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Oslabené mikroorganismy pro léébu infekci W

Oblast techniky

Tento vynalez se vztahuje k oslabenym mikroorganismtm, které mohou byt pou-
Zity v oCkovacich kompozicich k prevenci nebo Ié¢eni bakterialnich nebo virovych in-

fekei.

Dosavadni stav techniky

Je dobfe znamo, ze zivé oslabené mikroorganismy jsou vysoce Gcinnymi vakci-
nami; imunitni odpovédi vyvolané takovymi vakcinami jsou asto vétsiho rozsahu a del-
8iho trvani nez imunitni odpovédi produkované nereplikujicimi imunogeny. Jednim vy-
svetlenim pro toto mlze byt to, Ze 2ivé oslabené kmeny vyvolaji v hostiteli omezené
infekce a napodobi rana stédia pfirozené infekce. Navic, na rozdil od usmrcenych pre-
paratl, Zivé vakciny jsou schopny indukovat siiné odezvy zrpostfedkované burtkou,
které mohou byt spojeny s jejich schopnosti replikovat se v burikéach obsahujicich anti-
gen, jako napfiklad v makrofazich.

Dlouha je historie pouzivani Zivych oslabenych Salmonelovych vakcin jako bez-
pecnych a G¢innych vakcin k prevenci salmoneldzy u zvirat a lidi. Skute¢né, Ziva osla-
bena oraini vakcina proti bifiSnimu tyfu, Ty21a (Vivotif), vyrabéna institutem Swiss Se-
rum Vaccine Institute, se ukazala byt velmi Usp&snou vakcinou v prevenci pred tyfem a
byla povolena v mnoha zemich véetné Spojenych statd a Evropy.

Nicméné oslabeni tohoto kmene bylo dosaZeno pouzitim chemickych mutagen-
nich postuptl a princip oslabeni kmene neni piné objasnén. Pravé proto neni tato vak-
cina dokonala ve smysiu poétu davek (momentainé &tyfi) a poctu Zivych organism,
které musi byt dané pro kazdou davku.

Moderni molekulérni biologické postupy, spojené se vzristajici znalosti patoge-
neze Salmonely, vedly k objevu nékolika gendi, které jsou nezbytné pro rlst in vivo a
preZiti organismu. Toto poskytlo nové geny jako cile pro oslabeni, vedouci k predstaveé,
Ze budouci o¢kovaci kmeny mohou byt “rozumné” oslabeny zavedenim definovanych
nevratnych mutaci do vybranych gend, u kterych je znamo, e se podili na virulenci.
Toto usnadni vyvoj lepsich vakein, zejména co se tyde imunogennosti, a tudiz poctu
davek, které musi byt podany.



Ackoli je dnes mnoho oslabenych kmenl Salmonela znémo, jen nékolik jich bylo
kvalifikovano jako potenciéini kandidati na vakciny pro pouziti na lidech. To mlze byt
¢astetné zplsobeno potiebou udrzet rovnovahu mezi imunogennosti vakciny a moz-
nosti mikroorganismu Salmonela stat se reaktivnim.

Je jasné, Ze vybér vhodnych cilli pro oslabeni, ktery povede ke vhodnému kandi-
datovi na vakcinu, je komplikovany a nemlze byt jednoduse piedpovézen. Vhodnost
oslabeného kmene jako vhodné vakciny mtze ovlivnit mnoho faktorli a bylo provedeno
mnoho vyzkum{ za Uéelem nalezeni vhodnych kment. Napiiklad mnoho oslabenych
kment testovanych jako kandidati na vakciny vedio u pacientl k vakcinémii nebo abs-
cesum.

Z toho dlvodu je potrebné vyvinout vakcinu o vysokém stupni imunogennosti se
snizenou moznosti, Ze se kmen mikroorganismu navrati do reaktivni formy, a ktera vy-
kazuje dobry bezpecnostni profil s omezenymi vedlejsimi UCinky.

Podstata vynalezu

Vynélez je zaloZen na zji$téni, ze dvé specifické oslabujici mutace zavedené do
mikroorganismu Salmonely mohou vytvofit vakcinu, ktera ma vysoky stupern imunogen-
nosti a nizké riziko pfemény mikroorganismu v reaktivni formu. Vysledné ockovaci
kmeny vykazuiji dobry profil vedlej§ich G&inka.

Prvni mutace je obsaZena v oblasti patogenitniho ostrlivku 2 (Spi2) Salmonely;
druhd je auxotrofni mutace, tj. mutace ktera narusi expresi genu, ktery koduje protein
potfebny v biosyntetickych cestach.

V souladu s prvnim aspektem vynalezu ma mikroorganismus Salmonela oslabu-
jici mutaci, ktera narusuje expresi aparatového genu umisténého v patogenitnim ost-
rGvku Spi2 a nezavislou auxotorofni mutaci. Vyhodna oslabujici mutace je v aparatovem
genu ssaV a vyhodna auxotrofni mutace je v aroC.

Mikroorganismus s vyhodou dale obsahuje jeden nebo vice heterolognich anti-
gent nebo terapeutickych protein(, napiiklad antigeny proti patogenni E. coli, Shigella,
hepatitidé A, B nebo C, Herpes Simplex Virus a viru lidského papilomu. Z toho divodu
mikroorganismus mize plsobit jako dodavkovy nosi¢ zajiStujici imunitu proti jinym in-
fekcim nez je Salmonela.

Mikroorganismy Salmonela mohou byt pouZity ve vyrobé Iéku pro nitrozZilni nebo




oréini podavani pii IéCeni bakterilnich nebo virovych infekci, napfiklad pro 1é¢eni tyfu.

Oslabené mikroorganismy Salmonela tohoto vyndlezu tvofi vakciny, které pie-
kvapivé stimuluji mukdzni a systémovou imunitu. Dale mikroorganismy na zvifecim mo-
delu nezplsobuji abscesy sleziny, kdezto mutanty s jednou mutaci je zpGsobuji. To je
obzvlastni vyhodou zde definovanych dvojitych mutantt.

