PATENTOVY SPIS

(19) (21) Cislo prihlasky: 1998-4189
CESKA (22) Prihl&eno:  17,06.1997
REPUBLIKA

(30) Prévo ptednosti: 27.06.1996 US 1996/673814

(40) Zvefeintno:  14,07,1999
(Véstnik & 07/1999)

(47) Uddleno:  (7,06.05

(24) Oznameni o udgleni ve Véstniku: 17.08.2005
(Véstnik &. 8/2005)

(86) PCT¢islo:  PCT/US1997/010236

(87) PCT ¢islo zvetejnéni: WO 1997/049416

URAD
PRI"JMYSLOVIf:Ho
VLASTNICTV]

(11) Cislo dokumentu:

295 438

(13) Druh dokumentu: B6
(1) mt.cL?

A 61K 35/74 A61P 31/00
A 61 K 39/02

A 61K 39/102

C 12N 15/00

C12N 15/03

C12N 15/11

C12N 120

C12N 121

(73) Majitel patentu:

VIRGINIA TECH INTELLECTUAL PROPERTIES,
INC.,, Blacksburg, VA, US

(72) Pivodce:
Inzana Thomas J., Blacksburg, VA, US
Ward Christine, Irving, TX, US

m (74) Zéstupce:
Marta Gabrielov4, tF. Politickych v&zii 7, Praha 1,
11000

(54) Nézev vynéalezu:
Vakeina a zpiisob jeji vyroby

(57) Anotace:
Regeni se tyké vakciny proti nemocem zpiisobenym
zapouzdienymi organismy sestavajici z avirulentni
nezapouzdrené, geneticky modifikované bakterie
Actinobacillus pleuropneumoniae, postradajici sekvence DNA
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Vakeina a zpusob jeji vyroby

Oblast techniky

Vynélez se obecné tyka vakein pouZivanych ve veterindrnich aplikacich a obzvlast Zivych,
rekombinantnich, oslabenych vakcin pro chorobné stavy, které jsou zpiisobované organismy, jez
obsahuji pouzdra, kde p¥itomnost pouzdra je vyZzadovéna pro virulenci, avak nikoli pro imunitni
ochranu, a zplisobu jeji vyroby. Vynalez m4 specifické aplikace pro rekombinantné produkova-
nou vakeinu, kterd byla pfipravena tak, Ze postrada pouzdro.

Dosavadni stav techniky

Vakeiny jsou pifpravky pouZivané k prevenci specifickych nemoci u zvitat a lidi tim, Ze vyvola-
vaji jejich imunitu. To se provadi tak, Ze pacient je vystaven antigenu konkrétni choroby, coz
vede k tomu, Ze imunitni systém pacienta produkuje velka mnoZstvi protilatek. P¥itomnost proti-
latek v pacientové krvi chréni pacienta pfed pozdgjsimi ttoky agens, které zpisobuje chorobu.
Vakciny mohou byt bud’ sloZeny z podjednotek tohoto agens, nebo ze Zivého nebo usmrceného
agens samého. Tak napfiklad, proti poliomyelitidé, b&Zné oznatované jako »polio®, je béznou
obranou bud’ oralni podani Zivé, oslabené vakciny polioviru, coZ je b&Zna praxe pro oSetfovani
déti, nebo podéni usmrcené nebo inaktivované vakciny polioviru, coz je béZna praxe pro ofetio-
vani dospélych, u kterych je obecn& vy$si nebezpedi ziskani polio z Zivé vakceiny. Jestlize se ma
pouZit Ziva vakcina, jeji virulence se musi n&jakym zpiisobem oslabit, Jjinak virus obsaZeny ve
vakcin€ zplisobi nemoc, proti které by mél chranit.

Rada nemoci je zptsobovana zapouzdfenymi bakteriemi, pfi¢emZ pouzdro, které predstavuje
jakoby pryskyfi¢na vrstva polysacharidi nebo polypeptidii pokryvajici vné&jSek bun&éné stény
téchto bakterii, je potfebné pro patogenezi. Jednim takovym ptikladem je praseci pleuropneumo-
nie a virulentni faktory Actinobacillus pleuropneumoniae, bakterie, ktera zplsobuje nemoc, zahr-
nuje pouzdrovy (kapsularni) polysacharid, endotoxin a proteinové exotoxiny. Prase¢i pleuropne-
umonie, soucasny zanét pohrudnice a plic, je jednou z hlavnich chorob dychacich cest dopadaji-
cich na chov prasat na celém sv&té. Roéni ztraty tohoto odvétvi Jen ve Spojenych statech dosahuji
vySe milionG dolard.

US patent €. 5 429 818 (Inzana) uvadi, Ze nezapouzdiené mutanty Actinobacillus pleuropneumo-
niae jsou avirulentni a schopné poskytnout vynikajici ochranu proti nasledné expozici virulentni
bakterie. Nezapouzdfené mutanty popsané Inzanou byly pfipravené etylmetansulfonatovou
mutagenezi. Avsak tyto postupy maji své nevyhody spo&ivajici v tom, Ze nékteré spontanné nebo
chemicky vytvéfené mutanty nejsou stabilni a povaha mutace (mutaci) neni zndma.

Cilem tohoto vynalezu je pfipravit bezpednou a G&innou, Zivou, oslabenou rekombinantni vakci-
nu proti nemocim zptisobenym bakteriemi a houbami, jeZ jsou obvykle zapouzdfené a kde
pouzdro je potfebné pro virulenci, nikoli viak pro imunitni ochranu.

Dalsim cilem tohoto vynélezu je upravit genetickym inZenyrstvim urité bakterie nebo houby
takovym zplisobem, aby jim chybglo pouzdro, tak¥e budou avirulentni a bude zndma geneticka
povaha mutace.

Hlavnim cilem tohoto vynélezu je dale poskytnout bezpe&nou, G€innou, Zivou, oslabenou rekom-
binantni vakcinu proti pleuropneumonii.
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Podstata vynélezu

Pfedmétem predloZeného vynalezu je vakcina, jejiz podstata spodiva v tom, Ze sestava z aviru-
lentni nezapouzdiené, geneticky modifikované bakterie Actinobacillus pleuropneumoniae,
postradajici DNA sekvence, kédujici syntézu pouzdra.

Dalsim vyznakem pfedmétného vynélezu je vakcina, jeZ sestava z avirulentni nezapouzdiené,
geneticky modifikované bakterie Actinobacillus pleuropneumoniae, je? mé DNA sekvence
kodujici syntézu pouzdra lokalizované pied hybridizaénim mistem BamHI-Xbal fragmentu
v pCW-1C, postradajici tyto sekvence.

Vyznakem pfedmétného vynalezu je déle vakcina jeZ sestava z avirulentni nezapouzdiend, gene-
ticky modifikované baktérie Actinobacillus pleuropneumoniae, kterd ma DNA sekvence kodujici
syntézu pouzdra lokalizované pfed genem na export pouzdra, postradajici tyto sekvence. Genem
na export pouzdra je cpxD.

Pfedmétny vynalez rovnéZ zahrnuje pouziti pfedmétné vakciny pro imunizaci prasat proti pleuro-
pneumonii. Imunizaci prasat proti pleuropneumonii vakcinou podle pfedmétného vynélezu lze
provadét injekci vakciny nitrosvalové nebo podkozng.

Vyznakem vynélezu je dale zpiisob p¥ipravy pfedmétné vakciny k prevenci nemoci zplsobenych
bakterii Actinobacillus pleuropneumoniae, jehoz podstata spo&iva v tom, Ze se provede nejprve
identifikace genti kédujicich syntézu pouzdra v uvedené bakterii, a poté delece genu kédujicich
syntézu pouzdra, za ziskéni nezapouzdieného mutantu uvedenych bakterii.

Dalsim vyznakem vynalezu je zplsob p¥ipravy vakciny k prevenci nemoci zptisobenych bakterii
Actinobacillus pleuropneumoniae, jehoz podstata spodiva v tom, Ze se nejprve provede identifi-
kace DNA sekvenci kodujicich syntézu pouzdra v bakteriich, které jsou lokalizované pted hybri-
dizanim mistem BamHI-Xbal fragmentu v pCW-1C, a poté delece uvedenych DNA sekvenci
kodujicich syntézu pouzdra za ziskani nezapouzdfenych mutantii uvedenych bakterii.

Podle pfedmétného vynilezu byl vyprodukovan rekombinantni, Zivy, oslabeny kmen Actino-
bacillus pleuropneumoniae, ktery byl geneticky upraven tak, aby mu chybélo pouzdro. Protoze
pouzdro je potiebné pro virulenci, ale nikoli pro imunitni ochranu, kmen bude uzitetny jako
vakeina proti prasei pleuropneumonii, souasnému zén&tu pohrudnice a plic. Vakcina byla pro-
dukovéna klonovanym plazmidovym vektorem, ktery se nemuiZe replikovat v 4. pleuro-
pneumoniae. Byly sekvencoviny geny exportu pouzdra a jeho syntézy v A. pleuropneumoniae
sérotypu 5. U klonovanych gent syntézy pouzdra byla provedena znain4 delece urcitych &asti a
geny koédujici odolnost proti kanamycinu a citlivost viiéi sacharéze byly potom klonovany na
uvolnéné misto tak, aby slouZily jako markerové geny. Tento suicidni vektor byl vloZen do
virulentniho kmene A. pleuropneumoniae sérotypu 5 za pouziti elektroporace tak, aby byla
ziskand homologicka rekombinace dvojnésobnym prekiiZenim mezi homologickymi regiony
chromozomu a plazmidu. Byly ziskany &tyfi izolaty, a kazdy postradal iridescenci, co bylo
znakem toho, Ze chybi pouzdro. To, Ze chybi pouzdro a deletovany region (oblast) pouzderniho
genu, bylo potvrzeno u jednoho kmene metodou dot blotting (teckové hybridizace), piipadné
Southern blotting. Také byla potvrzena p¥itomnost markerovych genti v rekombinantnim kmenu.
Nebylo moZno zjistit Zadné jiné zmény jakychkoli jinych fenotypovych vlastnosti a markerové
geny nebyly nalezeny ani v jinych oblastech chromozomu. Rekombinantni kmen, oznacovany
jako J45-100, byl velmi sérové senzitivni, mé&l sniZenou virulenci pro prasata na jednu desetinu
50% smrtelné davky pro matefsky kmen a mél by poskytovat ochranu prasatim proti
pleuropneumonii.

Tento vynalez bude uZite¢ny pro vyrobu vakcin proti viem zapouzdfenym organismiim, které
produkuji toxiny nebo proti jinym virulentnim faktoriim, kde pouzdro je potfebné pro virulent-
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nost, nikoli v8ak pro imunitni ochranu. Viechno, co bude potiebné, bude klonovat geny koédujici
syntézu pouzdra organismu a pak odstranit a nahradit &asti klonovaného genu markerovym
genem na suicidnim vektoru a potom zavést vektor do zadaného organismu a vygetfit, zda Jde o
geneticky modifikovany organismus bez pouzdra. Vynalez by mél byt uZiteny pii vyrobé vakein
proti dal$im infekénim bakteriim v&etng, nikoliv vsak vyhradné, Pasteurella multocida,
Pasteurella haemolytica a Pseudomonas aerugionosa, stejnd tak jako houbém jako je
Cryptococcus neoformans, ktery je patogenem spojenym se syndromem ziskané imunitni nedo-
stateCnosti (AIDS) u kocek a lidi.

