 10. Alukkeet sijaitsevat 159
nt:n etdisyydelld toisistaan ja johtavat 200 nukleotidin muodostaman jakson
vahvistamiseen. Alukkeita P; ja P, ja eristettyd BHV-1:n DNA:ta kidyttden
olosuhteet optimoitiin PCR-miiritystd varten. Tdmd edellytti erityisesti
MgCl,-konsentraation, glyserolipitoisuuden ja kierto-olosuhteiden vaihtelu-
mahdollisuutta. Ps:n ja Py:n kidyttod varten BHV-1:n DNA:n vahvistamiseksi
16ydetty optimaalinen puskuri on 10 mM Tris, pH 8,0, 50 mM KCl, 0,01%
gelatiinia, 2,6mM MgCl, ja 20% glyserolia. Léydetyt optimaaliset kierto-
olosuhteet (Perkin Elber Cetus DNA Thermal Cycler) ovat 1.-5. kierroille: 1
min 98°C, 30 s 55°C ja 45 s 72°C ja 6.-35. kierroille: 30 s 96°C, 30 s 55°C ja
45 s 72°C. PCR-vahvistamisen jilkeen saatu 200 nukleotidin DNA-jaksolle
tehtiin 2 % agaroosigeelilld sdhkoforeesi, blotattiin nitroselluloosalla ja timén
jalkeen sille suoritettiin Southern blot —analyysi. Southern blot —analyysissa
kaytetty 32p dCTP -leimattu koetin on 137 bp:n pituinen Taql-jakso, joka
sijjaitsee  alukkeiden sidoskohtien vilissda (Fig.10). Hybridisoitujen
suodattimien autoradiografian jilkeen havaittiin 200bp:n pituinen nauha. Talld

- menetelmilld ainoastaan 10 BHV-1:n perimin (noin 1,5 x 101 ug DNA:ta)

vahvistus vield synnyttdd selvdsti havaittavan signaalin (tulosta ei esitetty).
Vastaavasti kehitettiin PCR-menetelmd, jossa kaytettiin alukkeita, jotka
perustuvat BHV-1:n glykoproteiinin gIlI  koodaussekvenssiin  (D.R.
Fitzpatrick, L.A. Babiuk ja T. Zamb, 1989, Virology 173, 46-57). Jotta
voitaisiin erotta BHV-1:n villin tyypin DNA ja gE-hdvidmidmutanttirokote
toisistaan, DNA-ndytteille tehtiin sekd gE-spesifinen PCR-analyysi ettd glIII-
spesifinen PCR-analyysi. Tassd testissd Difivac-1:n DNA-valmiste havaittiin
glll-positiiviseksi ja gE-negatiiviseksi.

Koska BHV-1 DNA:n havaitseminen naudan siemennesteessd on yksi tirked
BHV-1-spesifisen PCR-menetelmin kdyttomuoto, BHV-1:114 infektoituneelle
naudan siemennesteelle pyrittiin tekemddn gE-spesifinen PCR-analyysi.
Siemenenesteen tuntemattomilla komponenteilla on kuitenkin voimakkaasti
polymeraasiketjureaktiota estdvd vaikutus. Tdmédn vuoksi kehitettiin
menetelmd BHV-1 DNA:n eristimiseksi naudan siemennesteesti. DNA
eristetddn naudan siemennesteestd inkuboimalla 30 pl siemennestettd 1
mg/ml:1la proteinaasi K:ta (pK) kokonaistilavuudessa 300 pl 0,15M NaCl, 0,5
% Na-Sarkosylid ja 40 mM DTT:t4, 60 °C:ssa. 1 tunnin kuluttua nédytteen
annetaan jidhtyd huoneenldmpétilaan, jolloin lisitddn 300 pul 6M Nal:téd ja
inkuboidaan 5 min ajan. Tistd seoksesta DNA eristetdén standardinmukaisella



10

15

20

25

30

35

110060

27
kloroformi/isoamyylietanoli-uutolla ~ ja saostetaan 1 tilavuusyksikolld
isopropanolia. Seos pestddn 2,5 moolilla NH;Ac/70 % etanolia ja sus-
pendoidaan uudelleen 10 millimooliin Tris:i4, jonka pH-arvo on 7,4, ja jossa
on 1mM EDTA:ta, 0,5 % Tween 80:td ja 0,1 mg/ml proteinaasi K:ta, ja inku-
bointi suoritetaan toisen kerran 1 tunnin ajan 60°C:ssa. Télle DNA-valmis-
teelle voidaan tehdé suoraan polymeraasiketjureaktio (PCR).

Piirustusten kuvaus

Kuva 1:BHV-1-kantojen Difivac-1 ja lowa Southern blot —analyysi

A. Piirustuksessa on esitetty Difivac-1:n ja lowan perimdn DNA:n
Southern blot —autoradiodiagrammi. Vidyliin 1 ja 3 liséttiin Difivac-1:n
DNA:ta HindIIl:n ja Pstl:n restriktioentsyymipilkonnan jdlkeen, vastaavassa
jarjestyksessd. Viyliin 2 ja 4 lisdttiin Jowan DNA:ta HindIll:n ja Pstl:n
restriktiopilkonnan jidlkeen vastaavasti. Osion koko on esitetty kiloemiksind
(kb).

Viruksen DNA eristettiin sentrifugoimalla viruksella infektoituja Ebtr-soluja
elatusaineessa (70 ml / n. 450 cm’n rullauspullo) noin 2h ajan 25 % (paino-%)
sakkaroosityynyn lapi, 10 mM Trisid, jonka pH oli 7,4, 150mM
natriumkloridia ja 1 millimoolissa EDTA:ta 20 krpm:n nopeudella Beckman
L5-65 ultrasentrifugointilaitteen SW27-roottorissa. Niin saadusta viruspallosta
eristettiin DNA standardinmukaisilla menetelmilld (J. Sambrook, E.F. Fritsch
ja T. Maniatis, 1989, Molecular cloning: a laboratory manual, 2. painos, toim.
Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York). Tidlle DNA:lle tehtiin
restriktioentsyymipilkonnat Boehringer-Mannheimin entsyymeilld saman
valmistajan SuRE/cut-puskureissa.