Mikroorganismy a o¢kovaci kompozice tohoto vynalezu mohou byt pfipraveny
znamymi technikami.

Vybér konkrétniho mikroorganismu Salmonela a zvoleni vhodné mutace mohou
byt provedeny odbornikem bez neobvyklych experimentd. Vyhodnym mikroorganismem
je Salmonella typhimurium.

Prvni mutace mize byt zavedena do aparatového genu umisténého v oblasti
patogenického ostrivku 2 Salmonely, pfiéemzZ tato oblast je popsana ve WO-A-
9617951.

Patogenitni ostrlivek 2 (Spi2) Salmonely je jednim ze dvou klasickych patogenit-
nich ostrlivk( situovanych v chromozomu Salmonely. Spi2 obsahuje nékolik gendl, které
kéduji vyluCovaci systém typu Ill, ktery se Uéastni transportu proteinli spojenych
s virulenci kédovanych Spi2 (takzvanych efektorovych protein(l) ven z bakterii Salmo-
nela a potencialné pfimo do cilovych hostitelskych bunék jako jsou makrofagy. Cast
Spi2 (aparatovy gen) kdéduje vylucovaci aparat systému typu lll. Vyzkum dnes zdoku-
mentovany nékolika riznymi skupinami ve svété fikd, ze Spi2 je rozhodné zasadni pro
patogennost a virulenci Salmonely u mysi. Mutanti Spi2 S. typhimurium jsou pfi testo-
vani imunity u mysi, podavanim léku oraini, intravendzni a intraperitoneaini cestou, ve-
lice oslabovani.

Aparatové geny umisténé ve Spi2 jsou dnes jiz dobife popsany; viz napiiklad
Hensel a kol., Molecular Microbiology (1977); 21(1): 155-167. Geny vhodné pro pouziti
v tomto vynalezu zahrnuji ssaV, ssad, ssaK, ssalL, ssaM, ssa0, ssaP, ssaQ, ssaR,
ssa$, ssaT, ssal a ssaH geny.

Mutace v oblasti Spi2 nemusi nezbytné probéhnout uvniti genu, aby narusila
funkci. Napfiklad mutace v protiproudé regula¢ni oblasti muze takeé narusit funkci ex-
prese genu vedouci k oslabeni. Mutace v intergenové oblasti mlze byt také dostacujici

k naruseni funkce genu.



Ve vyhodném provedeni vynalezu je aparatovym genem ssaV. V samostatném
vyhodném provedeni se mutace nachazi v intergenove oblasti mezi ssaJ a ssaK.

Druha mutace je nazyvana ,auxotrofni mutaci”, protoZze narusuje gen, ktery je za-
sadni v biosyntetické cesté. Tuto biosyntetickou cestu obsahuji Salmonely, ale u savcl
neni pfitomna. Proto nemohou byt mutanti zavisli na metabolitech nachazejicich se
u lé&enych pacientl a obejit tak Gcinek mutace. Vhodné geny pro auxotrofni mutaci jsou
jakékoliv aro geny, napiiklad aroA, aroC, aroD a aroE.

Ve vyhodném provedeni vynalezu obsahuje ofkovaci kompozice mikroorganis-
mus Salmonela majici oslabujici mutace v ssaV a aroC.

Mutace mohou byt vneseny do mikroorganismu pouZitim jakékoliv zname tech-
niky. S vyhodou se pouZiva mutace deleci, kdy naruseni genu je zpusobeno odstrané-
nim nukleovych kyselin. Nebo mohou byt mutace zavedeny inserci nukleovych kyselin
nebo bodovou mutaci. Metody pro vkladani mutaci do specifickych oblasti budou odbor-
nikovi zigjmé.

Kromé dvou mutaci mize také mikroorganismus Salmonela obsahovat hetero-
logni antigeny. Oslabeny mikroorganismus tak méze plusobit jako dodavkovy nosi¢ pro
podavani antigend proti ostatnim bakterialnim nebo virovym infekcim. Antigeny, které
jsou v tomto pFipadé vhodné pro pouziti, budou odbornikovi zfejmé a zahrnuii:

Patogenni antigeny E. coli, tj. ETEC

Antigeny Hepatitidy A, BaC .

Antigeny limské nemoci

Antigeny vibrio cholery

Antigeny Helikobakteri

Antigeny viru Herpes Simplex

Antigeny lidského viru papilomu.

Tento systém ma také schopnost dodavat terapeutické proteiny, napfiklad cyto-
kiny, pro Ié&eni pacient(, napiiklad pacientd nakazenych Zloutenkou. Metody pro dodani
heterolognich antigenti nebo terapeutickych proteinl pouzitim oékovacich kompozic bu-
dou odbornikovi ziejmé.

Vakeiny vyrobené pouzitim mikroorganismd podie vynalezu maji vyuZiti pfi lécbé

lidi a lécbé veterinarnich infekci.




Dvojita mutace poskytuje ucinny prostredek k oslabeni mikroorganismu a poskyt-
nuti bezpeéného kandidata pro vakcinu.

Ockovaci kompozice poskytuji uéinnou ochranu dokonce i u pacient(
s oslabenym imunitnim systémem a skytaji vyznamné nizké riziko pro vytvareni abscest
sleziny. Abscesy sleziny byly identifikovany pfi pouziti vakcin zalozenych na jediné mu-
taci, a proto nynéj$i kompozice mohou poskytnout podstatny pfinos pro pacienty.