Piehled obrazkd na vykresech

VySe uvedené vyznaky vynélezu a dalsi zéméry, hlediska a vyhody budou 1épe pochopitelné
z nasledujictho podrobného popisu vyhodnych provedeni vynalezu s odvolanim na vykresy, ve
kterych obr.1 je fyzikdlni mapou pCW-11E klonované DNA z regionu syntézy pouzdra
A. pleuropneumoniae J45. Umisténi a sm&rovani transkripce dvou kompletnich ORF (otevienych
Ctecich rami) (cpsA a cpsB, plné vyplnéni) je naznateno identifikaci dideoxy sekvencovanim.
RovnéZ je naznafeno umisténi parcidlniho tfetiho potencialniho ORF (cpsC). Uk4zano je také
umisténi a smérovani transkripce nekompletniho genu exportu pouzdra cpxD umisténého na
tomto fragmentu parcidlniho tfetiho potencidlniho ORF (cpsC). Ukézéno je také umisténi
a smérovan{ transkripce nekompletniho genu exportu pouzdra cpxD umisténého na tomto frag-
mentu DNA. Také je uveden 2,1 kb Bg/II-Stul fragment, pouZivany jako DNA sonda na obrazku
2. Te€kované vyplnéni oznaduje nekompletni ORF.

Obr. 2 je analyzou typu Southern blot genomické BNA A. pleuropneumoniae hybridizované na
digoxigeninem znaceny 2,1 kb Bg/Il-Stul fragment pCW11E. BamHI-§tépena genomickd DNA
ze sérotypu 1 kmene 4074 (pruh 1), sérotypu 2 kmene 1536 (pruh 2), sérotypu 5a kmene J45
(pruh 3), sérotypu 5a kmene K17 (pruh 4), sérotypu 5 kmene 178 (pruh 5), sérotypu 7 kmene
29628 (pruh 6) a sérotypu 9 kmene 13261 (pruh 7) byly hybridizovény sondou podle nasleduji-
ciho popisu. Molekularni hmotnost hybridizovanych pasii (v kb) je uvedena.

Na obr.3a a 3b jsou prezentovany nukleotidové sekvence 3,2 kb HindIII-EcoRV fragmentu
pCW-11E, obsahujici sérotypov& specifickou DNA J45 A. pleuropneumoniae (sekvence
s identifika¢nim Cislem 1). Dedukované sekvence aminokyselin dvou kompletnich ORF zji§t&né
v této sekvenci, cpsA (sekvence s id. &. 2) a cpsB (sekvence s id. &. 3), a pod nukleotidovou sek-
venci jsou uvedeny dedukované N-terminalové sekvence tietiho nekompletniho ORF, cpsC (sek-
vence s id. ¢. 4). Pfedpokladana vazaci mista ribosomi predchazejici ka*dy ORF jsou znadena
tucng a pfedpokladané -10 a -35 promotorové sekvence smérem nahoru od cpsA.

Obr. 4 popisuje konstrukei suicidniho vektoru obsahujiciho deleéni DNA syntézy pouzdra,
pCW11 EAL KS1 a produkci nezapouzdieného mutantu A. pleuropneumoniae J45 alelickou
vyménou. Plazmidovy vektor pCW11 EA1 KS1 byl konstruovan Stépenim pCW-11E pomoci
Bg/Il a Stul, které piisobi, Ze konce jsou tupé zakondené a vazajici velky fragment 6,4 kb na
3,8kb BamHI fragment pKS (rovnéZ otupeny), obsahujici kartrid? nptl-sacRB (Kan'Suc’).
Restrikéni mista v zdvorkich naznaSuji pivodni konce fragmentd navazanych na pCW1
1EA1KS1. Vektor pCWI1 1EA1KS1 byl elektrotransformovan do A. pleuropneumoniae
a nezapouzdfené transformanty Kan' byly vySetieny zda chybi iridescence v prostiedi obsahuji-
cim 85 pg/ml kanamycinu.

Obr. 5 je Southern blot analyza genomické DNA izolované z A. pleuropneumoniae J45 (pruh 1)
nebo J45-100 (pruh 2) s digoxigeninem znatenymi sondami specifickymi pro nptl nebo &asti
mista pro zapouzdieni A. pleuropneumoniae. Genomickdi DNA A. pleuropneumoniae J45
(pruh 1) nebo J45-100 (pruh 2) byla $t&pena pomoci Xbal (panely A a C) nebo BamHI (panel B)
a hybridizovana bud’ 1,24 kb Pstl fragmentem pKS (nptl-specificky), panel A; 2,1 kb Bg/II-Stul
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fragmentem pCW-11E (cpsaABC-specificky, viz obr. 1), panel B; nebo 2,1 kb C/al fragmentem
pCW-1C (cpxCBA-specificky, viz obr. 3.2), panel C.

Obr. 6 je imunoblot kolonii 4. pleuropneumoniae J45 a J45-100 zreagovanych s kapsuldrnim
polysacharidové specifickym prase¢im antisérem. Na nitrocelul6zovou membréanu bylo pfene-
seno pfiblizng 5 x 10° (pruh 1) nebo 5 x 10* (pruh 2) CFU/jamku. Membrana byla rozpusténa v
chloroformu a inkubovéna prase¢im antisérem, které obsahovalo protilatky k sérotypu 5a kapsu-
larniho polysacharidu, ale ne jiné povrchové protilatky 4. pleuropneumoniae.

Obr. 7 ukazuje imunobloty 4. pleuropneumoniae J45 (pruh 1) a J45-100 (pruh 2) koncentrova-
nych supernatantii kultury obsahujici pfevazné exotoxiny Apxl a Apxll. Na panel A bylo piiso-
beno monoklonalni protilatkou Apxl-specifickou a na panel B monoklonalni protilatkou Apxll-
specifickou. Do panelu A byla zahrnuta koncentrovana kultura supernatantu A. pleuropneu-
monige sérotyp 2 kmen 1536 (pruh 3) jako negativni kontrola, protoZe tento sérotyp nesyntetizuje
Apxl. Na blot na panelu A bylo piisobeno monoklonalni protilatkou specifickou Apxl.

Obr. 8 ukazuje elektroforetické profily LPS izolované z A. pleuropneumoniae J45 (pruh 1)
a rekombinantniho nezapouzdieného mutantu J45-100 (pruh 2). LPS byla podrobena elektro-
foréze pres 15% separaéni gel a zbarvena amoniakalnim st¥ibrem.

Obr. 9 ukazuje baktericidni aktivitu prekolostrélniho teleciho séra pro A. pleuropneumoniae J45
a J45-100. Procento Zivotnosti bakteridlnich kmeni bylo vyhodnoceno po 60 minutich inkubace
pii 37 °C. Kazdy datovy bod reprezentuje primér ze ti separatnich pokusi provadénych dupli-
citn€. Chybové &ary piedstavuji standardni odchylku kazdého primé&ru. Maximalni procento
Zivotnosti zaznamenané pro J45 bylo 100 %, tfebaZe tyto hodnoty byly obvykle vysSi, protoZe
bakterie obvykle b&hem pokusu rostla. Hodnoty v&tsi nez 100 % nebyly zaznamenavany, protoze
by nemohly byt pfesné stanovené.

Obr.10a, 10b predstavuji nukleotidovou sekvenci 3,2 kb Xbal-Clal fragmentu pCW-1C kodujici
geny DNA exportu pouzdra A. pleuropneumoniae J45 (sekvence s id. &. 5). Jsou prezentovany
dedukované sekvence aminokyselin (sekvence s id. &. 6-8) proteind zapojenych do exportu pouz-
derniho polysacharidu 4. pleuropneumoniae sérotyp 5a.

Obr. 11 je fyzikalni mapou pCW-1C DNA z 4. pleuropneumoniae J45.
Podrobny popis nejvyhodnéjsiho provedeni vynalezu

Vynilez predklada pouziti Zivého, rekombinantné produkovaného avirulentniho kmene mikro-
organismu (to znamena bakterie nebo houby), ktery byl genetickym inZenyrstvim upraven tak,
aby byl nezapouzdieny, jako vakciny proti nemocim zpisobenym timto mikroorganismem.
Vynélez bude mit pouZiti pro prevenci nemoci, u kterych se pouzdro mikroorganismu vyZaduje
pro virulentnost, nikoli v8ak pro imunitni ochranu, a kde nemoc je zpiisobovéna toxiny nebo
jinymi virulentnimi faktory. Jako konkrétni piiklad vynélezu byl produkovéan nezapouzdieny
kmen Actinobacillus pleuropneumoniae, ktery by mohl byt pouzit jako vakcina proti praseci
pleuropneumonii, tj. soutasnému zan&tu pohrudnice a plic. Hlavnim charakteristickym rysem
vynalezu je genetickd modifikace mikroorganismu, kterym je v konkrétnim provedeni Actino-
bacillus pleuropneumoniae, tak aby zahrnovala deleci jeho deoxyribonukleové kyseliny (DNA) v
regionu (oblasti) kédujicim syntézu pouzdra. Pouze pro piiklad se uvadi syntéza transformova-
n¢ho mutantu Actinobacillu pleuropneumoniae sérotyp 5, oviem je tfeba si uvédomit, Ze ostatni
sérotypy se daji pfipravit zplisobem podobnym tomu, ktery je popsany nize a budou uitetné ve
vakciné samé nebo v kombinaci s jednim nebo vice rekombinantnimi mutanty riznych sérotypi.

NiZe popsany kmen, soucasné s jinymi kmeny nezapouzdfenych, toxigennich bakterii nebo
Jjinych mikroorganismi, vytvafenych podle postupu popsaného nize, budou pfedstavovat vynika-
jici vakeiny, protoZe jsou avirulentni, ale produkuji vSechny antigeny nezbytné pro hostitele, k
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vytvofeni imunitni odpovédi. Vakciny se mohou podavat riiznymi zpiisoby, oviem intramusku-
larni nebo subkutanni injekce jsou nejvyhodnéji. Vyhodou téchto zivych vakein je, Ze toxiny,
které v prvni fadé zpiisobuji nemoc a dalsi komponenty, které jsou produkovény pouze Zivymi
organismy nebo in vivo, budou produkovany v mist¢ imunizace a hostitel takto ziska imunitni
reakei, kterd ho bude chranit pfed poSkozenimi vyvolanymi toxiny. V disledku toho se nemoc
(akutni nebo chronickd) neprojevi. Organismy se nemohou rozifovat, protoze bez pouzdra jsou
tyto organismy mimotadné sérové citlivé a okamZité jsou vylu€ovany do krevniho ob&hu nebo
dychaciho traktu. Navic, jako Zivé vakciny, butikami zprostiedkovand imunitni odpovéd’ bude
ve&tsi a ochrana bude trvat déle neZ u usmrcenych vakcin.