Vaakasuorassa elektroforeesissa 0,7-prosenttisessa agaroosigeelissid tehdyn
eristyksen ja nitroselluloosasuodattimelle (Schleicher & Schuell, Inc.) tehdyn
blottauksen jilkeen suodatin esihybridisoitiin 6 h ajan 42°C:n ldmpdtilassa
liuoksessa, jossa oli 50 % formamidia, 3x SSC (1x SSC = 0,15 M Na(l ja
0,015 M Na-sitraattia, pH 7,4), 50 ul denaturoitua lohen sperman DNA:ta
(Sigma)/ml ja 0,02 % naudan seerumin albumiinia, 0,02 %
polyvinyylipyrrolidonia ja 0,02 % ficollia ja 0,1 % Na-dodekyylisulfaattia
(SDS). Téamin jalkeen suoritettiin hybridisaatio lisédmilld samaan liuokseen
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P dCTP (Amersham) -leimattua HindIll K-jaksoa (HindIII K-jakson
valinta perustuu artikkeliin: Cloning and cleavage site mapping of DNA from
bovine herpesvirus 1 (Cooper strain), John F. Mayfield, Peter J. Good, Holly J.
VanOort, Alphonso R. Campbell ja David A. Reed, Journal of Virology
(1983) 259-264). 12-14 h hybridisaation jilkeen suodatin pestiin 2 h ajan 0,1-
prosenttisessa SDS:ssd ja 0,1 x SSc:ssd 60°C:n lampétilassa. HindIII K-jakso
kloonattiin pUCI18-vektoriin  standardinmukaisten kloonausmenetelmien
mukaan (J. Sambrook, E.F. Fritsch ja T. Maniatis, 1989, Molecular cloning: a
laboratory manual, 2nd ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York).
pUC/8,4 HindllIK-kloonin HindIIl-pilkonnan jilkeen pUC18-vektori
erotettiin uudelleen 8,4 kb HindIII K-jaksosta elektroforeesilla, jossa kdytettiin
0,7-prosenttista "Low Melting Point Agarose” -geelid (BRL, Life
Technologies, Inc.), ja vektori eristettiin agaroosista standardinmukaisilla
fenoliuuttamis- ja etanolisaostamismenetelmilld. Eristetty Hindlll K-jakso
merkittiin Boehringer-Mannheim Random Primed DNA -leimausvilineiston
1004.760 avulla. Hybridisoiduille suodattimille tehtiin autoradiografia
valottamalla 36 h ajan Kodak XAR —filmid -70 °C:ssa ja kidyttdmilla
heijastavaa ruutua.

B. lowa-kannan 8,4 kb:n pituisen HindIll K-jakson ja Difivac-1:n 7,4
kb:n pituisen HindIIl K-jakson fyysiset kartat. Ottaen huomioon, ettd 6 kb:n
pituiset Pstl-jaksot kulkeutuvat yhdessi ja ettd Difivac-1:n 1,8 kb:n pituinen
Pstl-jakso on poissa, hdvidmid on todennidkdisesti kuvan vinoviivoitetulla
alueella.

Kuva 2: BHV-1:n villin tyypin jaksojen alakloonaus Difivac-1:std puuttuvan

alueen ympirilld

Kuvassa A on esitetty BHV-1:n genomin osat: Unique Long (U_) -alue,
Unique Short (Us) —alue ja kaksi toisintoa (Ir ja Tr). Tama kartta perustuu
Cooper-kannasta julkaistuun analyysiin (John F. Mayfield, Peter J. Good,
Holly J. VanOort, Alphonso R. Campbell ja David A. Reed, Journal of
Virology (1983) 259-264).

Kuvassa B on esitetty Ug —alueen jaksoja, jotka on kloonattu prokaryoottisiin
vektoreihin: 15,2 kb:n pituinen EcoRI-jakso pACYC:ssa, 8,4 kb:n pituinen
HindlIIl-jakso pUC18:ssa ja 2,7 kb:n ja 4,1 kb:n pituinen EcoRI-HindlIII-jakso
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pBR322:ssa. Viruksen DNA-jaksojen eristiminen tehtiin  menetelmilld,
jotka on mainittu kuvan 1A yhteydessd. Niiden jaksojen kloonaus eri
vektoreille tehtiin standardinmukaisilla menetelmilld (J. Sambrook, E.F.
Fritsch ja T. Maniatis, 1989, Molecular cloning: a laboratory manual, 2nd ed.,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York).

Kuvassa C on esitetty fyysinen kartta alueesta, johon Difivac-1:n oletettu
hdvidmi on paikannettu.

Kuvassa D on esitetty joitakin em. alueen alaklooneja, joita on kiytetty
jatkoanalyyseissd. Kaksi Pstl-jaksoa kloonattiin pKUN19-vektoriin ja muut
osat pUC18-vektoriin.

Kuva 3

A: BHV-1:n Lam-kannan Us-alueen 2027 nukleotidin muodostama
nukleotidisekvenssi oletetun kohdan ympirilli, joka on hivinnyt Difivac-1:st4,

kuten kuvassa 2C on esitetty [ddrimmdisend vasemmalla olevasta Alul-
tunnistuskohdasta d@darimmadisend oikealla olevaan Hincll-tunnistuskohtaan].
Kuvassa 2D esitettyjen alakloonien siirrdnndisten nukleotidisekvenssit
madritettiin ~ analysoimalla kahta sdiettd kayttimdlla Sangerin  ym.
dideoksisekvenssimenetelmadd (F. Sanger, S. Nicklen ja A.R. Coulson, 1977,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 5463-5467). T4ti tarkoitusta varten kéytettiin
Pharmacian ~ T7-sekvenssivilineistod  valmistajan  esittimdlld  tavalla.
Radioaktiivista leimausta varten kiytettiin [*°S] dATP:ti (Amersham). GC-
pitoisten alueiden ja yhteenpuristettujen keinotekoisten rakenteiden
sekvenssianalyysi toistettiin Pharmacia-valineistén 7-deatsa-dGTP-variantilla.
Nukleotidisekvenssin alapuolella on kolmikirjaimisen koodin muodossa
esitetty 575 aminohappotihteen avoimen lukukehyksen aminohapposekvenssi,
joka loydettiin nukleotidisekvenssin kisitteellisen kddnnoksen jidlkeen. Tama
tietokoneohjelmaa (PC/gene versio 1.03, marraskuu 1987). Tamd 575
aminohapon avoin lukukehys alkaa methioniinilla nukleotidin 168 kohdalla ja
paattyy lopetuskoodoniin nukleotidin 1893 kohdalla.

575 aminohapon avoimen lukukehyksen rakenneanalyysi suoritettiin myos
PC/geeni-tietokoneohjelman  avulla.  Ensimmdiset 26  aminohappoa

110060
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muodostavat eukaryoottisen vientisignaalin, joka on kuvassa mer-
kitty ’signaalipeptidind”. Tuloksella 6,2 timan signaalisekvenssin ennustetaan
katkeavan aminohappojen 26 ja 27 vilistd. 575 aminohapon sekvenssissd on
kolme mahdollista N-sidoksista glykosylaatiokohtaa (NXT/S), joita on
merkitty aminohappotahteiden alle merkitylld viivalla. Raon ja Argosin
menetelmdn mukaan aminohappojen 423 ja 450 vilissda on membraanin
ldpdisevd alue, jota on merkitty kuvassa “membraanin ldpdisevind
kierukkana”. Restriktioentsyymien Asull, Smal, HindIll ja EcoNI
tunnistussekvenssit (kohdat) on alleviivattu. Tdmén polypeptidin laskettu
molekyylipaino on 61212.

B: Edelli mainittujen 575 aminohapon avoimen lukukehyksen
rakenteellisten tunnusmerkkien esitys kaaviona

Kuva 4:BHV-1:n gE-geenin aminohapposekvenssin ja herpes simplex —
viruksen (HSV) gE-geenin ja muiden gE-homologisten geenien [pseudorabies
virus (PRV) gl ia varicella-zoster (VZV) gpl] aminohapposekvenssin vertailu

Tdmin vertailun sekvenssit on otettu seuraavista julkaisuista:

110060

HSV: Sequence determination and genetic content of the short unique region

in the genome of herpes simplex virus type 1. D.J. McGeoch, A.
Dolan, S. Donald ja F.J. Rixon (1985), Journal Mol. Biol. 181, 1-13.

VZV: DNA sequence of the Ug component of the varicella-zoster virus
genome. A.J. Davidson (1983), EMBO Journal 2, 2203-2209.