K vytvoreni o¢kovacich kompozic mohou byt mutované mikroorganismy pfitomny
v kompozici spolu s jakoumkoli vhodnou farmaceuticky pfijatelnou pfisadou, fedidlem
nebo pomocnou latkou. Vhodné formulace budou odbornikovi zfejmé. Formulace mohou
byt vyvinuty pro jakoukoli vhodnou cestu podavani iékd. Vyhodné je oraini nebo intra-
mikroorganismu, které jsou ve formulaci zapotiebi, mize byt uren a optimalizovan od-
bornikem. Nicméné, obecné vzato, pacientovi miZe byt podéno pfiblizné 10°-10"° CFU,
nejlépe okolo 108-10° CFU v jedné davce. CFU (Colonies forming units) predstavuiji za-
rodky schopné tvorit kolonii.

Nasleduijici priklady popisuji vynalez.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Tento piiklad popisuje pfipravu mutovaného kmene oznaceného jako ZHS, ktery
plsobi jako orélni vakcina proti tyfu u lidi. Kmen je vytvofen z virulentnino kmene
S. typhi Ty2, plvodné izolovaného z pfipadu tyfu. Odvozeny kmen ma definovanou
mutaci na purA a aroA.

Ty2 pro vytvoreni ZH9

S. typhi Ty2 byl plvodné izolovan v roce 1916 z jedince nakazeného tyfem a byl
pouzivan pro tvorbu véech povolenych tyfovych vakcin. Kmen byl ziskan z PHLS na-
rodni kolekce kultur v Colindale. Byl ziskan jako lyofilizovana kultura, pod NCTC Cislem
8385.




Klonovani genu aroC S. typhi z S. typhi Ty2

S. typhi Ty2 byl izolovén z dobytku a rostl v bujonu Luria Bertani (LB) pies noc.
Buriky byly sesbirany a byla pfipravena celobunétna DNA. Fragmenty DNA z DNA
S. typhi Ty2 byly ziskany CasteCnym S&tépenim s restrikénim enzymem Sau3A a vy-
sledné fragmenty byly ligovany na BamH1, stépeny pHC79, aby se ziskala knihovna
kosmidl DNA S. typhi Ty2, kdy E. coli HU835 byla pouzita jako recipient. K izolovani
DNA kodujici aroC z DNA S. typhi byla pouzita knihovna kosmida k transdukci £. coli
AB2849, kterd ma mutaci na genu aroC a jeji rist je zavisly na aromatickych slouéeni-
nach. Transdukéni smés byla nalisovana na velmi malém médium s nedostatkem aro-
matickych slou€enin a inkubovana pfi 37 °C. Po inkubaci pfes noc byl zkouman podet
izolovanych kolonii. Tyto bakterie pravdépodobné vznikly jako dlsledek komplementace
mutace aroC v AB2849 kosmidovym klonem uchovavajicim neporusenou formu genu
aroC. Byl purifikovan kosmid DNA jednoho ztéchto kmenl. Fragment 5.2kb Hindlll
z tohoto kosmidu byl nakionovan do pUC18, aby vznikl plazmid pTAC2, ktery byl scho-
pen komplementovat deleci aroC v AB2849, ¢imz se dokazuje, Ze obsahuje gen aroC S.
typhi.
Generace definované delece klonovaného aro S. typhi Ty2

Definovana 600pb delece byla vytvofena v klonovaném aroC genu pouzitim PCR.
Oligonukleotidové primery pouzité v PCR byly navrzeny za pouziti publikované DNA
sekvence genu aroC S. typhi (Acc. M27715). DNA 5 do genu aroC byl rozSifen z
pTAC2 pomoci primert SEKV. ID. C. 3 a SEKV. ID. C. 1. SEKV. ID. C. 3 se navazuje k
vektoru DNA, SEKV. ID. C. 1 se navazuje k regionu 5 aroC. DNA 3’ do genu aroC byl
rozsifen pouzitim primerd SEKV. ID. €. 4 a SEKV. ID. €. 2. SEKV. ID. C. 4 se navazuje
k vektoru DNA , SEKV. ID. C. 2 se navazuije k regionu 3’ aroC. Vysledné PCR produkty
méli Xbal mista zaclenéna do 5 koncl kvUli usnadnéni klonovani. Fragmenty byly klo-
novany do vektoru pUC18. Vysledny konstrukt plazmidu oznaovaného pMIAC23 obsa-
huje definovanou deleci aroC (pozice 544 az 1143) ve fragmentu 4.8kb Hindlll. Frag-
ment Hindlll je insertovan do mista Hindlll v pUC18. Jedno misto Xbal je pfitomno
v misté delece aroC.
Zavedeni mutace aroC do genomu S. typhi Ty2

Suicidni plazmid pCVD442 (Donnenberg & Kaper, Infection and Immunity, 1991;




59; 4310-4317) byl pouit jako vektor k zavedeni delece aroC do genomu S. typhi Ty2.
Fragment 4.8kb Hindlll obsahujici deleci aroC byl izolovan z pMIAC23 a konce byly za-
rovnany, kcéemuz bylo pouzito soupravy Stratagene DNA polishing kit. Plazmid
pCVD442 byl linearizovan $tépenim pomoci Smal, upraven alkalickou fosfatazou a ligo-
van k fragmentdm se zarovnanymi konci. PoZadovany konstrukt byl izolovan a oznacéen
jako pYCVC21.