Priklad provedeni vynalezu

Piiklad

Byl identifikovan a charakterizovan region DNA, ktery je zapojen do biosyntézy pouzdrového
polysacharidu u Actinobacillu pleuropneumoniae. Sonda specificka pro gen cpxD, ktery je zapo-
jen do exportu 4. pleuropneumoniae sérotyp 5a J45 pouzderniho polysacharidu, byla pouZita k
identifkaci a klonovéani sousedni 5,8 kilobize BamH] fragmetu genomické DNA J45. Southern
blot analyzy demonstrovaly, Ze ¢ast DNA obsaZené v tomto regionu, byla sérotypové specificka.
Sekven¢ni analyza DNA demonstrovala, Ze tento region obsahoval dva kompletni oteviené &teci
ramce, cpsA a cpsB a nekompletni potencidlni tfeti otevieny &teci ramec cpsC. Ramce cpsA
a cpsB jsou do urtité miry mirn€ homologické s glykosyltransferazami, které jsou zapojeny do
biologické syntézy lipopolysacharidii Escherichia coli a p¥ipadné pouzdrovych polysacharidi
Haemophilu influenzae typu b. Byla provedena delece 2,1 kilobéze, ktera pteklenovala klono-
vany cpsABC otevieného &teciho ramce a rekombinovana do chromozomu J45 alelickou vymg-
nou, tak aby vznikl mutant J45-100. Tento mutant neprodukoval nitrobun&&né ani mimobun&&né
pouzderni polysacharidy, coz naznaluje, Ze cpsA, cpsB a/nebo cpsC byly zapojeny do biosyntézy
pouzdrovych polysacharidii u Actinobacillu pleuropneumoniae. Toxin Apx a lipopolysacharidové
profily J45-100 byly identické opouzdienému mateiskému kmeni J45. Aviak J45-100 rostl in
vitro rychleji nez J45. J45-100 byl senzitivni na usmrceni v prekolostralnim telecim séru, zatimco
J45 nebyl. J45-100 byl avirulentni kdyZ byl pouZit u vepi intratrachealnd v trojnasobku 50%
smrtelné davky kmene J45. Sestindsobna 50% smrtelnd dévka J45 zpusobila v pfipadé J45-100
mirné aZ stiedni poSkozeni plic, nikoli v8ak smrt. Tyto vysledky demonstrovaly, e pouzdrové
polysacharidy jsou hlavnim determinantem sérové rezistence a virulence Actinobacillu pleuro-
pneumoniae.

Materialy a metody
Bakterialni kmeny, plazmidy a ristové podminky

Bakterialni kmeny a plazmidy pouZité v této studii jsou popsany v tabulce 1. Pro extrakci geno-
mické DNA a pro baktericidni zkousky byly p&stovany kmeny 4. pleuropneumoniae vytiepava-
nim pfi 37°C v bujénu z mozku a srdce (Difco Laboratories, Detroit, Mich.) obsahujicim
5 pg/ml dinukleotidu nikotinamid adeninu (NAD) (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo). Pro
elektroporaci byly kmeny A. pleuropneumoniae péstovany vytiepavanim pfi 37 °C vbujénu
trypticke soji (Difco Laboratories) obsahujicim 0,6 % drozd’ového extraktu (Difco Laboratories)
a 5 pug/ml NAD (TSY-N). Pro pokusy na prasatech byly kmeny 4. pleuropneumoniae p&stovany
vytfepavanim pfi 37 °C v kolumbijském bujénu (Difco Laboratories) obsahujicim 5 pg/ml NAD.
Kmeny Escherichia coli byly péstovany v bujénu Luria-Bertani (Sambrook a i-» 1989) pro rutinni
kultivaci nebo v Terrific bujénu (Tartof a Hobbes, 1387) pro extrakei plazmidd. Pro udrZzovani
plazmidu v E. coli byla v Zivném prosttedi pouzivana antibiotika v nasledujicich koncentracich:
ampicilin (Amp) 100 ug/ml a kanamycin (Kan) 50 ug/ml. Kanamycin byl pouzivan v koncentraci
85 pg/ml pro selekci rekombinantnich mutanti 4. pleuropneumoniae.
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POUZITE BAKTERIALNI KMENY A PLAZMIDY

A. pleuropneumoniae kmeny 4074

sérotyp 1, (ATCC 27088)

ATCC" 1536

sérotyp 2; (ATCC 27089)

ATCC® J45 sérotyp Sa
Fenwick a j.,1986a K17 sérotyp Sa
Nielsen,1986a 178 sérotyp 5
M. Mulks 29628 sérotyp 7
L. Hoffman 13261 sérotyp 9

J. Nicolet J45-C

nezapouzdfeny mutant izolovany po etylmetansulfo-
natové mutagenezi kmene

J-45 Inzana a j.,1993a J-45-100

rekombinantni nezapouzdieny mutant derivovany
z kmene J45

E.coli kmeny XL1-Blue

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 re/Al
lac(F'proAB lac1 ZA M15 Tn 10); hostitelsky orga-
nismus pro rekombinantni plazmidy

Stratagene, La Jolla, Kalifornie, plaz-
midy pGEM-3Z

klonovaci vektor, 2,74 kb; Amp"

Promega pCW-1C

5,3 kb Xbal fragment J45 klonovany do pGEM-3Z

CW-11E

5,8 kb BamH] fragment J45 klonovany do pGEM-3Z

pKS

3,8 kb BamHI fragment obsahujici nptl *-sacRB

kartridz® klonovany do BamHI mista v pGEM-3Z;
Amp', Kan'

pCW-11E s deletovanym fragmentem 2,1 kb Bg/II-
Stul a s 3,8 kb BamHI nptl-sacRB Kartridzi z pKS
véazanou v této kapitole

S.M. Boyle pCW11EA1KS1

? AmericanType Culture Collection, Rockville, MD

® Tento marker byl piivodné odvozen z Tn903 nptl genu pUC4K (Pharmacia Biotech,
Piscatawayn, NJ)

© Tato kartridZ byla jiZ dfive popséna (Ried a Collmer, 1987)

Kalkulace generaéni doby

Generacni doba logaritmické faze kmenti 4. pleuropneumoniae péstovanych v TSY-N se kalku-
lovala za pouZiti rovnice: R =1/g, kde R je primé&rna rychlost bakterialniho ristu a g je generadni
doba bakterialni populace (Pelczar a j., 1993). Primérna rychlost ristu R se kalkulovala za pou-
zitf nasledujici rovnice: R=3,32 (logy N - logio No)/t, kde t=prosla doba,
N je poCet bakterii v &ase =t a N, je podatedni podet bakterii v &ase = 0 (Pelczar a J1993).

Hybridiza¢ni analyza DNA

Restrikéni endonukledzou rozstépena DNA (pfiblizné 5 ug na jeden pruh) byla podrobena
elektroforéze pres 0,7% agar6zovy gel a prenesena kapilarnim pfenosem na nylonové membréany
MagnaGraph (Micron Separation In., Westboro, Mass.) za pouziti 20X fyziologického roztoku
s citranem sodnym (20X fyziologického roztoku s citranem sodnym [SSC] je 3 M NaCl, 300 mM
citranu sodného, pH 7) jak jiz bylo dfive popsano (Sambrook a J.» 1939; Southern, 1975). DNA
byla kovalentné vizand na nylonové membriny UV zifenim za pouziti UV Stratalinkeru
(Stratagene, La Jolla, Kalifornie). Digoxigeninem znagené sondy pro hybridizaci DNA byly syn-
tetizovany ndhodnou primerovou metodou za pouziti neradioaktivniho znateni Genius System a
detekéni soupravy (Boehringer Mannheim Corp., Indianapolis, Ind.) podle pokyné vyrobce.
Hybridizace DNA se provadéla pii 68 °C v roztocich obsahujicich 5X SSC. Membrany byly
promyvany a zpracovany podle pokynii Genius System pro kolorimetrickou detekci.
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Rekombinantni DNA metody a ¢inidla

Genomicka DNA byla izolovéna z bungk A. pleuropneumoniae péstovanych v bujénu za pouziti
metod popsanych S. Spinolou. Stru¢ng, bakterie byly resuspendovany v 10 mM Tris-1 mM
EDTA (pH 8) a inkubovany dodecylsulfatem sodnym (0,66 %) a RNA4zou (100 pg/ml) po dobu
Jedné hodiny pfi 37 °C. Ke kone¢né koncentraci 100 pg/ml byla ptidéna proteindza K a smés
byla inkubovana po dobu 1 hodiny pfi 59 °C. Smés byla potom jednou extrahovana pufrovanym
fenolem a &tyfikrat pufrovanym fenol-chloroformem (Amresco, Inc., Solon, Ohio) a genomicka
DNA byla vysraZena etylalkoholem a resuspendovana v 10 mM tris-1 mM EDTA (pH 8). Plaz-
mid DNA byl izolovan rychlou metodou alkalolyzy (Ish-Horowicz a Burke, 1981). Restrikeni
fragmenty poZadované pro klonovani a syntézu sondy byly vymyty z agarézovych geli tak jak je
popsano (Zhen a Swank, 1993). Restrikéni $tépeni, elektroforéza na agarézovém gelu a ligace
DNA byly provedeny tak jak bylo jiZ popsano (Sambrook a j., 1989). Konce restrikénich frag-
menti byly tup& zakonleny vyplnénim 5’ pfevisu pomoci nukleotidi (dNTp) za pouZiti
Klenowova fragmentu DNA polymerazy I, jak jiz bylo dfive popsano (Sambrook a j- 1989).
Plazmid DNA byl transformovan do kmenii E. coli elektroporaci (Dower a j., 1988) za pouZiti
elektroporatoru BTX ECM 600 (BTX, Ing., San Diego, Kalifornie).

Restrikéni endonukledzy a Klenowiv fragment DNA polymerazy 1 byly ziskany od Promega
Corporation (Madison, Wisconsin). T4 DNA ligiza byla ziskdna od Gibco BRL (Gaithersburg,
Md). Nukleotidy (dNTPs) pro napliiovaci reakce byly ziskany od Boehringer Mannheim
Corporation (Indianapolis, Indiana).

Sekvencovani a analyza DNA

Nukleotidové sekvence obou fetézcii 2,7 kilobaze (kb) Xbal-EcoRV DNA fragmentu pCW-11E
byla stanovena dideoxy metodou ukon&eni fetézce (Sanger a j., 1977) za pouiti Sequenase verze
2.0 DNA sekvenovaci soupravy (United States Biochemical Corp., Cleveland, Ohio)
s o’ [S]JdATP (DuPont/NEN Research Products, Boston, Mass.). Dvoufetézcové matrice DNA
byly sekvenovéany za pouZiti b&znych, oligonukleotidovych primera (DNAgency, Inc., Malverne,
Pa.) tak, aby bylo moZno pokradovat ve &teni podél kazdého Fetézce.

Ziskana nukleotidova sekvence byla kombinovéna s nukleotidovou sekvenci 4,6 kb Xbal-Clal
DNA fragmentu z pCW-1C kédujiciho pro strukturalni geny pouzdra smérem nahoru (obr. 10)
a byla analyzovéna za pouZiti analytického software DNASTAR (DNASTAR, Inc., Madison,
Wis.). Hledani sekven¢ni podobnosti v EMBUGenBank/DDBJ databazi se provadéla za pouZiti
BLAST software (Altschul aj., 1990) v Nérodnim sttedisku pro biotechnologické informace
(Bethesda, Md.).