PRV: Use of Agtll to isolate genes for two pseudorabies virus
glycoproteins with homology to herpes simplex virus and varicella-
zoster virus glycoproteins. E.A. Petrovskis, J.G. Timmins ja L.E. Post
(1986) Journal of Virology 60, 185-193.

Niitd sekvenssejd verrattiin kidyttimilld sekvenssianalyysiohjelmaa Multalin

(F.Corpet, 1988, Nucl. Acids Res. 16, 10881-10890).

Kuvassa A on esitetty diagrammi, jossa kaikki nelja aminohapposekvenssid on
esitetty kaaviollisesti. Téssd esitetyt membraanin ldpdisevit osat (TM) on
esitetty  allekkain. Ennustettujen vientisignaalisekvenssien (SP) ja
mahdollisten N-sidoksisten glykosylaatiokohtien (I) lisdksi on esitetty kaksi
sdilytettyd aluetta, joissa kysteiinitihteiden suhteellinen asema pysyy usein
muuttumattomana (C C C).
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Kuvassa B on esitetty neljan gE-version keskelld sijaitsevan kysteiinipitoisen
alueen Multalin-vertailu. Téhdelld on merkitty identtisid aminohappoja ja

kaksoispisteelld analogisia aminohappoja.

Kuva 5:Difivac-1:n _ja Jowa-kannan Southern blot -analyysistd saatujen

valokuvien perusteella tehty piirustus

Kuva A: Difivac-1:n ja Iowa-kannan perimien restriktioentsyymipilkonnat
Bstl:114 (1, 2), EcoRI:lld (3, 4) ja HindIII:lla (5, 6), eristetty 0,7-prosenttisella
agaroosigeelilld, blotattu nitroselluloosalla ja hybridisoitu BHV-1:n Lam-
kannan *’P-leimatun HindIII K-jakson kanssa kiyttien menetelmid, jotka on
esitetty kuvan 1A yhteydessa.

Kuva B: Em. geelin nitroselluloosablottaus, joka on hybridisoitu BHV-1:n
gE-spesifiselld p318-koettimella. Tdamd nadyte kisittdd koko Alul-Hincll-

alueen, joka on esitetty kuvassa 2C.

Kuva 6: BHV-1:n gE-hidviimijakson konstruoiminen

Kuvassa A on esitetty gE-geenin ja kiytettyjen kloonien sijaintikohta. BHV-1-
perimén komponentit ovat: Unique Long (U, ) —osa, Unique Short (Us) ~osa ja
kaksi toisintoa (Ir ja Tr). gE-geenin 5’-puolella sijaitseva alue saatiin
seuraavasti: BHV-1:n Lam-kannan 8,4 kb:n pituisen HindIll K-jakson 1,4
kb:n pituinen Pstl-Smal-jakso alakloonattiin plasmidin pUC18 Smal- ja PstI-
kohtiin. Télle kloonille annettiin nimitys p515, ja se on esitetty kuvassa B. 4,1
kb:n pituisesta HindIII-EcoRI-kloonista saatu, gE:n 3’-puolella sijaitseva
EcoNI-Smal-osa kloonattiin p515:n ainoaan Asull-kohtaan. Jotta EcoNI-
tahteen sitominen Asull-tdhteeseen olisi mahdollista, klooni p515 pilkottiin
Asull:n kanssa ja késiteltiin tdmén jalkeen Kienowin entsyymilld (Boehringer-
Mannheim) ja dCTP:114, jolloin Asull-tihteeseen saatiin yksi sytosiinitdhde
standardinmukaisilla menetelmilld (Sambrook ym. 1989). Tatd lisdsytosiinia
on merkitty tihdelld kuvassa D. Tdmin jdlkeen p515 pilkottiin myds Smal-
entsyymilld, minkd jdlkeen EcoNI-jakso voitiin sitoa tahdn vektoriin. Néin
konstruoidulle kloonille annettiin nimitys p519.
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Kuva 7

A: DNA-valmisteiden 1B7, 1B8 ja 2H10 Southern blot —analyysista
saadun _ valokuvan  perusteella  tehty  piirustus. DNA:n eristys,
restriktioentsyymipilkonnat, blottaus ja hybridisaatio tehtiin menetelmilld,
jotka on esitetty kuvan 1A selostuksen yhteydessi. Kun DNA-valmisteille
1B7, 1B8 ja 2HI10 oli tehty kaksinkertainen Pstl-Dral-pilkonta, jaksot
erotettiin - 0,7-prosenttiseen agaroosigeeliin ja tamdn jidlkeen blotattiin
nitroselluloosasuodattimella. Tdm# suodatin  hybridisoitiin ~ koettimena
kiytetylld 2p dCTP -leimatulla 2,3 kb:n pituisella Pstl-Dral-hdvidmé&jaksolla.
Viylilld 1-3 nidytteet 1B7, 1B8 ja 2H10 erotettiin vastaavassa jdrjestyksessa.
Viyldlld 4 kiytettiin Lam-kannasta saatua villin tyypin BHV-1-DNA:ta ja
viylalld 5 2,3 kb:n pituista hdviamijaksoa.

B: BHV-1:n Lam-kannan 15,2 kb:n pituisen EcoRI-osan fyysinen kartta.
Kartassa on esitetty Pstl-, Dral- ja HindIII-tunnistuskohtien sijainti ja
kohdassa 7A mainitun hybridisaationéytteen sijainti.

Kuva 8:BHV-1:n gE-geenin prokaryoottinen ilmentyminen

BHV-1:n gE:n prokaryoottisen ilmentymisen aikaansaamiseksi gE-geenin 600
bp:n pituinen Smal-jakso fuusioitiin kolmena lukukehyksend Schistosoma
japonicumin  glutationi-S-transferaasigeenin  koodausalueelle  vektorissa
pGEX-2T (D.B. Smith ja K.S. Johnson, Gene 67 (1998) 31-40).
Rekombinaatiomolekyylit, joissa on Smal-jakson oikea (syn) orientaatio,
tunnistettiin ~ rajoitusentsyymianalyysilli  kdyttden  standardinmukaisia
menetelmid. Tamidn fuusiorakenteen omaaville E. coli DHS5o-klooneille
annettiin nimitykset pGEX-2T600s1, pGEX-2T600s2 ja pGEX-2T600s3.

A: Yhden pGEX-2T600-rakenteen diagrammi. GST-gE-fuusiotuotetta
koodaavan alueen NH,-puolella sijaitsee isopropyylitiogalaktosidin (IPTG)
indusoima tac-promoottorialue.

B. pGEX-2T600s:11d transformoitujen DH5a-solujen
kokonaisproteiinivalmisteiden Western blot —analyysistd saatujen valokuvien
perusteella tehty piirustus. Yon yli viljeltyja pGEX-2T600s1, pGEX-2T600s2
ja pGEX-2T600s3 —rakenteilla siirrettyja DH50-soluviljelmid jatkettiin 1/10
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Luria-Bertani (LB) -viliaineessa, jossa oli 50 pug/ml ampisilliinid, ja 1h
kasvun jdlkeen niitd indusoitiin IPTG:114 5 h ajan. Naitd indusoituja viljelmii
sentrifugoitiin 5 min nopeudella 6000 x g ja liséttiin 1 x kerrosseokseen (2 %
SDS, 10 % glyserolia, 5 % merkaptoetanolia ja 0,01 % bromofenolisinists)
[1,5 ml viljelm&i 500 pl:ssa kerrosseosta] ja kuumennettiin 95°C:ssa 5 min
ajan. Tamén jalkeen 50 ul vidylad kohti erotettiin pystysuoralla 12,5-
prosenttisella polyakryyliamidigeelilld standardinmukaisilla menetelmilld ja
sitten blotattiin puolikuivalla menetelmilld nitroselluloosasuodattimeen
kéyttden LKB-multiphor II Nova Blot —jarjestelmid valmistajan méarittdmissa
olosuhteissa.