pYCVC21 byl zaveden do S. typhi Ty2 pouzitim standardniho elektropora¢niho
protokolu. Plazmid byl schopen integrace do genomu Ty2, s naslednou rekombinaci
mezi homologickymi regiony na plazmidu a genomu, coz dalo transformanty odolné vici
ampicilinu. Tyto transformanty obsahovaly kopii ptivodniho standardniho aroC a deleto-
vaného genu aroC. Rast téchto kmend za nepiitomnosti ampicilinu umoznilo priibéh
druhé rekombinace, ktera vedia ke ztraté sekvenci DNA pCVD442 a jedné kopie genu
aroC, bud standardni kopie nebo deletované kopie. Bakterie S. typhi Ty2, které prosly
procesem této druhé rekombinace, byly identifikovany jako derivaty citlivé na ampicilin,
které jsou schopné rlst za pfitomnosti 5% sachardzy (pCVD442 nese gen sacB, ktery
po expresi vede k fenotypim citlivym na sacharézu). Kmeny, které si udrzely pouze de-
letovany gen aroC, byly zpoc¢éatku identifikovany jako kmeny, které nejsou schopné rlstu
na misce s minimem média bez pfidavku aromatickych slouéenin. Genotyp aroC byl
potvrzen pouzitim analyzy PCR. Primery, které maji SEKV. ID. C. 5 a SEKV. ID. C. 6,
poskytly produkt 994 pb pro standardni typ aroC a 400 pb pro deletovany gen aroC.
Analyza sekvence vysledného PCR produktu potvrdila pfitomnost pozadované delece
v 5ti jednotlivych izolatech oznaCenych DTY6, DTY7, DTY8, DTY9 a DTY10. Tyto
kmeny byly uschovany v vialkach Microbank pro diouhodobé uskladnéni pfi -70 (C.
Kmen DTY8 byl vybran pro dal§i manipulaci.
Zavedeni mutace ssaV do mutantu DTY8 aroC S. typhi

7,5kb fragment Pstl obsahuijici region ssaV S. typhi byl rozsifen z pfipravy cel-
kové DNA za pouziti PCR a klonovan do vektoru pCR2.1 (Invitrogen). Pouzité oligo-
nukleotidové primery PCR, které maji SEKV. ID. C. 7 a SEKV. ID. C. 8, byly navrzeny
do sekvence S. typhimurium SP12. Vysledny konstrukt plazmidu byl oznaen pTYSV21.

Konstrukt plazmidu, ktery ma deleci genu ssaV, byl odvozen z pTYSV21 pouzitim
opaéné orientované PCR. Primery navazané k 5 (SEKV. ID. €. 9) a 3' (SEKV. ID. C. 10)




oblastem otevieného Cteciho ramce ssaV byly navrzeny do sekvence S. typhimurium
Spi2. Restrikéni misto Avril bylo zaclenéno do oblasti 5’ kazdého primeru, misto Xbal
bylo zaélenéno do SEKV. ID. €. 10. Misto Xbal slouzi jako znatka pro ssaV mutaci, tu-
diz mGze byt jednoduse detekovano restrikéni analyzou. Vysledny produkt PCR byl
podroben Stépeni s Avrll a molekuly hlavniho fetézce plazmidu byly precistény po aga-
rézové gelové elektoforéze. Recirkularizace vyslednych fragmentl u koheznich koncl
Avril dala pozadovanou sestavu delece pYDSV1. pYDSV1 obsahuje 5,5kb fragment Pstl
s definovanou 1894pb deleci v otevieném &tecim rdmci ssaV.

Suicidni plazmid pCVD442 byl pouzit jako vektor k zavedeni delece ssaV do ge-
nomu DTY8 mutantu aroC S. typhi Ty2. Fragment 5,5kb Pstl obsahujici deleci ssaV byl
izolovan z pYDSV1 a konce byly zarovnany pusobenim Klenow DNA polymerazy. Plaz-
mid pCVD442 byl linearizovan Stépenim se Smal, upraven pomoci alkalické fosfatazy a
ligovan k fragment(im se zarovnanymi konci. PoZzadovany konstrukt byl izolovan a ozna-
¢en pYDSV214.

pYDSV214 byl elektroporaci zaveden do DTY8 S. typhi. Byly vybrany transfor-
manty odolné vléi ampicilinu a nasledné péstovany za nepfitomnosti ampicilinu, aby se
poskytla ztrata sekvenci DNA pCVD442 a jedné kopie genu ssaV, bud standardni kopie
nebo deletované kopie. Kmeny, které absolvovaly tuto druhou rekombinaci, byly identifi-
kovany jako ampicilin senzitivni kolonie, odolné vléi sacharéze. Kmeny, které si ucho-
valy pouze deletovany gen ssaV byly identifikovany pouzitim PCR analyzy. Primery ma-
jici SEKV. ID. C. 11 a SEKV. ID. C. 12 poskytly 2485pb produkt pro standardni typ ssaV
a 591pb pro deletovany gen ssaV. Sekvenéni analyza vyslednych produktl PCR potvr-
dila pfitomnost pozadované delece u péti jednotlivych izolath ZH2, ZH4, ZH6, ZH7 a
ZH9. Kmen ZH9 byl vybran pro zpracovani CGMP vzorové banky bunék.

Piiklad 2

Tento priklad popisuje pfipravu mutantniho kmene S. typhimurium oznaovaného
jako WTO05, ktery ma ockovaci aktivitu proti lidské gastroenteritidé. Kmen je odvozen od
znameého lidského virulentniho kmene TML S. typhimurium.
TML pro konstrukci WT05

TML byl plvodné izolovan z pacienta trpiciho gastroenteritidou a byl identifikovan




v laboratofich Dr. Johna Stevense na Birminghamské univerzité. Byl lyofilizovan ve
Wellcome Research Laboratories a bylo mu pfidéleno Cislo kultury BRD 519. Kultura
byla ziskana z Birminghamské university.

Generace definované delece klonovaného genu ssaV S. typhimurium

Plazmid (plazmid 7-2, Shea a kol.; PANS, 1996; 93; 2593-2597) byl vytvoren klo-
novanim fragmentu 7,5kb Pstl izolovaného ze S. typhimurium LT2 do mista Pstl pUC18.
ssaV je situovan uprostfed tohoto fragmentu. Plazmidovy konstrukt obsahujici definova-
nou deleci ssaV ORF byl odvozen z plazmidu 7-2 pouzitim opacné orientované PCR.
Primery navdzané na 5' (SEKV. ID. C. 13) a 3’ (SEKV. ID. C. 14) oblasti otevieného &te-
ciho ramce ssaV byly navrzeny pro sekvenci S. typhimurium Spi2. Restrikéni misto Avril
bylo za¢lenéno do oblasti 5 kazdého primeru a misto Xbal bylo zaclenéno do SEKV. ID.
C. 14. Misto Xbal slouzi jako znacka pro mutaci ssaV, takze miize byt lehce detekovano
pomoci restrikéni analyzy. Vysledny produkt PCR byl podroben $tépeni s Avrll a mole-
kuly hlavniho fetézce plazmidu byly purifikovany po agarové gelové elektroforéze. Re-
cirkularizace vyslednych fragmentl u koheznich konca Avrll dala pozadovanou sestavu
delece oznacenou pMDSV1. pMDSV1 obsahuje 5,5kb fragment Psfl s definovanou
1849pb deleci v otevieném &tecim ramci ssaV, v misté delece jsou restrikéni mista Avril
a Xbal.