Zachované regiony H. influenzae typu b mista cap (capb) zapojené do exportu pouzdrového poly-
sacharidu byly pouZity k identifikaci, klonovani a charakterizaci &asti 4. pleuropneumoniae
sérotypu 5a. Provadély se Southern blot analyzy genomické DNA A. pleuropneumoniae séro-
typu 5a kmene J45 se sondami specifickymi pro pfilehlé regiony H. influenzae typu b mista kap-
sulace (capb). Tyto sondy za velmi p¥isnych podminek (68 °C, 5x SSC) nehybridizovaly ke
genomické DNA 4. pleuropneumoniae, ale hybridizovaly za podminek stfedns p¥isnych (55 °C,
5x SSC). Fragment 4,4 kb EcoRl1 H. influenzae mista capb z plazmidu pSKH]1 obsahujici region
genu 1 bexD zapojeny do exportu pouzdrového polysacharidu a dva regiony 2 otevienych ¢tecich
ramci (ORF) zapojenych do biosyntézy pouzdrového polysacharidu hybridizovaly k 1,2 kb
HindIll a 5,3 kb Xbal fragmentiim genomické DNA J45. Fragment 9,0 kb EcoRl H, influenzae
mista capb z plazmidu pSKH,, obsahujici region 1 genii bexCBA zapojenych do exportu pouz-
drového polysacharidu, pon&kud necharakterizovany region 3 DNA spole¢ny riznym sérotypiim
H. influenzae a urdity region 2 DNA zapojeny do biosyntézy pouzdrového polysacharidu hybri-
dizovaly k 1,5 kb HindIII, 5,3 kb Xbal a 2,5 kb Xhol fragmentim genomické DNA J45. Tato data
naznaCovala, Ze H. influenzae typu b a A. pleuropneumoniae sérotypu 5a mista genu pouzdra
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sdileji homologické regiony. H. influenzae capb specifické sondy obsahovaly obé region 1 DNA
zapojeny do exportu pouzdrového polysacharidu, coz naznaluje, %¢ 5,3 Xbal fragment geno-
mické DNA z J45, ktery hybridizoval k obéma sondém H. influenzae capb mize obsahovat geny,
které koéduji proteiny zapojené do exportu kapsuldrniho polysacharidu 4. pleuropneumoniae
sérotypu Sa. Fragment 5,3 Xbal genomické DNA z J45, ktery hybridizoval ke dvéma sondam H.
influenzae capb byl klonovan na misto Xbal plazmidu pGEM-3Z (v obou orientacich) z Xbal-
Stépenych fragmenti genomické DNA J45 v rozsahu 4,8 a7 6,0 kb, které byly elektrovyluhovany
(po elektroforetické separaci) z agar6zového gelu. Jeden z vyslednych plazmidi byl oznaden
pCW-1 G. Byla provedena Southern blot analyza k uréeni, zda H. influenzae typ b bexD, bexC,
bexB a bexA hybridizovaly k pfilehlym fragmentim pCW-1C ve stejném poradi (bexDCBA) v
jakém se tyto geny vyskytuji v H. influenzae. Vysledky naznaduji, 7e region DNA 4. pleuro-
preumoniae sérotypu 5a potiebny pro export pouzdrového polysacharidu byl Gsp&$ng klonovén a
Ze tento region byl organizovan obdobnym zpiisobem jako H. influenzae typu b mista bex.

Byla stanovena nukleotidova sekvence 4,6kb Xbal-Clal restrikéniho fragmentu pCW-1C
a restrikéni fragment 3,2 kb Xbal-Clal je prezentovan na obrazcich 10a-b (sekvence s id. &. 5).
V tésné blizkosti stejného Fetézce DNA byly odhaleny &tyfi ORF (uvedeno na obr. 10a-b a na
obr. 11) oznacené cpxDCBA (cpx se pouZiva pro oznadovéani mista exportu pouzdrového poly-
sacharidu). Iniciatni kodon AUG z cpxC (sekvence s id. &. 7) byl o 26 nukleotidt niZe od termi-
na¢niho kodonu UAA z cpxD (sekvence s id. €. 6), zatimco iniciaéni kodon AUG z cpxB (sek-
vence s id. &. 8) pfesahoval termina¢ni kodon UAA z cpxC (sekvence s id. &. 7) a iniciani kodon
AUG z cpxA presahoval terminaéni kodon UGA z cpxB, ktery byl &astetng pitomen (sekvence s
id. &. 8). Shine-Dalgarnové ribosom vazajici konvenéni sekvence byly identifikovany v 17 bazich
smérem vzhiru od kazdého iniciatniho kodonu AUG a smérem nahoru byl identifikovan
domnély promotor obsahujici sekvence podobné E coli a’®-10(TATAAT) a -35(TTGACA)
konvenéni sekvence z cpxD (sekvence s id. & 6). Smérem dolii z cpxA (neukézéno) byla
identifikovana palindromickd sekvence, ktera miiZe fungovat jako na ré-faktoru nezavisly
transkripéni terminadni signal. Genetick organizace naznaduje, e cpxDCBA jsou piepisovany
do jednoduché, polycistronické mRNA.

Elektrotransformace 4. pleuropneumoniae

A. pleuropneumoniae byla péstovana do stfedni logaritmické faze v TSY-N, peletizovéna odste-
dénim pti 7000 x g pii 4 °C a promyvéna 4 x v chlazeném (4 °C) filtra¢né sterilizovaném pufru
obsahujicim 272 mM mannitolu, 2,43 mM K,HPO,, 0,57 mM KH,PO,, 15 % glycerinu, pH 7,5.
Tento pufr byl modifikovan (aby obsahoval mannitol misto sacharézy) z dfive popsaného pufru
pouZivaného pro promyvéni bunék A. pleuropneumoniae pred elektroporaci (Lalonde a Jos
1989b). Buiiky byly potom jednou promyty v chlazeném, filtrovaném a sterilizovaném 15% gly-
cerinu a resuspendovany pfiblizng do 10" CFU/ml v 15% glycerinu. Alikvotni podily této
suspenze (90 ul) byly smichany s 1,5-2,0 ug plazmidu DNA (v 1,5 pl destilované vody), ktery
byl vy¢iStén hustotnim gradientem cezium chloridu ultracentrifugaci (Sambrook a j.» 1989),
umistény do chlazenych elektroporacnich kyvet (BTX, Inc.) s2mm spéirou a zpracovany
elektroporaci za pouziti BTX ECM 600 elektroporatoru (BTX, Inc.) nastaveného na nabijeci
napéti 2,5 kV a s nastavenym odporem R7 (246 ohmi). Generovany skute&ny pulz ¢inil 2,39 kV
poskytovanych b&hem 10,7 milisekund. Po elektroporaci byly buiiky ziskény zp&t v 1 ml TSY-N
obsahujictho 5 mM MgCl, jemnym tfepanim po dobu 3,5 hodiny pii 37 °C. Po znovuziskéni byly
tyto buiiky kultivovany na TSY-N agaru obsahujicim 85 pg kanamycinu na 1 ml a byly inkubo-
vany pii 37 °C.

Imunoblotovani. Pro imunobloty kolonii A. pleuropneumoniae byly celé buiiky, které vyrostly
pies noc na agarovych deskich TSY-N seskrabnuty do fosfitového pufru fyziologického roztoku
(PBS) a upraveny na 10° CFU/ml, tak jak bylo stanoveno spektrofotometricky. Na nitrocelulézo-
vou membranu (NitroBind; Micron Separations Inc.) bylo aplikovano p¥iblizng 5 x 10* nebo
5x10° CFU na davku s pouZitim Bio-Dot pfistroje (Bio-Rad Laboratories, Richmond,
Kalifornie). Membrany byly umistény do chloroformu na 15 minut pit teploté mistnosti pro
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uskuteénéni lyze bakteridlnich bunék na membrang. Membréna byla tpIné vysusena na vzduchu
a inkubovana jednu hodinu pfi teploté mistnosti ve fyziologickém roztoku Tris-pufru, pH 7,5
(TBS) obsahujicim 2 % odstfedéného mléka pro blokovani nespecifickych vazacich mist na
membrang. Membrana byla inkubovana po dobu 1 hodiny pii teploté mistnosti v zfed&n{ 1:200 (v
2% mlééném-TBS) adsorbovaného praseéiho antiséra, které obsahovalo protilatky k sérotypu 5a
pouzdrového polysacharidu, avsak nikoli jiné povrchové protilatky A. pleuropneumoniae. Toto
pouzdrovym polysacharidem obohacené antisérum bylo p¥ipraveno adsorpci hyperimunniho pra-
seCiho antiséra k 4. pleuropneumoniae K17 se spontannim nezapouzdfenym mutantem K17-C
(Inzana a Mathison,1987), jak jiZ bylo dfive popsano (Inzana, 1995). Membréna byla promyta
TBS obsahujicim 0,05 % Tweenu 20, potom inkubovéna 1 hodinu pfi teploté mistnosti ve zfedéni
1:1000 krali¢iho antipraseiho imunoglobulinu konjugovaného k peroxidaze selského kienu
(t82ké a lehké fetézce; Cappel, Durham, N.C.). Membréna byla promyta v TBS, potom zpraco-
véna 4-chlor—1-naftolem (Bio-Rad Laboratories) v TBS obsahujicim 0,02 % H,0,.

Imunoblotace 4. pleuropneumoniae koncentrovanych kultur supernatantd se provadéla tak jak jiz
bylo dfive popsano (Ma a Inzana, 1990). Stru¢ng, p¥iblizn& 15 pg celkového proteinu kultury
supernatantu bylo separovéno diskontinuitnim postupem SDS-PAGE (Laemmli, 1970) pies 8%
separalni gel. Proteiny byly pfeneseny na nitrocelulézovou membranu (NitroBind; Micron
Separations Inc.) metodou vypracovanou Towbinem a j. (1979). Membrina byla inkubovana
v TBS obsahujicim 2 % hovéziho sérového albuminu pro blokovani nespecifickych vazeb a byla
rozfezana na prouzky. Prouzky byly inkubovany pres noc p¥i 4 °C bud’ s monoklonalni proti-
latkou specifickou pro toxin Apxll (Ma a Inzana, 1990), nebo monoklonalni protilatkou speci-
fickou pro toxin Apxl (Devendish a j., 1989; Frey aj., 1999) a omyty v TBS. Blot reagujici s
monoklondlni protilatkou specifickou pro Apxll byl inkubovéan s 1:2000 zfedénim koziho proti-
mysiho imunoglobulinu konjugovaného k peroxidaze polniho k¥enu (Cappel), promyt v TBS a
zpracovan jak popséno vySe. Blot reagujici s monoklonalni protilatkou specifickou pro Apxl byl
inkubovan 1:2000 zfedénim koziho protimysiho imunoglobulinu konjugovaného na alkalickou
fosfatdzu a zpracovan jak bylo jiz dfive popséno (Fey aj., 1992).

Extrakce a elektroforéza LPS

LPS byl izolovan z A. pleuropneumoniae za pouziti mikroextrakéni metody horkou fenolovou
vodou, jak jiz bylo diive popsano (Inzana,1983). Cistény LPS byl podroben elektroforéze pres
15% polyakrylamidovy separaéni gel obsahujici mo&ovinu, jak jiz bylo popsano (Inzana aj.,
1988). Elektroforetické profily LPS byly vizualizovany zbarvenim gelu amoniakalnim st¥ibrem
(Tsai a Frasch,1982).