Viylilla M kiytettiin esivarjdttyd merkitsinproteiinia (BRL Life Technologies,
Inc. 236k, 112k, 71k, 44k, 28k, 18k ja 15k) ja viylilld 1, 2 ja 3 vastaavasti
kolmella kehyksella pGEX-2T600sl, pGEX-2T600s2 ja pGEX-2T600s3
siirrettyjen DH5a-solujen kokonaisproteiinivalmisteita.

Kentdssé A voidaan ndhdd anti-GST-seerumilla tehdyn Western blot
-analyysin  tulos. Tatd analyysia varten suodatinta  inkuboitiin
standardinmukaisilia meneteimilld (E. Harlow ja D. Lane, 1986, Antibodies: a
laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory, New York) estopuskurissa
(PBS + 2 % maitojauhetta ja 0,05 % Tween 20:ta) ja tdmén jilkeen
polyklonaalisessa  kaniinin anti-GSP-seerumissa. Suodatin  pestiin  ja
inkuboitiin piparjuuriperoksidaasilla (HRPO) konjugoidun vuohi-anti-kaniini
-immunoglobuliiniseerumin kanssa. Tdmin jilkeen sitoutuneet vuohen vasta-
aineet tunnistettiin immunokemiallisesti kromogeenilld (diaminobentsidiini,
kloronaftoli ja H,0,). GST-fuusiotuotteella, joka on merkitty nuolella, on n.
47 k arvioitu koko vain ruudussa 3.

Kentdssda B voidaan ndhdd gE-proteiinin tunnistavalla monoklonaalisella
vasta-aineella Mab 4 tehdyn Western blot -analyysin tulos. Tatd analyysia
varten kentdn A mukainen duplo-suodatin  estettiin, inkuboitiin
monoklonaalisella vasta-aineella, pestiin ja inkuboitiin HRPO-konjugoidulla
kaniini-anti-hiiri —seerumilla. Tamin jilkeen sitoutuneet kaniinin vasta-aineet
tunnistettiin immunokemiallisesti kromogeenilld. Viyldllda 3 (rakenne 3)
nikyvd nauha on kooltaan 47 k, ja se on merkitty nuolella.
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Kuva 9:pEVHisgE:n konstruoiminen BHV-1:n gE-geenin eukaryoottista
ilmentymisti varten

gE-geenin eukaryoottista ilmentymistd varten kloonattiin koko gE:n
koodausalue oikeassa suunnassa ilmentdmisvektorin pEVHis HCMV-
promoottorialueen taakse kdyttden standardinmukaisia menetelmid (Sambrook
ym. 1989). Titid tarkoitusta varten 394 bp:n pituinen Alul-osa, joka alkaa 55
bp ennen gE:n avointa lukukehystd, kloonattiin pUC18:aan, ja sille annettiin
nimitys p201. Kun p201 oli HinclI-pilkottu, 1740 bp:n pituinen HinclI-jakso,
joka kisittdd suuremman osan gE-geenid, kloonattiin p201:een. Tdstd syntyi
tuloksena plasmidi p318, joka pUC18:n monisidoksessa kisittdd koko gE-
geenin koodausalueen 55 bp ennen gE:n aloituskoodonia olevasta Alul-
kohdasta HinclII-kohtaan, joka sijaitsee 133 bp gE:n lopetuskoodonin takana.
Vektorin monisidoksessa olevia restriktioentsyymikohtia kdyttden tima jakso
leikattiin p318:sta entsyymeilld BamHI ja Sphl. Ensin p318 pilkottiin Sphl:lla
ja tamin jilkeen Sphl-kohta tdytettiin kdyttden Klenowin polymeraasia ja
dNTP:itd. BamHI-pilkonnan jilkeen 1,9 kb:n pituinen siirrdnniinen erotettiin
pUC18-vektorista alhaisen sulamispisteen omaavassa agaroosissa (Low
Melting Point Agarose) ja sidottiin pEVHis-vektorissa, joka oli pilkottu
BamHI:lla ja EcoRV:lla kanssa tdtd tarkoitusta varten. Ndin muodostetulle
plasmidille annettiin nimitys pEVHis/gE.

Kuva 10: gE-spesifisten alukkeiden ja koettimien sijainti PCR-menetelmissi
BHV-1:n DNA:n tunnistamiseksi

Kuvassa on  esitetty  BHV-1:n  glykoproteiinin  gE  geenin
nukleiinihapposekvenssi nukleotidistd 1272 nukleotidiin 2027 [sekvenssi on
otettu kuvassa 3 esitetystd]. gE-spesifistai PCR-menetelmaa varten kidytetyille
alukkeille annettiin nimitykset P; ja P,. Alukkeiden P; ja P4 on alleviivattu.
P;:n  nukleotidisekvenssi on 5’-ACG-TGG-TGG-TGC-CAG-TTA-GC-3’
(SEQ ID NO:2). Ps:n nukleotidisekvenssi on (edelld madritellyn alukkeen
sidossekvenssin komplementti) 5’-ACC-AAA-CTT-TGA-ACC-CAG-AGC-
G-3’ (SEQ ID NO: 3). Koetin, jota kdytettiin Southern blot ~hybridisaatiossa
PCR-vahvistetun DNA:n tunnistamiseksi, on 137 bp:n pituinen Taql-jakso,
joka sijaitsee alukkeiden sidoskohtien vilissd, jolloin timén jakson pdat on
esitetty. Jotta voidaan tehdd vertailuja kuvaan 3 ndhden, on myds esitetty
HindlIII- ja EcoNI-kohdat.



10

15

20

25

30

35

35

Kuva 11: Difivac-1:n gE-hiviimin kartoitus

Kentidssd A on esitetty fyysinen kartta BHV-1:n villin tyypin Lam-kannan
EcoRlI-jaksosta, jonka pituus on 15,5 kb. Kentidssi B on esitetty fyysinen
kartta Difivac-1:n EcoRI-jaksosta, jonka pituus on 14,5 kb. Kummatkin
EcoRI-osat kattavat vastaavien virusten perimien ainoat lyhyet alueet (Unique
short regions) kokonaan. gE-geenin asema ja gl-geenin oletettu asema on
osoitettu avoimin laatikoin. Kartat A ja B on sijoitettu siten, ettd kummassakin

kartassa 6 kb:n pituiset Pstl-jaksot ovat kohdakkain. Kummassakin kartassa.

sisdiset toisintosekvenssit ja lopussa olevat toisintosekvenssit on osoitettu
vinoviivoitetuin laatikoin. Toisintojen alapuolella olevat nuolet osoittavat
nididen sekvenssien suuntaa.

Kentdssd A on esitetty se osa Us-aluetta, joka puuttuu Difivac-1-kannasta.