Suicidni plazmid pCVD442 byl pouzit jako vektor pro zavedeni delece ssaV do
genomu S. typhimurimu TML. Fragment 5,5kb Pstl obsahujici deleci ssaV byl izolovan
z pMDSV1 a jeho konce byly zarovnany pusobenim Klenow DNA polymeréazy. Plazmid
pCVD442 byl linearizovan stépenim s Smal, upraven pomoci alkalické fosfatazy a ligo-
van k fragmentlm se zarovnanymi konci. Byl izolovan pozadovany konstrukt a oznacéen
pMDSV22.

pMDSV22 byl zaveden do S. typhimurium TML pouzitim konjugace. Za timto
ucelem byl konstrukt transformovan do kmene E. coli S17-1 A pir. Konjugace byla pro-
vedena podle standardnich procedur. Plazmid pMDSV22 byl schopen integrace do ge-
nomu TML po rekombinaci mezi homologickymi regiony na plazmidu a genomu, aby dal
transkonjugaty odoiné v(c¢i ampicilinu. Transkonjugat oznaceny jako mdsv-WT2 byl vy-
bran pro dalsi zpracovani. Tento transkonjugat obsahuje jak kopii plvodniho standard-

niho ssaV, tak deletovaného genu ssaV. Byl vypéstovan bez pfitomnosti ampicilinu, aby
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doslo k druhé rekombinaci, ktera by vedla ke ztraté sekvenci DNA pCVD442 a jedné
kopie genu ssaV, a to bud standardni kopie nebo deletované kopie. Izolaty, které prosly
touto druhou rekombinaci, byly identifikovany jako ampicilin-senzitivni derivaty, které
byly schopné rlstu za pfitomnosti 5% sacharézy (pCVD442 nese gen sacB, je-
hoZ exprese vede k fenotyplm citlivym na sachar6zu). Kmeny, které si ponechaly pouze
deletovany gen ssaV, byly identifikovany pouzitim analyzy PCR. Primery, které maiji
SEKV. ID. C. 15 a SEKV. ID. C. 16, poskytly produkt 2485pb pro standardni ssaV a
591pb pro deletovany gen ssaV. Sekvenéni analyza vyslednych produktd PCR potvrdila
pfitomnost poZadované delece ve &tyfech individudlnich izolatech ZH20, ZH23, ZH25 a
ZH26. Tyto kmeny byly uchovany v LB a 15% glycerolu pfi -80 °C pro dlouhodobé skla-
dovani. Kmen ZH26 byl vybran pro dalsi pouziti.

Klonovani genu aroC S. typhimurium z S. typhimurium TML

Genomova DNA byla izolovana ze S. typhimurium TML a rozstépena s Hindlll.
Fragmenty Hindlll v rozmezi velikosti 5 az 6 kb byly purifikovany a ligovany k Hindlll-
rozStépenému pBluescriptu. Ligovaci smés byla pouzita k transformaci mutantu aroC
E. coli AB2849 a klony obsahujici gen aroC S. typhimurium byly vybrany na zakladé
jejich schopnosti komplementovat tento kmen. Analyza jednoho klonu pDAC1 ukazala,
Ze obsahoval 5,2kb fragment Hindlll.

Definovana 600pb delece byla vytvoiena v kionovaném genu aroC pouzitim PCR.
Oligonukleotidové primery byly navrzeny s pouzitim publikované sekvence DNA genu
aroC S. typhi (Acc. M27715). DNA 5’ ke genu aroC byla rozsifena z pDAC1 pouzitim
primerd majicich SEKV. ID. €. 19 a SEKV. ID. €. 17. SEKV. ID. C. 19 se navazuje na
vektor DNA, SEKV. ID. C. 17 se navazuje na region 5’ aroC. DNA 3’ ke genu aroC byla
rozéifena pouzitim primerti majicich SEKV. ID. €. 20 a SEKV. ID. C. 18. SEKV. ID. C.
20 se navazuje k vektoru DNA, SEKV. ID. C. 18 se navazuje k regionu 3’ aroC. Vy-
sledné produkty PCR mély pro usnadnéni klonovani mista Xbal zac¢lenéna do 5' koncl.
Fragmenty byly klonovany do vektoru pUC18. Vysledny plazmidovy konstrukt pMIAC8
obsahujici definovanou deleci aroC (Acc. M27715 pozice 544 az 1143) na 4,8kb frag-
mentu Hindlll. Fragment Hindlll je vloZzen do mista Hindlll pUC18. Jediné misto Xbal je

pFitomno v misté delece.
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Zavedeni mutace aroC do ZH26 mutantu ssaV S. typhimurium