Sérova baktericidni zkouska

Byla stanovovéna citlivost 4. pleuropneumoniae na baktericidni aktivitu prekolostralniho tele-
ciho séra. Procento Zivotnosti bakterialnich kmenti v 5, 10, 15, 20, 30, 40 a 50 % prekolostralniho
teleciho séra byla vyhodnocovana po 60minutové inkubaci pii 37 °C.

Studie virulence

7 az 9 tydenni prasata byla ziskana z mistnich dvou stdd prostych infekce 4. pleuropneumoniae
a byla rozdélena namatkové& do skupin. Skupiny prasat byly ustajeny v separatnich stanich, kde
nedochézelo k ptimému fyzickému kontaktu mezi jednotlivymi skupinami. Zivo&i$na zatizeni na
Virginském polytechnickém institutu a Stétn{ univerzity jsou provozovana a udr¥ovana v souladu
s poZadavky Americké asociace pro akreditaci laboratoii pro Zivogisnou péci. Kmeny potiebné
pro nakazovy experiment s A. pleuropneumoniae byly péstovany za tfepani v Kolumbijském
bujénu (Difco Laboratories) doplnéném 5 ug/ml NAD pii 7000 x g a resuspendovany na pfi-
blizng 10° CFU/ml ve fosfatovém pufru fyziologického roztoku (PBS). Prasata byla nakaZena
intratrachedlné 10 ml roztoku této suspenze po mirném uklidnéni Stresnilem (Pittman-Moore,
Inc., Washington Crossing, N.J.). Prasata byla pitvana co mona nejdiive hned po uhynuti, p¥i-
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padné bezprostiedné po utraceni pomoci pentobarbitalu sodného. Poskozeni plic zjistoval veteri-
narni patolog podle nasledujicich kritérii: 0, nepozorovatelné poskozeni plic (bez vétsich posko-
zeni); 1+, 1 aZ 10 % plicni tkané ovlivnéno uréitou kombinaci kongesce, edému, krviceni, kon-
solidace a/nebo pleuritidy; 2+, 11 az 49 % plicni tkané zasaZeno; 3+, ovlivnéno 50 az 74 % plicni
tkang; 4+, 75 % nebo vétsi Cast plic. Plicni vzorky byly odebrany pii pitvé z pravé kranidlng dor-
salni strany kaudalniho laloku a péstovany v mozkové srde¢nim infuznim médiu obsahujicim
NAD k zjisténi pfitomnosti. 4. pleuropneumoniae.

Vysledky
Identifikace a klonovani sérotypové specifického regionu DNA 4. pleuropneumoniae

Pro identifikaci a klonovani DNA A. pleuropneumoniae J45 zapojené do biosyntézy pouzdrového
polysacharidu byly provadény analyzy postupem Southern blot a identifikovan prilehly region
DNA smérem nahoru (ve sméru 5°) z genového klastru cpxDCBA zapojeného do exportu pouzd-
rového polysacharidu tak jak bylo popsano vyse (obrazky 10a-b a 11). O&ekavalo se, Ze tento
region DNA smérem vzhiiru by mohl kédovat sérotypové specifické geny zapojené do bio-
syntézy pouzdrového polysacharidu, protoZe umisténi genu pro pouzdieni 4. pleuropneumoniae
(cap) se zddlo byt organizovéno stejnym zptsobem jako misto pro zapouzdfeni Haemophilu
influenzae typu b a Neisseria meningitidis skupiny B. Genomickd DNA 4. pleuropneumoniae
J45 Stépena BamHI byla hybridizovana pomoci digoxigeninem znadeného fragmentu 1,2 kb
BamHI-Xbal z pCW-1C, ktery obsahoval ¢ast genu cpxD. Tato pro cpxD specificka sonda byla
hybridizovana na jednoduchy, pfiblizné 5,8 kb BamHI J45 fragment genomové DNA (data se
neuvadgji). Tento fragment 5,8 kb BamHI byl klonovan do mista BamHI na pGEM-3Z z geno-
movych fragmenti DNA J45 $t&penych BamHIl v rozsahu 5,0 - 6,5 kb, které byly elektro-
eluovény (po elektroforetické separaci) z agarového gelu. Vysledny plazmid byl oznaten pCW-
11E a byl restrikéné mapovan (obr. 1). Cést inzertu DNA pCW-11E (1,2 kb BamHI-Xbal
fragment) pfekryval DNA pfitomnou na inzertu z pCW-1C.

Genomovéa DNA §tépena BamHI z nékolika riiznych sérotypt 4. pleuropneumoniae byla hybridi-
zovana pomoci 2,1 kb Bg/II-Stul fragmentu pCW-11E (obrézek 1) k urdeni sérotypové specifié-
nosti tohoto regionu DNA (obrazek 2). 2,1 kb Bg/II-Stul fragment DNA hybridizoval na 5,8 kb
BamHI fragmentu genomové DAN za tfi testovanych kmenii 4. pleuropneumoniae sérotypu 5,
nikoli viak na genomovou DNA ze sérotypu 1, 2, 7 a 9 (obrazek 2). V disledku toho DNA
A. pleuropneumoniae v pCW-11E obsahovala DNA, ktera byla specifickd pro kmeny sérotypu 6.
ProtoZe tato DNA byla sérotypové specificka, bylo pravdépodobné, Ze je zapojena do biosyntézy
pouzdrového polysacharidu.

Nukleotidova sekvence a analyza sérotypové specifického regionu DNA A4. pleuropneumoniae

Byla stanovena nukleotidova sekvence 2,7 kb Xbal-EcoRV fragmentu DNA z pCW-11E. Tato
nukleotidové sekvence byla kombinovana s nukleotidovou sekvenci 4,6 kb Clal-Xbal fragmentu
pCW-1C a byla vySetfovana na pfitomnost otevienych &tecich rimct (ORF), které nebyly dive
identifikovany. Nukleotidova sekvence 3,2 kb HindIII-EcoRV fragmentu pCW-11E obsahujici
nové identifikované ORF je na obrazku 3. Smérem vzhiru byly identifikovany dva kompletni
ORF oznagené cpsA a cpsB (cps zde znamena syntdza polysacharidového pouzdra), a na proti-
lehlém fetézci genu cpxD zapojeného do exportu pouzdrového polysacharidu 4. pleuro-
pneumoniae (obrazek 1 a obrazek 3). Iniciatni kodon AUG z cpsB se nachazel 3 nukleotidy
smérem doli od termina¢niho kodonu UAA z cpsA. Iniciaéni kodon AUG tietiho potencialniho
ORF, a sice cpsC, byl zjiStén 15 bazi smérem dold od terminagniho kodonu UAA cpsB. Shine-
Dalgarno ribosomové-vazaci konvenéni sekvence (Shine a Dalgarno, 1974), byly zjisténé v
rozsahu 13 bazi smérem nahoru od iniciaéniho kodonu AUG cpsA, cpsB a cpsC (obrazek 3).
Pfedpokladany promotor obsahujici sekvence podobné k E. coli” -10(TATAAT)
a -35(TTGACA) konvenénim sekvencim (Hewley a McClure, 1986), byly zji§tény sm&rem naho-
ru od cpsA (obrazek 3). Tésna blizkost cpsABC a identifikace predpokladaného promotoru smé-
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rem nahoru naznaCovaly, Ze tyto ORF by mohly byt ko-transkribovany: Obsah G+C pro region
DNA kédujici cpsABC &inil 28 %.

Pfedpovidané polypeptidy a cpsA a cpsB sestavaly z 321 (CpsA) a 526 (CpaB) aminokyselin
(obrazek 3). Pfedpovidané molekularni hmotnosti CpsA a CpsB byly 36,9 a 61,7 kiloDaltont
(kDa). Hydropatické diagramy demonstrovaly, Ze CpsA a CpsB jsou relativn& hydrofilni pro-
teiny, coz naznafuje, 7e tyto proteiny mohou byt spojeny s cytoplazmickym usekem
A. pleuropneumoniae (data neuvadéna). Vyhledavani BLAST (Altschul aj., 1990) kombinova-
ného, neredundantniho nukleotidu a proteinovych databazi v Narodnim stiedisku pro biotechno-
logické informace nezjistila Zadnou podstatnou homologii mezi cpsABC na nukleotidové nebo
aminokyselinové iirovni s jinym sekvencemi v databazich (data neuvddéna). Aviak byla pozoro-
vana nizka Groveii homologie (15 % podobnosti) mezi CpsA a proteinem E. coli Rfb, O-anti-
genova glykosyltransferaza zapojena do biosyntézy LPS (Cheah a Manning, 1993). Nizka troveii
homologie (pfiblizné 14 % podobnosti) byla zjisténa mezi CpsB a regionem 2 ORF 3 predpové-
déného proteinového produktu mista zapouzdieni H. influenzae typu b. Pedpovidany protein
ORF 3 je zapojen do biosyntézy polyribosylribitol fosfitového pouzdrového polysacharidu
H. influanzae typu b (Van Eldere a j., 1995). Nebyla pozorovana 74dn4 vyznamngjsi homologie
mezi N-terminélem 83 aminokyselin CpsC a Zadnymi proteiny vdatabazich.

Produkce nezapouzdienych transformanti A. pleuropneumoniae sérotypu Sa rezistentnich vici
kanamycinu

Na obrazku 4 jsou schematicky naznafené postupy pouzité k pripravé rekombinantnich, neza-
pouzdfenych 4. pleuropneumoniae J45 mutanti homologickou rekombinaci a alelickou vymé-
nou. Jako prvni byl konstruovan vektor pPCW1 1EA1 KS1 k pouZiti jako nereplikaéni, suicidni
vektor na podporu vymény DNA pouzdra divokého typu A. pleuropneumoniae s geneticky zmé-
nénou DNA pouzdra 4. pleuropneumoniae dvojitou homologickou rekombinaci (crossing-over).
Vektor pPCW1 1EA1 KS1 byl konstruovan nejdiive $tépenim pCW-11E pomoci Bg/ll a Stul k
vytvofeni velké delece v pouzdrové DNA u sérotypove specifického A. pleuropneumoniae.
Konce této rozst€pené DNA byly tup& zakon&eny a velky fragment 6,4 kb byl navazan na 3,8 kb
BamH]I fragment pKS (rovnéZ tup& ukondeny), obsahujici kartridz nptl-sacR-samB. Tato kartrid
obsahuje Tn903 nptl gen, o kterém je znamo, 7e dodavé rezistenci vi¢i kanamycinu (Kan") na
A. pleuropneumoniae (Tascon a j., 1994) a sekvence sacRB, které dodévaji citlivost na sacharézu
(Suc’) mnoha gram-negativnim bakteriim (Gay aj., 1983; Ried a Collmer, 1987). Delece
vytvofena v pCW1 1EA1 KS1 pieklenula cpsABC (obr. 1, obr. 4) a proto pravdépodobné& mohla
ovlivnit proteinové produkty téchto ORF.

Vektor pCW1 1EA1 KS1 se nereplikoval do 4. pleuropneumoniae a proto fungoval jako suici-
dalni vektor. Poté co pCW1 1EA1 KS1 byl elektroporovan do 4. pleuropneumoniae J45 bylo, po
inkubaci znovuziskanych smési p¥i 37 °C po dobu 2 dni, ziskano sedm vii¢i kanamycinu rezis-
tentnich transformant.