110060

Kentidssd C on esitetty gE-hidvidmain kartoittamiseksi ja B:ssé esitetyn fyysisen .
kartan aikaansaamiseksi kéytettyjen kloonattujen Difivac-1-jaksojen sijainti. -

Kloonien p728, p737 ja p754 liitinndisten alapuolella olevat nuolet osoittavat

alueita, joiden sekvenssi on kartoitettu rekombinaatiokohdan méaarittamiseksi.
Lyhenteita:
A = Alul, E = EcoRI, P = Pstl, H = Hindlll, r = rekombinaatiokohta, IR =

sisdinen toisinto, TR = lopetustoisinto

Kuva 12: Difivac-1:n Us-alueen tdsmillisen rekombinaatiokohdan méddritts-

minen

Difivac-1-kannasta 16ydetyn gE-hdvidmin tasmaillisten rajojen
madrittdmiseksi on kartoitettu kloonin p754 sekvenssi sekd kloonien p728 ja
p737 pididen sekvenssi. Ndiden kloonien liitinndiset on esitetty kuvassa 11.
Kiytetyt sekvenssien kartoitusmenetelmit on selostettu kuvan 3 selityksissa.

Kentissd A on esitetty Alul-Pstl-jakson pddosan sekvenssistd. Tdmi sekvenssi
alkaa gE-geenin promoottorialueelta. Oletettu TATA-laatikko on alleviivattu.
Rekombinaatiokohdassa r tdamd promoottorialue fuusioituu sekvenssiin, joka
on loydetty myds Us-alueen vastakkaisesta kohdasta, nimeltddn
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kéinteistoisinto. Tasmaillinen rekombinaatiokohta on midritetty
vertailemalla  gE-promoottorialueelta  I0ydettyd  toisintoa  Us-alueen
vastakkaisesta kohdasta l6ydetyn toisinnon kopioon. Kohtaa, jossa nimi
sekvenssit poikkeavat, on kentdssd B(I) merkitty r:lli. Samantapainen vertailu
on tehty Difivac-1:std 16ydetyn gE-promoottorisekvenssin ja villin tyypin
Lam-kannasta l0ydetyn gE-promoottorin kesken. Kohtaa, jossa ndmi
sekvenssit poikkeavat, on kentidssd B(II) merkitty samoin r:1li. Loydetyt
rekombinaatiokohdat ovat samat.

Kuva 13: BHV-1:n gl-geenin osittainen sekvenssianalyysi

Kayttamallda BHV-1:n Lam-kannan 1,8 kb:n pituista Pstl-kloonia, joka ulottuu
BHV-1:n sekd gl- ettd gE-geeniin (ks. Fig. 11), médritettiin 284 nukleotidin
sekvenssi BHV-1:n  glin  koodausalueella.  Kiytetyt  sekvenssi-
kartoitusmenetelmit on selostettu kuvan 3 selitysten yhteydessd. Sekvenssin
kddannds perustuu yleispiatevddan koodiin, ja se on tehty PC/gene-
tietokoneohjelmalla versio 1,03 (marraskuu 1987). Toisen lukukehyksen
koodaama aminohapposekvenssi on esitetty yksikirjaimisina koodeina
nukleotidisekvenssin alapuolella. Tdimé4 aminohapposekvenssi on homologinen
muiden herpesviruksen gl-homologien koodausalueen kanssa (ks. Fig. 14).

Kuva 14: Oletetun  BHV-1:n gl-geenin  osittaisen aminohapposekvenssin
aminohappovertailu  herpes _ simplex —viruksen (HSV1) gl-geenin,
pseudorabiesviruksen (PRV) gp63-geenin ja varicella-zoster-viruksen (VZV)

gplV-geenin koodausalueen vastaavien osien kanssa

PRV-sekvenssi alkaa koodausalueensa aminohapon 82 kohdalla, HSV1-
sekvenssi aminohapon 80 kohdalla, ja VZV-sekvenssi aminohapon 76
kohdalla. Kdytetyt sekvenssit on julkaistu raporteissa, jotka on mainittu kuvan
4  selitysten yhteydessd. Vertailu tehtiin  kdyttamélld  Multalin-
tietokoneohjelmaa. Tédhdilld on merkitty identtisia aminohappoja ja
kaksoispisteilld analogisia aminohappoja.
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Kuva 15: MSVneoGlI-plasmidin konstruoiminen BHV-1:n gl-geenin euka-
ryoottista ilmentamisti varten

BHV-1:n gl-geenin osittaisen sekvenssin aminohappovertailun perusteella on
arvioitu BHV-I:n gl-geenin oletettu sijaintikohta. Témén arvioinnin
perusteella péiteltiin, ettd 1,7 kb:n pituinen Smal-jakso sisiltda BHV-1:n gE-
geenin tidydellisen koodausalueen. Tdamin 1,7 kb:n pituisen Smal-jakson
sijainti on merkitty kentdssd A. Tamén 1,7 kb:n pituisen Smal-jakson tylppiin
péihin on standardinmukaisia menetelmid kayttden liitetty BamHI-sitojat. N&in
saatu  tuote  pilkottiin  BamHI:lla ja  liitettiin  eukaryoottiseen
ilmentdmisvektoriin MSV-neo. MSV-neo-vektorissa on ainoa BamHI-kohta
MSV-LTR:n takana, jolla on vahva promoottorivaikutus. Tama vektori on
kuvattu julkaisussa Rijsewijk ym, 1987 EMBO J. 6, 127-131.

Kuva 16: BHV-1:n gl/eE-kaksoishdvidmaijakson konstruoiminen

Glykoproteiinin gE geenin asema ja glykoproteiinin gl geenin oletettu asema
BHV-1:n Ug-alueella on esitetty diagrammissa A. Vinoviivoitetut lohkot
osoittavat Us-aluetta rajaavia toisintoja. Kentdssd B on esitetty fyysinen kartta
erdistd oleellisista restriktioentsyymikohdista kummankin geenin sijainnin
suhteen. gl/gE-hdvidiméjakson konstruoimiseksi klooni pl,7-Smal/o, joka
sisdltdd gl-geenid ympédroivan 1,7 kb:n pituisen Smal-jakson, pilkotaan
Pstl:lla. Jaljelld olevan 350 bp:n pituisen Smal-Pstl-liitdinndisen Pstl-kohdan
paa tylpistetaan kdyttien standardinmukaisia molekyylibiologisia menetelmia.
My6s EcoNISmal-jakson (ks. Fig. 6B), joka on eristetty kuvan 6A yhteydessd
kuvatusta 4,1 kb:n pituisesta HindIlI-EcoRI-jaksosta, pdd tylpistetddn ja
liitetadn muunnettuun Pstl-kohtaan. Tdmi on esitetty diagrammeissa C ja D.
Niin saadusta kloonista pAIE voidaan Smal-Dral-jakso eristdéd BHV-1:n villin
tyypin DNA:n kanssa rekombinoimiseksi.

Lyhenteitd: E = EcoRI, H = HindIll, S = Smal, P = Pstl, ENI = EcoNI, D =
Dral, kb = kiloemis, Ug = unique short
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Kuva 17: Viruksen nenisti erittymisen keskiarvo vasikoilla rokotuksen
jalkeen

* = Difivac-1:114 rokotettu
0= rokottamaton verrokki

Kuva 18: Vasikoiden piivittdisen kliinisen arvon keskiarvo BHV-1:n
virulentilla kannalla altistamisen jialkeen, merkinnit kuten kuvassa 17.

Kuva 19: Vasikoiden perdsuolen lampoétilan keskiarvo BHV-1:n virulentilla
kannalla altistamisen jilkeen, merkinnit kuten kuvassa 17.

Kuva 20: Vasikoiden kasvun keskiarvo BHV-1:n virulentilla kannalla
altistamisen jialkeen, merkinnit kuten kuvassa 17.