Suicidni plazmid pCVD442 byl pouZit jako vektor pro zavedeni delece aroC do
genomu S. typhimurium TML. 4,8kb fragment Hindlll obsahujici deleci aroC byl izolovan
z pMIAC8 a konce byly zarovnany pouzitim sestavy Stratagene DNA polishing kit (Cast
€. 200409). Plazmid pCVD442 byl linearizovan stépenim s Smal, upraven pomoci alka-
lické fosfatazy a ligovan k fragmentiim se zarovnanymi konci, PoZadovany konstrukt byl
izolovan a ozna¢en pMCVC16. pMCVC16 byl zaveden do S. typhimurium ZH26 pouZi-
tim elektroporace. Byly vybrany transformanty odolné v(i&i ampicilinu a nechaly se rist
za nepfitomnosti ampicilinu, aby se doséhlo ztraty sekvenci DNA pCVD442 a jedné ko-
pie genu ssaV, bud standardni kopie nebo deletované kopie. Kmeny, které absolvovaly
druhou rekombinaci, byly identifikovany jako ampicilin-senzitivni derivéty, které byly
schopny rlstu v pfitomnosti 5% sachardzy. Kmeny, které si uchovaly pouze deletovany
gen ssaV, byly na zaCatku identifikovany jako kmeny, které nebyly schopné ristu na
misce s minimem média bez pfidavku aromatickych slouéenin. Genotyp aroC byl potvr-
zen pouzitim PCR analyzy. Primery majici SEKV. ID. €. 21 a SEKV. ID. . 22 daly
994pb produkt pro standardni typ aroC a 400pb pro deletovany gen aroC. Sekvenéni
analyza vyslednych produktl PCR potvrdila pfitomnost pozadované delece ve Styfech
individualnich izoladtech WT05, WT09, WT10 a WT12. Kmen WTO05 byl vybran pro vy-
robu CGMP vzorové banky bunék.

Priklad 3

Nasledujici konstrukt byl pfipraven za uéelem testovani dvoijité mutovanych vak-
cin na zvifecim modelu. S. typhimurium SL1344, kmen, ktery infikuje mysi, byl pouzit
s pfitomnymi jednoduchymi a dvojitymi mutacemi.

ssaV::aph (nepolamni) mutace z S. typhimurium 12023s byla transdukovana P22
do SL1344, aby se ziskal jednoduchy mutant Spi2.

Delece aroC/pCVD422suicidni vektor pMCVC16 byl elektroporovan do kmene
S. typhimurium LB5010 a byly ziskany merodiploidy. Merodiploid delece aroC byl potom
transdukovan P22 z merodiploidu LB5010 do SL1344. Merodiploid SL1344 byl nasledné
analyzovan pouzitim sacharézové selekce, za Ucelem ziskani jednoduchého mutanta

aroC.
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Dvojity mutant byl vytvofen transdukci merodiploidu P22 delece aroC z LB5010
do SL1344 ssaV::aph. Sekvence plazmid( byly analyzovany z vychoziho kmene 3 me-
rodiploidu, mutace deletovaného aroC v SL1344 ssaV/-:aph pozadi.

Preklinické farmakodynamické studie na definovanych mutantech Salmonely
aroC/ssaV

Mutanti Salmonely (kmen SL1344) majici definované mutace bud v aroC, ssaV
nebo kombinaci obou mutaci, byly rozsahle hodnoceny u mysi BALB/C kvili posouzeni
oslabeni, vytrvalosti organism( a schopnosti imunizovat v(iéi napadeni kmenem stan-
dardniho typu.

Pfiklad 4
Zvifata imunizovana intravené6zni cestou
Pozorovani obrany

Skupiny deseti mys$i BALB/C byly imunizovany intravenézné s 10° a 10° SL1344
aroC, SL1344 ssaV a SL.1344 aroC::ssaV organismy vypéstovanymi pies noc v bujénu
LB a znovu suspendovanymi v solném roztoku, pro podani. Mysi byly napadeny o 6
tydnd pozdéji 10° organismy standardniho typu podavanymi intravenézné. Deset orga-
nismu tohoto kmene standardniho typu podanych intravenézné dostacuje k usmrceni
mysi.

V8echny mysi, jimZ byl podan jednoduchy mutant aroC nebo ssaV, byly pevne
chranény po plsobeni kterékoli davky a preZily experiment dobfe, aniz by vykazovaly
jakykoli pfiznak nemoci. U dvojité mutace bylo 90 % zvirat, které byly imunizovany 10°
organismy, pevné chréanéno. Jedno zvife uhynulo 8 dni po napadeni. U zvifat, kterd byla
imunizovana nizs$imi davkami, napadeni prezila pouze jedna mys.

Tento pokus ukazuje, Ze imunizovani mutanty ssaV Salmonely jak samotné, tak v
kombinaci s mutaci aroC, ¢ini mysi odolné proti napadeni standardnimi typy kmenl
Salmonely.

Vytrvalost kment

Skupiné mysi bylo podéno 10° organismd tii mutantd Salmonely popsanych vyse.

Ctyfi mysi byly zamérné usmrceny v rznych €asovych intervalech béhem 14 dnti a bylo

provedeno scitani organismd v jatrech a slezin&. Mnozstvi véech ti mutantd byla srov-
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natelna az do 10. dne, kdy mnozstvi organismt v kazdém organu bylo priblizné 5x10°.
Rozdil mezi jednoduchymi mutanty a dvojitymi mutanty se projevil 14. den, kdy byl za-
znamenan mensi pocet dvojitych mutantt mikroorganism( v jatrech i ve sleziné.

Dal$i dlleZity rozdil mezi jednoduchymi mutanty a dvojitymi mutanty aroC/ssaV je
v tom, Ze s dvojitymi mutanty nedoslo béhem experimentu v 2adném &asovém obdobi k
Zadnému abscesu jater. Avéak mySi infikované jednoduchymi mutanty mély abscesy
jater béhem 10. a 14. dne. Toto je dliezité zjiSténi a vyrazné podporuje pouziti kombi-
nace mutaci pro zhodnoceni pfipravy vakcin.
Imunogennost

Vyse uvedenym imunizovanym my$im byla odebrana krev a pouzitim ELISA byly
titraci stanoveny koncentrace protilatek proti celé burice Salmonely. U véech tfi kmend
bylo nazormé dokézano, Ze jsou vysoce imunogenni, vyvolavajici vysoké koncentrace
cirkulujiciho 1gG proti Salmonele.