Ctyfi z téchto J45 transformanti odolnych proti kanamycinu nebyly iridescentni pfi vizualizaci
na deskéch b&zné pronikajicim svételnym zdrojem, coZ predpovida, Ze tyto transformanty nebyly
zapouzdfené (data nejsou uvadéna). Médium pouzivané pro péstovani A. pleuropneumoniae pied
elektroporaci s pCW1 1EA1 KS1 bylo faktor, protoZe nezapouzdiené transformanty odolné proti
kanamycinu nebyly nikdy ziskany, kdyZ byl A. pleuropneumoniae péstovan v mozkové srdeénim
nalevu doplnéném NAD.

Genotypové charakteristika transformanti 4. pleuropneumoniae odolnych proti kanamycinu

Pfedbéiné koloniové hybridizaéni analyzy sedmi transformantii odolnych viigi kanamycinu
odhalily, Ze Ctyfi transformanty, které se jevily jako nezapouzdiené (vizudlni prohlidkou) hybri-
dizovaly s nptl specifickou sondou DNA (1,24 kb Pstl fragmentem z pKS), ale nikoli se sondami
specifickymi pro pGEM-3Z (1,1 kb Bg/II fragment pGEM-3Z) nebo se sérotypove specifickym
2,1 kb Bg/II-Stul fragmentem pCW-11E (idaje nejsou uvadéné). Tyto vysledky naznaduji, Zze u
kazdého z t&chto étyt transformantii odolnych proti kanamycinu doslo ke dvojité rekombinaci.
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Naopak, kolonie dalsich tii transformantii rezistentnich proti kanamycinu hybridizovaly k
sondam specifickym pro gen nptl, pGEM-3Z a 2,1kb Bg/II-Stul fragmentu pCW-11E, coz
naznacuje, Ze doslo k jednomu prostému piekiizeni a cely suicidlni vektor pCW1 1EA1 KS1 se
integroval do chromozomu téchto transformantii (data neuvadéna). Southern blot analyzy geno-
mické DNA vy<isténé ze Etyf potencialng nezapouzdfenych transformantii odolnych vigi kana-
mycinu (za pouZiti vySe popsanych sond) byly identické, coZ naznaluje, Ze u kazdého z téchto
transformantt doslo ke stejné dvojité rekombinaéni udalosti. Jeden z t&chto transformantii byl
néhodné vybran k dal$imu studiu a byl oznagen jako J45-100.

Byly provedeny Southern blot analyzy genomové DNA izolované z J45 a J45-100 se sondami
DNA specifickymi pro gen nptl, 2,1 kb Bg/II-Stul fragment z pCW-11E a 2,1 kb fragment Clal
zpCW-1C (obr. 5). nptl-specificki DNA sonda hybridizovala k 5,0 kb fragmentu z Xbald $t3-
pené DNA J45-100, ale ne k DNA J45, &imZ se ovéfilo, Ze marker nptl byl v chromozomu J45-
100 (obr. SA). Hybridizace sondy nptl k 5,0 kb Xbal fragmentu genomové DNA J45-100 byla
konzistentni s velikosti tohoto fragmentu Xbal v suiciddlnim vektoru pCW1 1EA1 KS1 pouzi-
tému k produkei J45-100. 2,1 kb Bg/II-Stul fragment z pCW-11E hybridizoval k 5,8 kb frag-
mentu BamHI-$tépen8ho J45, nikoli vSak k DNA z J45-100, coZ ovéfilo, Ze tento fragment byl
vynechén (deletovan) v J45-100 (obr. 5B). Sonda specifickd pro geny cpxCBA (2,1 kb fragment
Clal z pCW-1C) zapojené do exportu pouzdrového polysacharidu hybridizovala k 5,3 kb frag-
mentu Xbal jak J45 tak i J45-100 (obr. 5C). Tento vysledek prokazal, Ze tato &4st mista zapouz-
dfeni A. pleuropneumoniae byla nedotéena dvojitou rekombina&ni udalosti, ke které doglo v pii-
1éhajicim regionu DNA. Sonda specifickd pro pGEM-3Z nehybridizovala ke genomické DNA ani
z J45 ani J45-100, ¢imZ se ovéfilo, Ze v genomu J45-100 nebyl obsaZen Z4dny vektor DNA.
Souhrnné, tyto hybridizatni vysledky DNA naznaduji, Ze u J45-100 doglo k #4dané dvojité
rekombinaci a alelické vyméné.

Fenotypova charakterizace J45-100 - transformantu 4. pleuropneumoniae odolné proti kanamy-
cinu

J45-100 byl vyhodnocovan z hlediska produkce pouzdrového polysacharidu hybridizaci kolonii
(koloniovym imunoblotovanim) a latexovou aglutinaci. Antisérum obsahujici protiltky speci-
fické pro pouzdrovy polysacharid A. pleuropneumoniae sérotyp Sa, ne viak 4dné dalsi povr-
chové bakteridlni sloZky, reagovalo s J45, nereagovalo viak s J45-100 (obr.6). Protoze
bakteridlni kolonie na membrané byly lyzovany v chloroformu, tyto vysledky naznacuji, ze
J45-100 neprodukuje nitrobunééné nebo mimobun&iné pouzdrové polysacharidy. Cely nebo
ultrazvukové upraveny J45-100 neaglutinoval latexové &astice, které byly kovalentnd spojeny
k vyCi§téné protilatce pouzdrového polysacharidu 4. pleuropneumoniae sérotypu 5a (Inzana,
1995), zatimco celé buiiky J45 a ultrazvukove upravené buiiky J45-C silné aglutinovaly latexové
Cinidlo (data nejsou uvadéna). Tyto vysledky ovéfily, Ze delece zavedenid do mista cap
A. pleuropneumoniae J45-100 mé&la za nasledek ztratu biosyntézy pouzdrového polysacharidu.
Dale, tyto vysledky naznacily, Ze nezapouzdfeny mutant J45 izolovany po etylmetansulfonatové
mutagenezi (Inzana aj., 1993a), J45-C, produkoval sice nitrobun&ny, av$ak nikoli mimo-
bun&ény pouzdrovy polysacharid.

Exprese apx toxinu a elektroforetické profily LPS J45 a J45-100 byly porovnény, aby se urdilo,
zda mutace zavedend do mista cap J145-100 ovlivnila tyto dileité determinanty virulence.
Nebyl zjistén rozdil ve vylu€ovani 105 kDa Apxl a Apxll toxinovych proteinit do kultury super-
natantu mezi J45 a J45-100 (obr. 7). Navic, nebyla zjidténa zadn4 diference v elektroforetickych
profilech LPS u J45 a J45-100 (obr. 8).

ProSetfoval se riist J45 a J45-100 v TSY-N a citlivost J45 s J45-100 na baktericidni aktivitu
prekolostrélniho teleciho séra, aby se stanovil dopad ztraty zapouzdieni na tyto fenotypové vlast-
nosti. Ristové kiivky J45 a J45-100 v TSY-N byly podobné, nikoli viak identické (data se neu-
vadeji). Oviem proveditelné s¢itan{ Zivotaschopnosti na deskach demonstrovalo, e béhem loga-
ritmické faze ristu rostl J45-100 rychleji (genera¢ni doba asi 23 minut) ne¥ matefsky zapouz-
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dfeny kmen J45 (generaéni doba asi 28 minut) (data se neuvadgjf). Rekombinantni nezapouz-
dieny mutant J45-100 byl béhem 60 minut v 10 a2 50% prekolostralnim telecim séru Jjako kom-
plementéarnim zdroji efektivné usmrcen, zatimco opouzdfeny matefsky kmen J45 usmrcen nebyl
(obr. 9).

Citlivost J45-100 na sacharézu se prodetfovala proto, aby se urilo, zda by sekvence sacRB
mohly fungovat jako kontraselektivni marker u 4. pleuropneumoniae a nasledné indukovat excisi
kartridZe nptl-sacRB z chromozomu J45-100. V bujénu péstovany J45-100 silné rostl, jestlize byl
davan pfimo na desky nebo kdyz byl zfedén a potom davan na desky TSY-N nebo na médium
Luria-Bertani obsahujici 5 % nebo 8 % sachar6zy (ke kterému bylo piidéno 5 pg/ml NAD). Pii-
tomnost sacRB sekvenci v chromozomu J45-100 byla ovéfena metodou Southern blotting. Tyto
vysledky naznacuji, Ze bud’ marker sacRB nebyl v A. pleuropneumoniae exprimovan nebo je
mozné, Ze fruktosanovy produkt vytvofeny sacRB fruktosansacharézou za piitomnosti sacharézy
neby! toxicky pro J45-100.

Intratrachealni nédkaza prasat rekombinantnim nezapouzdienym mutantem A. pleuropneumoniae
J45-100.

Rekombinantni nezapouzdfeny mutant J40-100 podévany v davkach 3 x a 6 x (1,45 x 10’ CFU a
2,95x 10" CFU) 50 % smrtelné davky (LDso) zapouzdfeného mateiského kmene J45 (5 x 10°
CFU) (Inzana a j., 1999a) (tabulka 2) nezpiisoboval imrtnost prasat. Na rozdil od toho se u ti
prasat nakaZenych 6,5 nasobkem LDs, J45 rozvinulo vazné poskozeni plic a uhynula (tabulka 2).

Tabulka 2

VIRULENCE 4. pleuropneumoniae J45 A J40-100 PRO PRASATA

| Pocet pozitivnich/celkovy podet zkousenych

Nakazovy kmen Nakazova davka | Priamémy stav Umrtnost Znovuziskani *
poskozeni plic
J45 1,6-3,3X10” CFU° 4+ 3/4° 4/4
J45-100 1,5X10’ CFU 0 0/5 0/5
J45-100 3,0X10’ CFU 1+ 0/5 2/59
J45-100 8,4X10’ CFU 1+ 1/4° 4/4°
J45-100 1,8 X10° CFU 2+ 0/4 4/4%
J45-CF 1,7X10° CFU 1+ 0/2 2/2¢

* Znovuziskani nakazového kmene ze vzorku plic odebraného pfi pitvé. Prasata byla nakaZena
J45-100, a byla pitvana 4 dny po nékaze.

® Tato davka je 6,6 nisobkem 50% smrtelna davky (5X10° CFU), uvadéné v predchazejici studii
(Inzana a j., 1993a).

° VSechna prasata v této skuping uhynula béhem 36 hodin po nakaze.

¢ A. pleuropneumoniae byl znovu ziskén z plic a nedostatkem iridescence a neschopnosti
aglutinovat senzitizované latexové Castice specifické pro sérotyp 5 bylo potvrzeno, ¥ neni
zapouzdien.

¢ Pitva jednoho uhynulého prasete naznadila, e smrt byla nasledkem Spatného podani nékazové

davky.

"J45-G je chemicky indukovany, nezapouzdieny mutant, ktery byl jiZ d¥ive charakterizovan.