Kuva 21: Viruksen nenistderittymisen keskiarvo vasikoilla BHV-1:n

virulentilla kannalla altistamisen jilkeen, merkinnit kuten kuvassa 17.

Kuva 22: Vasikoiden perdsuolen lampoétilan keskiarvo BHV-1:n virulentilla
kannalla altistamisen jilkeen

°= Lam gE":1l4 rokotettu
0= Lam gE/TK :1la rokotettu
X= rokottamaton verrokki

Kuva 23: Vasikoiden kasvun keskiarvo BHV-1:n virulentilla kannalla
altistamisen jilkeen, merkinnit kuten kuvassa 22

Kuva 24: Vasikoiden piivittidisen kliinisen arvon keskiarvo BHV-1:n
virulentilla kannalla altistamisen jilkeen, merkinnit kuten kuvassa 22.
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Taulukko 1: Viruksen nenistiderittyminen vasikoilla Lam gE:lid ja Lam

gE/TK :1li rokottamisen ja BHV-1:n virulentilla kannalla altistamisen jidlkeen
ndissi rokotetuissa vasikoissa ja verrokkivasikoissa

Viruksen nendstierittymisen keskimaidriinen kesto pdivina

Ryhmi Rokotuksen jdlkeen Altistamisen jidlkeen
verrokki 0 10,33 £1,51

Lam gE 7,0010,89 4,83+1,17

Lam gE/TK 7,1741,33 5,1740,98

Taulukko 2: Monoklonaalisten gE-vasta-aineiden (Mab)

tunnusmerkit
Mab gE-Mab-ehdokkaiden reaktiivisuus seuraavien
kanssa:

Difi- Lam Prok. 3T3 g 3T3 gE 3t3 Ag Ab

vac~1 gE~ Difi- gE/gI ryhmd karja

3T3/ vac-1

EBTR
1 - - nd - + ? I +
2 - - - + + + I -
3 - - + + + + ? -
4 - - + + + + ? -
42 - - nd - - ? v? b 5
51 - - nd -~ ? + II +
52 - - + + + + ? -
53 - - nd - + + III +
59 - - nd -~ - + IIT +
66 - - nd + + + I1I +
67 - - nd - + + III +
68 - - - + + + Iv +
72 - - - + + + \Y% +
75 - - nd - + ? I +
78 - - nd - + ? nd -
g1 - - - + + + I1? -

4+ : Kaikissa 8 testatussa seerumissa estoprosentti
oli > 50 % epdsuorassa IPMA-blocking -testissd.

Seerumien estobrosentti oli + 50 %.

+

- : Seerumien estoprosentti oli < 50 %.
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SEKVENSSILISTAUS

SEQ ID NO:1
PITUUS: 2027 nukleotidia, 575 aminohappoa
TYYPPI: nukleotidi ja aminohappo

SAIKEISYYS: yksinkertainen

AGGGCGGAGC GTTGAGCGGC CCGACCGCCG CCGGGTTGTT AAATGGGTCT CGCGCGGCTC

ATG
Met
1

CAA CCC ACC
Gln Pro Thr

GCG
Ala
S

CCG
Pro

cce
Pro

40

Asull
TTCCGGGGAA CGGCGCACGC GAGAGGGITC GAAAAGGGCA TTTGGCA

CGG CGG CGG TTG CTG CCG
Arg Arg Arg Leu Leu

ccG
Pro

CAG TTA TTG
Gln Leu Leu
20

CTT
Leu

Phe

Gly

CTG
Leu

ATG
Met
25

10

SIGNAL PEPTIDE

Pro

CTG
Leu

| ==~=> deleted in Difivacl
GTGGTTCCAC ACCGCCGGAG AACCAGCGCG AGCTTCGCTG CGTGTGTCCC GCGAGCTGCG