Pfikiad 5
Zvirata imunizovana oralni cestou
Vytrvalost kment

Skupiny mysi imunizovanych oralné s 5x10° mikroorganismy kazdého ze tii mu-
tantd Salmonely byly zdmérné usmrceny v danych ¢asovych intervalech a byly seéteny
organismy v jatrech a sleziné. Pocet jednoduchych mutantl aro a jednoduchych mu-
tant(l ssaV v jatrech a sleziné bylo 10° a 10 v tomto pofadi, az do asi 21. dne. Potom
se poCty snizily. U mySi, které dostaly dvojité mutanty aroC: ssaV, byly organismy po
oraini imunizaci v jatrech a sleziné prakticky nezjistitelné.

Oralni imunizace a intravenézni napadeni mysi A-J ockovanych Salmonelou
typhimurium TML aroC/ssaV (WT05)

UGelem tohoto experimentu bylo zjistit G&innost ochrany 5x10° mutantl
aroC/ssaV S. typhimurium TML u modelu oraini vakcinace ity’ my$i a intravendzniho
napadeni. Tento model se blize podoba lidské reakci na Salmonelu v tom, Ze tato zvi-
Fata jsou méné nachylna nez prostiedi ity®.

5x10° S. typhimurium TML aroClssaV v objemu 0,2 ml PBS bylo sondou orainé

naockovano do zaludku deseti 6 aZ 8 tydnli starych mysi A-J a ponechéno 8 tydn(. Dvé
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mys$i dostaly pouze BPS a slouzily jako kontrolni zvifata. Po uplynuti 8 tydndi byly napa-
deny tyto dvé imunizované skupiny intravenézné s 107 S. typhimurium TML standard-
niho typu. Mysi byly poté sledovany po 30 dni.

Vsechna zvifata byla pevné chranéna proti napadeni standardnim typem (100%
preziti, 10/10 zvifat pfezilo). Mysi, jimz byl podan pouze samostatny PBS a potom byly
napadeny s S. typhimurium TML standardniho typu zemfelo 6 dni po zadatku napadeni.

V prostiedi ity" se zda, ze dvojitda S. typhimurium TML aroC/ssaV chrani mysi pfi
podani oraini davky 5x109. Toto mizZe byt dllezité pro lidské pomeéry, protoZe ity" mysi
jsou lepsi model lidské salmoneldzy, ve vztahu k nachyinosti k infekci.

Byla také provadéna pozorovani za Ugelem vyhodnoceni vytrvalosti dvojitych
mutantl v jatrech a sleziné mysi. Bylo zjiténo, Ze dvojiti mutanti pretrvavaji na nizsi
urovni do piiblizné 21. dne. Do 28. dne mutantni kmen zmizel.

Pfiklad 6
Klinické testovani na lidech

18 zdravych dobrovolniki bylo ziskédno ke kontrolovanému zkouméani ,open
label*, bez placeba. Po pfislusnych vysetfenich obdrzel kazdy ze tfi dobrovoinikd jednu
ordini davku bud 10’, 10° nebo 10° CFU S. typhi ZH9 nebo S. typhimurium WTOS.
Mikroorganismy pfipravené jak je popsano vyse byly znovu rozpustény do prislusnych
davkovacich koncentraci v kone¢ném objemu 100 ml 2% (hmotn./obj.) roztoku uhligitanu
sodného, aby se neutralizovaly Zalude¢ni kyseliny. Tato kapalng suspenze byla orainé
podana dobrovoinikim. Potom byli dobrovolnici 72 hodin izolovani a poté nasledovala
post imunizace kvlli bezpe¢nosti a imunogennosti.

U dobrovolniku byla pozorovanim, Iékaiskou prohlidkou a zkompletovanim lékai-
ské karty zhodnocena reakce a dal$i nepfiznivé nasledky spojené s vakcinaci. Vedle
toho byly odebrény kultury krve, stolice a mog&i kvili kvantitativnimu rozboru na vakci-
némii, ztratu a vytrvalost kmend vakciny. Navic byla méfenim hladiny C-reaktivniho
proteinu (CRP), enzym funkce jater (ALT) v krvi, celkového poctu bilych krvinek (WBC)
a miry sedimentace erytrocytd pomoci standardnich procedur ziskana bezpeénostni
data. Tyto parametry byly méfeny v krvi odebirané denné az do 7. dne potom tydné az
do 28. dne.
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Analyza mukéznich a systémovych imunitnich reakci

Vzorky krve a slin byly shromazdovany jiz pfed imunizaci a potom 7., 14., 21. a
28. den po imunizaci. Sliny a sérum byly zmrazeny na —70 °C az do analyzy ELISA. Pe-
riferni krevni jednojaderné bunky byly shromazdény a analyzovany na pfitomnost bunék
vyluéujicich protilatky (ASC) pouzitim techinky ELISPOT.

S. typhi ZH9 i S. typhimurium WTOS byly dobfe snaseny vSemi dobrovoiniky. Ne-
byly zaznamenany zadné zévazné nepiiznivé nasledky u Zadného z dobrovolnik( v
kazdé ze 3 davkovacich Urovni a kultury krve a moéi zUstaly negativni u vSech otkova-
nych jedincl po celou dobu testovani. Tudiz imunizace s S. typhi ZHS a S. typhimurium
WTO05 nevyustila ve vakcinémii. Ani jeden z podanych kmenl nevyvolal u Zadného
z dobrovolnikl prijem nebo vytrvalou horeku s vysokymi teplotami, coz dale dokazuje
bezpectnost kmenl vakcin. Vytrvalé vylu€ovani nebo vakcinémie nebyly po 7 dnech po-
zorovany u zadné ze 3 skupin davek S. typhi ZH9 nebo nizké davky (107) S. typhimu-
rium WTO0S.
Mukosalni a systémové imunitni reakce vyvolané S. typhi ZH9