P&t prasat nakaZenych niz8i davkou J45-100 (1,45 x 10’ CFU) nevykazovalo #adné klinické
symptomy charakteristické pro praseci pleuropneumonii tj. soutasny zénét pohrudnice a plic,
a nedoslo u nich viibec k poskozeni plic. Dale, 4. pleuropneumoniae nebyl kultivovan z plicnich
vzorkll odebranych pii pitvé &tyfi dny po nakaze. Dvé z péti prasat nakaZenych vy$$i davkou
J45-100 (2,97 x 10’ CFU) byla klinicky normalni a pfi pitvé nebylo pozorovano 24dné poskozeni
plic. Jedno prase z této skupiny nakazené vyssi davkou J45-100 vykazovalo stiedni dugnost a pii
pitv€ bylo pozorovano urité ptekrveni plic a mirné krvaceni (hodnoceni poskozeni plic = 1+).
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Zbyvajici dvé prasata v této skuping vykazovala mirnou dusnost a pii pitvé byla pozorovana jista
pleuritida a zhojeni (poSkozeni plic = 2+). 4. pleuropneumoniae J45-100 byl kultivovén pouze
z téchto dvou prasat s nejzavazngj$im poskozenim plic. Bakterie ziskané z téchto prasat nesrazely
latexové ¢asti aglutinaéniho &inidla sérotypu Sa. V diisledku toho takto ziskané bakterie byly

stale nezapouzdrené, coz naznatuje, Ze J45-100 se in vivo nezménil zpét na zapouzdieny fenotyp.

TiebaZe geny nptl (dava rezistenci vii¢i kanamycinu) a SacB/SacR (dava citlivost viigi sacharéze)
byly klonovéany do dele¢niho mista, tyto geny byly zamysleny pouze k tomu, aby byly pouzity
Jako markerové geny. Je mozné pouZit i alternativni markerové geny. MiZe byt také vyhodné
vyhnout se pouziti markeru rezistentniho proti antibiotikiim, jako je nptl z divodd zdravotnich
a bezpegnostnich, nebo ziskat mechanismus pro konzervovani nebo inaktivaci antibiotického
markeru. Vhodné neantibiotické markery by mohly zahrnovat odolnost vii&i rtuti.

Nezapouzdieny kmen Actinobacillus pleuropneumoniae sérotyp B produkovany podle vyse uve-
denych postupii produkuje pouze dva ze tii toxint produkovanych Actinobacillem pleuro-
pneumoniae. TiebaZze modifikovany Actinobacillus pleuropneumoniae je ochranny a imunogenni,
miiZe byt také uzite¢ny pro klonovani tfettho genu toxinu RTX do deledniho mista. To se miize
provést klonovianim genu toxinu RTX do kazety genu kanamycinu  kmene
J45-100, a takto inaktivovat kanamycinovy gen.

Vakcina by méla byt pfednostné poskytovana formou podobnou ostatnim vakcindm, ktera je
v oboru béZn€ znim4. Je vyhodné, aby vakcina byla v lahvigkach jako lyofilizovana smés a miize
obsahovat jeden nebo vice sérotypii mutantnich kmenii. Aby se uchovala Zivotnost, méla by
obsahovat také latky jako Columbijsky bujon, trehalézu nebo albumin, glycerin nebo nékters jind
Cinidla. Obsah lyofilizované smési by bylo pouze tfeba znovu hydratovat sterilni vodou nebo
fyziologickym roztokem a aplikovat injekci (intramuskuldrng, nitroilng, intraperitone4lng, sub-
kutanng atd.). Vakeina by mohla byt také formulovéna pro jiné zpiisoby podéavani (napriklad
oralné, transdermélné, pod jazykem atd.) za pouziti vhodné nosné matrice, napfiklad $krob, poly-
sacharidy, oleje, liposomy, pryskyfice atd.

Davka vakeiny podavana zvifeti bude zaviset na takovych faktorech, jako je staii nebo pohlavi
zvifete a na zplisobu podani. Ve viech pfipadech by mélo byt poskytnuto dostadujici mnoZstvi
Zivého, avirulentniho, nezapouzdieného Actinobacillu pleuropneumoniae tak, aby se zvysila
imunitni reakce vakcinovaného zvitete. Usp&¥né vysledky byly ziskdny dvéma imunizacemi
v rozpéti 2 aZ 3 tydnd v mnoZstvi 109 kolonii vytvéfejicich jednotek (CFU).

TiebaZe vynélez byl popisovén z hlediska jeho nejvyhodné&jsiho provedent, ti, kdo jsou zbé&hli
v oboru, rozeznaji, Ze vynalez miiZe byt dile modifikovéan v duchu a rozsahu piipojenych néroka.
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PATENTOVE NAROKY

1. Vakcina, vyznaéena tim, Ze sestivi z avirulentni nezapouzdfens, geneticky
modifikované bakterie Actinobacillus pleuropneumoniae, postradajici DNA sekvence, koédujici
syntézu pouzdra.

2. Vakcina podle naroku 1, vyznadena tim, e sestdva z avirulentni nezapouzdiené,
geneticky modifikované baktérie Actinobacillus pleuropneumoniae, ktera mé DNA sekvence
kodujici syntézu pouzdra lokalizované pied hybridizadnim mistem BamHI-Xbal fragmentu
v pCW-1C, postradajici tyto sekvence.

3. Vakeina podle néroku 1, vyznadend tim, Ze sestdvd z avirulentni nezapouzdiens,
geneticky modifikované baktérie Actinobacillus pleuropneumoniae, kterds ma DNA sekvence
kodujici syntézu pouzdra lokalizované pfed genem na export pouzdra, postradajici tyto sekvence.

4. Vakcina podle naroku3,vyznaé&ena tim, Ze genem na export pouzdra je cpxD.
5. Vakeina podle kteréhokoliv z nérokd 1 az 4, pro imunizaci prasat proti pleuropneumonii.

6. Vakcina podle kteréhokoliv z narokd 1 aZ 4, pro imunizaci prasat proti pleuropneumonii
injekei vakciny nitrosvalové nebo podkozné.

7. Zpusob piipravy vakciny k prevenci nemoci zptisobenych bakterii Actinobacillus pleuro-
pneumoniae podle niroku 1, vyzna&eny tim, Ze se provede nejprve identifikace genit
kédujicich syntézu pouzdra v uvedené bakterii a poté delece genti kédujicich syntézu pouzdra, za
ziskani nezapouzdieného mutantu uvedenych bakterii.

8. Zpisob pripravy vakeiny k prevenci nemoci zpiisobenych bakterii Actinobacillus pleuro-
pneumoniae podle niroku 2, vyznadeny tim, Ze se nejprve provede identifikace DNA
sekvenci kédujicich syntézu pouzdra v bakteriich, které jsou lokalizované pred hybridizatnim
mistem BamHI-Xbal fragmentu v pCW-1C, a poté delece uvedenych DNA sekvenci kédujicich
syntézu pouzdra za ziskani nezapouzdfenych mutanti uvedenych bakteri.

10 vykresi
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MGCTTGASCACCAGCCAACTAG AL CAGCCCCAMGAMADGAGTMTCTRACTTTGAT A TTCATCTARTTTCTCTTCANTATATTAAGGMIMCA. 105

a0

TATATAGGTATGTCTTAMAATCCACATAMGATTGATTTTAATAAGTTAC CTARTCAAGAGAMTTAMTATAAGAMTTTACAMACAMTTAMATGTATTT

| =3
WUMWMGTNTW&G@WATAWTWWWWMTWNCCCCTAG@TACUG{?MWCTC& 35

~10
TR T AT AT AT G TATC A AT AT A AT AT A GAGTATT AT TCTAGCATARTOACTCST
Cosh = ¥ SSTYTR

CCTATARTTAKTCATOTAATGT CIA(‘AQ\TAWCAMGTGGC#TWAGWN&HWIAWIGAHUGGHCCMTGMWWTAHGTC

420

52

PITRR Y USROS G ESSILEYRTORESRErOyY
AT TATCTCCATACCTGAAGCTAGTTTATCACTATCACCGTC CACAC CTAGMGAANTTATTACCTARTICTGTTTGTACAGTACATCATRACCTCAT

SYSPIPEAL YT RYRRPRLEERLLPHSYLTYREDL
B AT AT AT AT AGATTTAT T CTAGATATAT GG TOGRCCTATAATTGTTTAAATTACACTCAMAMGATTTTANTATCTCAS

PP O P AL YR PR Y B E RS A I LT T R eIl
GOA OGO AT AT TG GATICCTCACGOATATARTCAMAAAGTATTATTICCTAGAMATTAMGAMATATCRAGTACAGATAAATTACCTTA

GLPERRLEYIPRET DXV LFPIRIRELSSTORTTL
AT T A GABATAT G TAGANGATAA GO GAT CATATTTATTTGATEACCAMANGATTAARTCCAGACCATTTTARATTIATTITIONIGGY 45

BIASRRY G RRY GO A LFELARRLRPONFLIIFY
A A A CATATAGT S L TTAGAMTGCANATCTASGATTTCAAGCTCARS TR AT GAMBATIGCCATATAATCTTTCAMGTTTTTATMATANTATY

PORATSALEN QoL EReY Y ERLPY R Y OSTY R
GATG A TACTTAT G TAGTAGTCATOAAGTCEACCTOCARTAT LU G LATTAGLTACTSOOACAC CTATATITICATCTMCATALGTATACCTAG

DY LLBCSSHECOPARIPENLATETPIFSSUIETPN
AT ATTATTAT A GG TTGATTCTACCTTAGATC CACATATAGATCCTCAACAGATLAATTTTATTICCCTIGAVMAACCAMTATATITGA

630

73

840

1050

155

1260

DY Y LR YRR LI LT D PO EQI NI CL e PRI
MIATATAGATTTTTCACTAMACAGTCTOCARGTTTAGCARTITCTGEGACAKTOTATICMCAMTATITTAC TTATAMAMIMTTMGOOTIA 1355

L0 PSS PS LAt Sy ererqenrteyeelirgg
TR CCATTTCTATT CTAGTACCTATICTTTACACATTAACARMGMACTTTAGTICATTCTTCAGTTCATI CAGAAMATAMATARATATOCATITIG 1

{psB -~
SIS TLY Py S Ll R R PSSPy e igindg
AT LA TA AT GCATT CATTATAT G T TTAC AT CAATTGOGTAT CTATATGAGAMATAGATATTCTTACTAAGATTCAAGABAGOAT 1575

S T U O T O A A A O Y OO O O S N

Obr. 3a
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TATTTGCTTTTIGYCTTTATGATCTAAATATTTTCAATATTTGTAGAGCTGAATTATTATCTTTAGTAGC CACAAGACCCOMIGETATARTGANGATTATCCTA E

CRAFEY YD LRI ERTCRAE LS LY ATRPETYRIDY P
AR TTAAGACAMTATACAAMAM CTCTATACTAAT AT A TCAATTATIGCARAALATOOCTOCTOCTTCCTATTG OO TTOATTICTCCAMMALSCC

FLLREI YR LT TR R RS ELLO NN A A Y I Y FaLrs
AT A AT T AT T GG TATT T A GG T T AATTTAT AT C T TCATT A TTATTARAATATACTC CAACTAMGTTATGG

LS ELY QP SHOEYES OO LI YR USLIELL Yy
TR ATTTACA G GAATATTATTGTOAC A G TATTCATCAKTTOCTAATAATAGCCATATTAMCATITARCTATTITIAACTCTIAT