CTG
Leu
15

CIG
Leu

GCC GAG GCC

Ala

Glu

GGC
Gly

GCC
Ala
65

CCG
Pro

CTG
Leu

GCG
Ala

Smal
ACC_CCG _GGC
Thr Pro Gly

35

GCG CCC GTIC
Ala Pro Val
50

GTT CGC GGC
Val Arg Gly

GAG CCC GTC
Glu Pro val

GAC GCG GCC
Asp Ala Ala
100

GAG CTC GCC
Glu Leu Ala
115

TCG
Sexr

TTT
Phe

TGG
Trp

TGC
Cys
85

TGC
Cys

GAG
Glu

GCT
Ala

cTC
Leu

AGC
Ser
70

CTC
Leu

CTG
Leu

CGG
Arg

TCG
Ser

cca
Pro
SS

GTC
val

GAC
Asp

CGA
Arg

CcC
Pro

GTC
val
40

Gly

CTC
Leu

GAC
Asp

ACC
Thr

GAC
Asp
120

GAC
Asp

ccc
Pro

GCG
Ala

cGC
Arg

GCC
Ala
195

TCA
Ser

ACG
Thr

GCG
Ala

GGC
Gly

GAG
Glu
90

CGC
Arg

ACG
Thr

Glu

GTC
val

GCG
Ala

GCC
Ala
75

TGC
Cys

GTG
val

GGC
Gly

Ala

TTC
Phe

CGC
Arg
60

TGC
Cys

GCC
Ala

GAC
Asp

AAG
Lys

ACG
Thr
45

CCG
Pro

TCG
Ser

ACC
Thr

CCG
Pro

AAA
Lys
125

ccc
Pro
30

GCG
Ala

GAC
Asp

CCG
Pro

GAC
Asp

CTG
Leu
110

GAG
Glu

GCG
Ala

CGC
Arg

GTG
val

ccC
Pro

GTG
val
95

GCC
Ala

TTT
Phe

ACC
Thr

GCT
Ala

cGe
Arg

GTG
val
* 80

GCC
Ala

ATC
Ile

GTT
Val

110060

60

120
167

215

263

311

359

407

455

503

551
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GTG
val
145

TAC
Tyr

CGC
Arg

GTG
val
225

CTA
Leu

GCC
Ala

ATC
Ile

CTG
Leu

GAG
Glu
305

Ala
130

CTG
Leu

GAC
Asp

ACG
Thr

GAG
Glu

ACG
Thr
210

CIG
Leu

TCG
Ser

AGC
Ser

CGC
Arg

CAC
His
290

ACC
Thr

GAC
ASp

ATC
Ile

CGG
Arg

CTG
Leu

AGG
Arg
195

ACG
Thr

CCG
Pro

GIG
vVal

ATC
Ile

ATA
Ile
275

ccc
Pro

GTG
val

CcCG
Pro

GCG
Ala

Cc1C
Leu

CAG
Gln
180

Glu

ACA
Thr

TAC
Tyr

CGT
Arg

GAC
Asp
260

TAC
Tyrx

GCC
Ala

TAC
Tyr

CAC
His

GCC
Ala

ATC
Ile
165

GTC
val

CCAa
Pro

CcGC
Arg

CAC
His

CTG
Leu
245

TGG
Trp

GAG
Glu

GAC
Asp

AGC
Ser

GTC
val

Ala
150

Gly

GCG
Ala

GCG
Ala

GCG
Ala

TCC

Ser
230

CAG
Gln

TAC
Tyr

ACG
Thr

GCG
Ala

CGG
Arg
310

TCG
Ser
135

GCC
Ala

GAC
Asp

ACG
Thr

ACC
Thr

ccc
Pro
215

CAC
His

TCT
Ser

TTC
Phe

TGC
Cys

Gln

295

CTG
Leu

41

GCG
Ala

GAG
Glu

GCC
Ala

Gce
Ala

GGG
Gly
200

cCcG
Pro

GTA
val

GAG
Glu

CTG
Leu

ATC
Ile
280

TGC
Cys

TAC
Tyr

Pvull

CAG CIG GGT

Gln

GAG
Glu

Gly

Gly
185

ccc
Pro

CGG
Arg

TAC
Tyr

TTT
Phe

CGG
Arg
265

TTC
Phe

AGC
Ser

GAG
Glu

110060

CGC AAC GCG ACC GGG

Leu Gly Arg Aan Ala Thr Gly

140

GAC GGC GGC
Asp Gly Gly
155

GAC GAG GAG
Asp Glu Glu
170

GCG CAG GGC
Ala Gln Gly

ACC CCC GGC
Thr Pro Gly

CGG CAC GGC
Arg His Gly
220

Smal
ACC _CCQ _GGC
Thr Pro Gly
235

TTC GAC GAG
Phe Asp Glu
250

ACG GCC GGC
Thr Ala Gly

CAC CCC GAG
His Pro Glu

TTC GCG TCG
Phe Ala Ser
300

CAG TGC CGC
Gln Cys Arg
315

GTG
val

ACG
Thr

GCC
Ala

CCG
Pro
205

GCG
Ala

GAT
Asp

GCT
Ala

GAC
Asp

GCA
Ala
285

CCG
Pro

CcCG
Pro

TAC
Tyr

CAG
Gln

GCG
Ala
190

cCG
Pro

cGe
Arg

TCC
Ser

cceC
Pro

TGC

270

TAC
Tyrc

GAC
Asp

TTC
Phe

TTG
Leu
175

Arg

ccec
Pro

TTC
Phe

TTT
Phe

TTC
Phe
255

GCG
Ala

GCC
Ala

CGC
Arg

CCT
Pro

CIG
Leu
160

GCG
Ala

GAC
Asp

CAC
His

cee
Arg

CIG
Leu
240

TCG
Ser

CTC
Leu

TGC
Cys

TCC
Ser

GCC
Ala
320

599

647

695

743

791

839

887

935

983

1031

1079

1127
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GGT CGC TGG CCG CAC GAG
Gly Axrg Trp

GCG
Ala

GCG
Ala

Gly

TTG
Leu
385

ASp

ccc
Pro

C1C

Leu

Cac
His

CCG
Pro

CaC
His
370

GTG
val

ACC

Thr

GCG
aia

CTG
Leu

GCT
Ala
355

GIG
val

cGC
Arg

GGA
Giy
435

Pro

CGT
Arg
340

GCG
Ala

HindIII

His
325

ccc
Pro

GCC
Ala

Glu

GCC
Ala

TCC
Ser

GAA_GCZ_TGG
Glu Ala Trp

GCG
Ala

ccc
Pro
420

CTG
Leu

GIC
val

CcCa

LAy

-
&

405

GCG
Ala

ACC
Thr
390

~1
—ay

ccC
Pro

42

TGC GAG GGC
Cys Glu Gly

AAT AAC AGC

Asn_Asn Ser

GGG
Gly

GAC
Asp
375

GAC
Asp

CTT
Leu
360

TAC
Tyr

CAC
His

CCG

345

TAC
Tyr

AGC
Ser

GTG
val
42S

GTIG

Vai

GGC

SLy

ATC

-
LA

GCa
Ala

440

GCC

- a
ald

GCC GCG
Ala Ala
330

GTA GAC
Val Asp

GTC TTT
Val Phe

CTA GTC
Leu Val

CGC ccC
Arg Pro
3395

ACC AGC

L e b er
- sste wl4

410

GTG CTG
Val Leu

TAC GCG GCG

Tyr

CIG
Leu

GTG
val

val

380

GAG
Glu

GTG
Val

Ala

GTC
val

CTG
Leu
365

ACT
Thr

GCC
Ala

Gly

Ala

Phe
350

CAG
Gln

TCG
Ser

GCA
Ala

GCG
Ala

GCG
Ala
430

TRANSMEMBRANE HELIX

CTC GCC

Leu Ala

CGG
ALy

445

CCC
Pro
335

GAC
Asp

TAC
Tyr

GAC
Asp

GCC
Ala

Gly
415

Leu

TGC

-

Cys

CGC
Arg

CcCcC
Pro
465

cCa
Pro

CGC
Arg
450

GTA
val

~———

Jia S

val

AGC
Ser

ACC
Thr

~am~
L\

Asp

CAG
Gln

AGC
Ser

~ar
-

Asp
485

AAG
Lys

TTG
Leu
470

~E R

-

Glu

CGC
Arg
455

CCG
Pro

s

Phe

ACC
Thr

ACC
Thr

-~

TAC
Tyr

AAC
Asn

-

GAC ATC
Asp Ile

GAG CCG
Glu Pro
475

G:AC GAA GA

Asp Glu

cTC
Leu
460

CTC
Leu

AAC
Asn

GAC
Asp

mreen

- -

Ser

CcCC
Pro

GTG
val

TT

Phe

TTC
Phe

TG
Val

~e—
YA

Ala
495

Val

GAC
Asp

AAC
Asn

CGT
Arg

GCC
Ala
400

GCG

Ala

Gly

GCG
Aia

Gly

GTG
Val
480

GAT

Asp

110060

117s

1223

1271

1319

1367

1415

1463

1511

1559

1607

1655
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4

GAC GAC AGC GAC GAT GAC GGG CCC
Asp Asp Ser Asp Asp Asp Gly Pro
500

TAC GAC CTC GCC GGC GCC CCA GAG

Tyr Asp Leu Ala Gly Ala Pro Glu
515 520

CCC GCC AAC GGC ACG CGC TCG AGT

Pro Ala Asn Gly Thr Arg Ser Ser
530 S3s

AGG GAC CCG CTT GAA GAC GAT GCC
Arg Asp Pro Leu Glu Asp Asp Ala
545 550

CCA GAT TAC ACC GTG GTA GCA GCG
Pro Asp Tyr Thr Val Val Ala Ala
565

3

GCT AGC
Ala Ser
S0S

CCA ACT
Pro Thr

CGC TICT
Arg Ser

GCG CCAa
Ala Pro

CGA CTC
Arg Leu
570

AAC
Asn

AGC
Ser

Gly

GCG
Ala
SS5

AAG
Lys

GCGCCCCCCC CCCCCCGCGC GCTGTGCCGT CTGACGGAAA
ATATAAATGG AGCGCTCACA CAAAGCCTCG TGCGGCTGCT

CGCAGCGTCG TC

SEQ ID NO:2
PITUUS: 20 nukleotidia

TYYPPI: nukleotidi
SRIKEISYYS: yksinkertainen

ACGTGGTGGT GCCAGTTAGC

SEQ ID NO:3
PITUUS: 22 nukleotidia
TYYPPI: nukleotidi
SAIKEISYYS: yksinkertainen

ACCAAACTTT GAACCCAGAG CG

ccc
Pro

Gly

Phe
540

CGG
Arg

TCC
Ser

GCACCCGCGT GTAGGGCTGC
TCGAAGGCAT GGAGAGTCCA

CCT
Pro

Phe
525

Lys

ACC
Thr

AT

GCG
Ala
510

Ala

val

cCcG
Pro

110060

GAT GCC
Asp Ala

CGA GCC
Arg Ala

TGG TTT
Trp Phe

GCC GCA
Ala Ala
560

EcoNI

S TAS

Ile Leu Arg *

575

20

122

1703

1751

1799

1847

1895

1955
2015
2027
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmd rokotekoostumuksen saamiseksi eldinten, erityisesti
nisdkkdiden, tarkemmin nautaeldinten rokottamiseksi niiden suojaamiseksi
BHV-1-virusta vastaan, jolloin rokotekoostumus muodostetaan BHV-1-
mutantista ja sopivasta kantajasta tai apuaineesta, jolloin mainitussa BHV-1-
mutantissa on hividma glykoproteiinin gE geenissi, joka gE on proteiini, jolla
erityisessd BHV-1-kannassa on kuvan 3A mukainen aminohapposekvenssi ja
joka voidaan erottaa serologisesti villid tyyppid olevasta BHV-1:sti.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, jolloin mainittu hdviimi gE-
geenissd on aiheutettu heikennysmenetelmilld pikemminkin kuin konstruoitu
DNA -rekombinaatiomenetelmilla.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, jolloin saatu mutantti on
Difivac-1 (Institut Pasteur France, tallennusnumero I-1213).

.....

konstruoitu DNA -rekombinaatiomenetelmilla.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, jolloin mutantissa on
mainitun glykoproteiinin gE geenin hédvidmédn lisdksi hidvidmid glyko-
proteiinin gl geenissé.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmé, jolloin mainittu mutantti
valitaan prosessissa, jossa erotetaan BHV-1-virukset, joissa on koskematon gE
geeni, ja BHV-1-virukset, joissa on hividmid gE geenissd, jolloin mainittu
prosessi kdsittdd vaiheen, jossa tutkitaan, reagoiko viruksen aminohappo
gE:lle spesifisten koettimien tai alukkeiden kanssa, jotka on saatu
glykoproteiinia gE koodaavista nukleotidisekvensseista.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, jolloin mainittu mutantti
valitaan prosessissa, jossa erotetaan BHV-1-virukset, jotka ilmentdvit
glykoproteiinia gE, ja BHV-1-virukset, joissa on hdvidmé glykoproteiinin gE
geenissd, jolloin mainittu prosessi kasittdd vaiheen, jossa tutkitaan, reagoiko
virus gE:lle spesifisten vasta-aineiden kanssa, jotka on muodostettu gE:t4 tai
gE:n aminohapposekvenssistéd saatuja peptideji vastaan.
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Patentkrav:

1. Forfarande for att astadkomma en vaccinsammansittning for vaccinering
av djur, sarskilt ddggdjur, noggrannare sagt notdjur, for att skydda dem mot
BHV-1-virus, varvid vaccinsammansittningen bildas av BHV-1-mutant och
en lamplig bidrare eller hjdlpmedel, varvid sagda BHV-1-mutant uppvisar en
deletion i genen for glykoprotein gE, vilken gE 4r ett protein som hos en
sdrskilt BHV-1-stam uppvisar en aminosyrasekvens enligt Fig. 3A och som
kan separeras serologiskt fran BHV-1 av vild typ.

2. Forfarande enligt kravet 1, varvid sagda deletion i genen gE #r fororsakad
genom ett forsvagningsforfande snarare &n konstruerad med DNA-
rekombinationsforfaranden.

3. Forfarande enligt kravet 2, varvid den uppnadda mutanten #r Difivac-1
(Institut Pasteur France, deponeringsnummer I-1213).

4. Forfarande enligt kravet 1, varvid sagda deletion dr konstruerad medelst
DNA -rekombinationsforfaranden.

5. Forfarande enligt krav 1, varvid mutanten uppvisar, utver sagda deletion i
genen for glykoprotein gE, en deletion i genen for glykoprotein gl.

6. Forfarande enligt krav 1, varvid sagda mutant viljs i en process, dir BHV-
I-virus med en orord gen gE, och BHV-1-virus med deletion i genen gE
separeras, varvid sagda process omfattar en fas, dér det granskas om
aminosyra av viruset reagerar med gE-specifika prober eller primer, som ir
erhallna fran glykoproteinet gE kodande nukleotidsekvenser.

7. Forfarande enligt krav 1, varvid sagda mutant viljs i en process dir BHV-
1-virus som utrycker glykoprotein gE, och BHV-1-virus med deletion i genen
gE separeras, varvid sagda process omfattar en fas dér det granskas om viruset
reagerar med gE-specifika antikroppar, som &r bildade mot gE eller peptider,
som &r erhéllna frdn aminosyrasekvenser av gE.
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A
------------------ > gE PROMOOTTORIALUE ~ ce-eeccccemmmmmaacaaaaiaoai>
5'GAGCGGCCCGACCGCCGCCGGGTTGITAAATGGGTCTCGCGCGGCTCGTGGTTCCACACCGCCGGAGAA
r
------ >|<ememecacecce KAAMVETTY TOISINTO <eeeeeeeeaceccccccnanececcaaaanan

ewommocococmananenes KAANNETTY TOISINTO0 C-eomcceemcerecccccancccccacaean
CTGTATGCTATGCTCCCGCCGGACTATTTTCCGGTGGTGCCCTCGTCCAAGCCCCTGCTGGTGAAAGTT 3!

B(I)

Vastakkainen  boisiutoraja
( kaannetty sckvenssi )
Rekombingiiu alve

B(I)

Relombinoitu alve

Villin tyypin qE-awe

r
Unique short | kddmnetty toisinto
: GGCACCGGTCCCGGA | TGCGAGGGGGGGCTTGG
I L e o
: CCGGAGAACCAGCGC|TGCGAGGGGGGGCTTGG

r

: CCGGAGAACCAGCGC|TGCGAGGGGGGGCTTIGG
drededekedededededekdekedok | * *k ok *

: CCGGAGAACCAGCGC|GAGCTTCGCTGCGTGTG
| gE - johtaja --->

FIG.12



23/30 . 770060

10 20 30 40 50 60

CTACCACGCCGCGGGCGACTGCTTCGTTATGCTGCAGACGACCGCGTTCGCCTCCTGCCC

Y H A A G A CVF VML OQTTA ATFA A S C P
7? 8? 9? 10? 11? 12?

GCGCGTCGCGAACGACGCCTTTCGCTCCTGCCTGCACGCCGACACGCGCCCCGCTCGCAG

R v.a NDAUVF R S CULHAUDTIRUP A R S

13? 140 15? 160 170 180
1 L 4
CGAGCGGCGCGCGAGCGCCGCGGTCGAAAACCACGTGCTCTTCTCCATCGCCCATCCGLG

E R R A S A AV ENUHUVLF S I A HP R

19? 20? 21? 22? 23? 24?

CCCAATAGACTCAGGGCTCTACTTTCTGCGCGTCGGCATCTACGGCGGCACCGCGGGCAG

P I D S GL Y F L RV G I Y G G T A G S

250 260 270 280
CGAGCGCCGCCGAGACGTCTTTCCCTTGGCCGCGTTTGTACACA

E RRRDV F P L A A F V H

FIG. 13
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1 10 20 30 40 50
60 70 80 90 93
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cd ok Kk ok ok dohk * * : * *
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* do dkdekek: Tokkek *
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: dededeikk ke derdk: 2k
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70 80 90 94
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