YA LS LPT O BN Y e DRSSP ARSI L ALE RSy
A CATTTACTTCAMAAGTGAATATGATAN GAACGAATGAMGCTATTARTAAGTTOCTATTARTOAMANTAGATTCCAACAACCTACTGATICTG

CLTESSOSET O L ERULATRRELLURRENYQergs
AATATTAGTATTTAMCANCAMAN CATAATTACTATTATTCCACAGTOATAMTCATTTTTCAGTCCTAGATATAMGOAGACACTATCAACALTTA

EILYPRQ QP I T I LG QY TN DFSYLEY ERELST
AT A TTATAT TAMCTATCAGAGAATCGATTTAATGTAGTATTAMMACTCACCCTICOGAGACAAMAMATAMTATCCOTACATCTTIAL

LOUREL S LSENGTRY Y LRTRP HECERARIRTSL
AT AT TG AT AT TACTTOATCACTATTCMTAACATTTIAUCAAICTe

PEXTTEEFLEN L TER O QLTI Y DY STERLELQS
AT AT AT AT CTCAGG L TC T GAAG TS ATTTGAT GG TATAAMC CTATACAGTTAGTARTCCTTTTTATGGARRANAAGGATICACGT

DETTS LASOQCULELRFDGIEPIQLENAFY RG]
A AT G AT A TG GTAAT A TTATAGTAAATMACTIACTCCACACTATCTTTAGAAGAGTTTATTIGTTCOMGAGTICA

TOYDELD LD QLY RO LYY R LT PRI LS LEEFDLFEES
AT A AT TG T AT CAC O TG G A GTTTTAT AT ATTTAATTTACCTACTATTATACCATTACTAGAAAATG 0

PYILLQARAY ST RASEYSY-LSRIFRLPTIIIPLYEN
AN TAAA A ATTAC A A AT ARG AT ACAACATT G TTAATATGOTTGAGTIACCTAGTAGTICEAL

FPX O S KT TP Ty Y iR vy Ry veLpyyye
AT GATAAGAATAGGAMATATCAATTTAGMACARTCCTCGACARTT TTTGCABATICTAGGAATCCAGTTATIAGAACTITATGTATITITICCTT

CIO LR R Y QR F RN PROFERDSREPY RS LYY
ATAAATAATATAGGTCTAATTTATTTAMAAAAATATCAGCCTTTT GATTTAAGAAARATAMATGAAGGCCACTCTAGTAATCCTAAGTTAGTTTTACATICTO

P s ULEETQPFO LRI R EEHSSH ALY LRSS
OO AATATAGAT G TAAMT T A TTTTT BT CACAAGATCACATI AT TAGAMACTTTATIGCAACATTTACTOATARCTATARAGCACCAGA %

3150
PCHTD AR S KPR CSOUDD TN LERFTIATFETORY K AP
AGTATATACGGC CATTTTAMGARTTGTTGTATTACACCTAGASCACCTAAGLTACCAAGAT W

VYTATLERCCTTPRAP LR
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CTAGACATTACATGATTAATTATAGGACGAGTCATTATGCTAGACATTAAMAATACTCCTOAMTACGAATACGTTATGGAGTTACCCTA
GATAGTTGATARTTTTTCATCGGAATTTCATAATATAAATGAGAAATTTATCAACTATCTAGGGGARACTCCOTATTITATATGCTT

TTAMTTATAATGTTTATCTGTATAACGCCCCTCTTGATTTACTITTTTTTAAAAAAAATACATTTTTTAATTTGTTTGTAMATTTCTTA

- -0
‘rAmmg%mmAcmcnmmcwcmArsrccmmcmccmmcmmccmm

TTGAAGAGAAATTAGATOAMCTCATCARACTTAGATTACTCCTTTCTTIO060CTOGTTGCTAGTTTGCTGCCTOCTCAAGCTIACCE

CxD*IIKLlXLRLliSLGlY&SLAL’CSSlP
ACTICAGG&CTAGCCATAGTGCGAWAGAGGCTMTTCCCAGMCTCAGATAMCCWACCCGMGUMWAGTGG&GTIAGAT

ISCPSHSATLEANSONSORKPLPEVRLYELD
TGGCTTAGTICAGCAGTTGTATCAGACTCAGCARGTCAGCAATTTTCCGRCTTTTTAGGCACGLTGOCOETGCTOOATATGCL 06T

KLY QQ LY QT Q QS QQFSOGFLOTAGOAEYAG
G AT TG AT G T T GAAATTTCAATTTGOGAGC G CACCOGCAGTETTGTTTOLCCTACTTTTAGTTCTAAAGCOCAA

AYHY GOV LELS TN EAPPAYLFEGETFSSELQ
GGTABCGGOCATTTAACOCATTAC L0 aCAAT G TTAC CAMAC S CTAC GO TTACTCTOCCCTTTGTGCGTATATTCGTCTTCCA

ES O R LTQLPAQUVHQNGTYTIYPFYCHTRY S
A A A AT A T T AT T GGG G CATTGCAACGTAMAG L GATCACCCACMETATTAGTARAAATTGOGART

CATPERTQSQEY GALORNAROPOY LY LAY
AT TGO GATGTTACGGTTATT G TCAGGGTAACAGTATICGTATOCCOCTGAGTOCCANTACOAACTOTGTTAGATOCTCTT

KESAOBYTYIRQEHNSTIRUPLSARRERY LD &Y
GCAGCAGTAGGCOGTACAACTGANMATATTGAAGACGTTACCGTAMAATTAACTCGTO G CTCOCAMGTCAAAACATTAGCCTTTGARACT

ARV ST T E R LE DY TV R LT RGSAY T LAFET
CTARTTTO0GATC GG CAAATATTATGTACGTGC LB COATE TG TTTC TG TACACGCCTIATAGCTTTACCOGTTTAGGT

LISODPAQNTULRACOVYSLLATPYSFTGLS

GGG TOOG TAACAC A CAMATGAMTTCTCAACTAMACCAATTACOCTTGC COARCCTATC OB TAAGATO0G TGO CTAATTGATACT |

AV E N RQQU KT S SKCITLACATCRUGGLTDT
COTTCGGATCCOACAGGOGTATTCOTCTICCGTCATOTGCCTTTTTCTCAATTAAGTTTAGAT CAGCAMCACAATCORAGCOAMGGC

RSDPROGYEVERBYPFSQOLSLDQOQT QUG AL S
TA GG TATGBGTATGOATGTAC CCACGOTTTAT COTGTGAATTTACTTGAGCCOCAATCACTOTTTTTATTACAACOCTTCCCOATECA

TOUGCHOYPTYYRYNLLEPQSLFELLORFPUQ
GATAAAGATATTGTCTATCTATCAAATOCACCGTTGTCCGAATTCCAMAATTCTTGAGAATOATTTTCTCGATTACTICOCCOGTTACA

DED I Y Y Y SR AP LS EFQKFLRUIESTTS P YT

Obr. 10a
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AGTACGACTAATGCTATTCGTGOCTATTAATATATY CAATTTATAAG GATAMATATGOAMCAACTATTACCOCAMGTCOGACAGAAM

1620
STTH AT RAY gC“HE?fiASPIEX
WWMAACCGGNMGWGGHMM@WM COGTIATTITGGGTACTGTAGCGATICCTACGRTATTATC 710

LQEPYLQRESELECLEP LYY TYALPTY LS
AGCCTTUAT!TCGGTICTCTfGCTICCGATATHATATTTCGGMTCMGC]TCGUGTMQATCTCCICAW\ICAGACCGCTHAAC

AFYFESVASOIYISESSFEVYYRSPQNQT AL
CGG?GTC%YGCCWAWWCCGG&WCIC&\GCTCMGMGATACHATAOCGTWTAIATGCMCTCMACGGC

CYCAL LGOS CrSRAMDDIYTYQEY R HSRT S
ACTAGAACAGTTAATGAAGACTTGCCAATACGTGAATACTATGAGATCAAGG CGATATTATCGCTCRCTTTAATOGATTTGGTTTAM

LEQLUEKDLPTREYTENQCO L ARERGT O LN
TAATAGTAMGAACCGTTTTATAMIATTTOCOAGATCCCTTAAGTGTGOACTTTGACTCTGTTTCOGOTATCOCCAGCTTACGTATICS
FSKEATY XY FRORBLUSYODFDSYSGCIAS LRI
AGCATTTAACGOGGAAGAGGGCCAACAMATTAATCAMAATTACTTGL COAGETOAMACGCTTATTAACCOTITAMCGAMCGTOCAAG 2160
PENREE G0 QRO R LUAECET LI N RUNER A

A AT AT TGO GACAGC O TTACAGMOCOGAMTARTGTAMC CARACO OAMATGC TTTMGTARATACCLTAT 750
EO ISP A E O AY T EDERRY N ET RN ALS LY R
AT T AT A CG G A AT COG GG TACAA T AT AT TTCCABC CTANAA S COMTTOATTCCTOTACARAC
EXETF 0Ll AQS eV QLS LESSUKSELIRYE]
A AT AT AT TATTACAC L GACAA O CACAAG T GATECATT S TTATGC G CAMAMAGTITACCTAACCARATCCA
CLAQLOSTTPORPOYDALLUROKSLRKESD
TGAGCATCAMACAGCTTTOCAGTAACAGTAATAGCTCTATIGCTATTCMACTCCCOATTACCACCGCTT TAGTACTIGCAMCGAGCT
EOSKOLSSHSHSSTALOTADY QORLYULANEL
GOCACAG AN ATTGAC CCAGCATTAACCTCATIACAARATACGAMATCAAGCGOATCGOCAGCAACTITATITAGMCTAATCAG
ROV QLT AN LTS L O RTERENDROQOLYLEY ]
T A G BA TGO 00 CANGAGCCTTAT O TTATATATATTTTAGCGACATTCTTTATCGTCTGATOCTITATEGTGT
COSK PO YA E O PYRLY NI LATF TG LUELY Y
ATTAAGTTTATTAATTGCAAGCGTAAGAGAGCACAMAACTAATCCARTAC SO TOATCARACAAC TTTCCOOCARTETCTCOCCATTCA

iSllfASVREKKN
B U QT ED QT T FROSL ALY
GOGACAGTAATCGGTGCATTACTCATGCOGCATTATTACGOGTTACGACGAAAAATTTCOCTITTTTATGOCTGTTIGTIGAGCCE

CRVECAL LU RELITRYCRENLEELYLFYED
CTATTACTCACTTTATTTATCGTTTTGATGTCGAMTTTATCCGAGCOGATCC OTTTOCCATTTARATATTATIGCTITTGGATTACS 2070
LULUT LRI Y LN YR F I RADRYSDLNTLAFY LT
G TIATCCARTGGCCATGATGTOGCGTAATGCGTCARACC BCACTATOGGTOCAATITOCOGTAACTTGAGTCTTCTTTATCATOGTAAT %0
CIPUARUYRAEASHRTIGAISOCRUSLULYHRK
O TG CCTATTACATACCTTACTOOCTCGTGTCATACTIGAAGTAGCAGGTOCANC BATTGCCCAMATCATTATTATGCATTAGTCATT 3150
YRY LD T L LR R Y PV EY A AT RO ALy
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