Oralni imunizace s jednou nizkou davkou (1x1 0’ CFU) S. typhi ZH9 méla za na-
sledek aktivaci S. typhi-specifickych IgA-vyluéujicich ASC detekovanou u 2 ze 3 dobro-
volnik(l 7 dni po imunizaci. Nasledné testovani 14. a 21. den ukazalo, ze IgA ASC jsou
stale detekovatelné, ale v daleko niz§ich hladinach a zmizely do 28. dne. U skoro vSech
ockovanych respondentl byl pocet ASC nejvyssi 7. den. Prekvapivé prijeti vySsi davky
(10 CFU) S. typhi ZHS mélo za nasledek nizkou odezvu IgA ASC u pouze jednoho ze
tfi oékovanych jedinct. Pfijeti nejvy$si davky (1x10° CFU) aktivovalo IgA ASCs u 2 ze 3
dobrovolnikd.
Reakce protilatek séra specifického pro Salmonelu

Orélni imunizace s jednou nizkou davkou (1x1 0’ CFU) S. typhi ZH9 nevyvolala
IgG S. typhi LPS-specifického séra (pfestoze vytvarela IgA-ASCs u 2/3 ofkovanych je-
dincll) pfi vySetieni 7., 14., 21. a 28. den. Podobné pouze 1/3 vytvérela velmi nizké hla-
diny flagella-specifickych 1gG. Nicméné piijeti 10° CFU vedlo k produkci vysokych hiadin
LPS- a flagella-specifickych IgG u vSech tfi dobrovolnikd. Jiz 7 dni po vakcinaci byly
zji$tény zvysené hiadiny S. typhi LPS-specifickych a flagella-specifickych, které stouply
14. den a z(istavaly vysoké i 28. den. Nejvyssi davka 10° CFU také stimulovala u 2 ze 3
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ockovanych jedinch LPS- a flagella-specifické IgG, zjistitelné 7., respektive 14. den.
Zavér

Tato studie demonstrovala uzite¢nost mutace ssaV jako slozky jakékoli nové
oraini vakciny proti tyfu. Kmen S. typhi majici pouze samotné mutace aro by u podanych
davek zpusoboval vakcinémie. Mutace ssaV proto poskytuji dodateény stupert bezpeé-
nosti u samostatnych mutaci aro odstranénim vakcinémii pouZitim této prvni mutace.

ZH9 se, stejné tak jako v pfipadé dokazani dobré tolerance, také projevil jako
imunogenni u v8ech 3 drovni podanych davek. Pokud jde o stimulaci protilatek séra,
stfedni (10° CFU) a vysoké (10° CFU) dévky se ukazaly byt vysoce imunogenni, pi-
gemz 3/3 vakciny podané s 108 CFU a 2/3 podané s 10° CFU vyvolavaji vysoké kon-
centrace S. typhi IgG LPS- a flagella-specifického séra. Tyto reakce jsou velmi povzbu-
divé, protoZe je obecné naroéné vyvolat protilatky séra oralni vakcinaci.

Stejné jako ZH9 vyvolala reakce S. typhi-specifickych protilatek na sérum, aktivo-
vala také IgA ASC, svédgCici o imunni stimulaci ve stfevni (sliznici). U celkem 5/9 dobro-
voinikl byla vyvolana reakce S. typhi LPS-specifickych IgA-vyluéujicich bunék (ASC),
ktera se nejevila jako zavisla na davce.

WTO05 byl také docela tolerovan a nebyly zjistény zadné vakcinémie. Zajimavé je,
Ze u Zadneho z dobrovolniki nebyly zjiStény zadné pfipady prijm( nebo pfiznaky
gastroenteritidy. Pfedchozi data ziskana pouzitim mutantniho kmene TML s jednodu-
chou mutaci aro nebo SPI12 u S. typhimurium podaného mysim naznacovala, Zze dvojity
mutant aroC/ssaV muze zplUsobovat néjaké lokalni stfevni UCinky, napiiklad prajem
nebo kiele u lidi. Absence téchto Géinkl dale podporuje uziteénost kombinace mutaci
aro a SPI2.

Pfiklad 7
Heterologni nosiéi antigenti

Aby byla nazormé dokazana uzite¢nost kmend s dvojitou mutaci ssaV:aroC pro
expresi a doruCovani cizich antigent, byl transformovan WTO05 s plazmidem (pBRDO26)
exprimujicim gen pro B podjednotkou (LT-B) teplotné labilniho enterotoxinu E. coli.

Mysi BALB/C (n=10/skupina) byly orainé imunizovany ve dny 0 a 28 s 10° CFU
(200 ml v PBS) WT05 exprimujicim pBRD026 nebo s vektorovym kmenem WTO05 (kon-
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trolnim). Pro srovnani (a jako pozitivni kontrola) byla orainé imunizovana skupina mysi
(n=5) ve dnech 0 a 28 s 10 g disté LT (Sigma). Negativni kontrolni mysi (n=5) byly
orainé imunizovany ve dnech 0 a 28 s 200 Ml PBS. Mysim byla z ocasni Zily odebrana
krev 21., 28., 35. den a srdedni punkci 42. den, tato krevni séra a stfevni vyplach (pouze
ze 42. dne) byly shromazdény a skladovany pfi —20 °C.

Vsechny mysi imunizované WTO5/LT-B, kromé jedné, vyvolaly IgG LT-specificky
(koncentrace 3 000 a2 50 000) 28. den po jedné oralni davce. Z&dna z kontrolnich mysi
orainé imunizovanych s WT05 nebo PBS nevyvolala IgG LT-specificky. Oraini imuni-
zace jednou davkou Eistého LT vyvolala vy$si koncentrace LT-specifickych protilatek
(koncentrace 6 000 az >50 000). Kdyz byl zkouman izotyp LT-B-specificky IgG séra,
bylo zjisténo, ze kmen WTO05 exprimujici pBRD026 vyvolaval skoro vyhradné LT-speci-
ficky IgG2a, znamenajici tendenci k imunitni reakci TH1-typu. Naopak mysi imunizované
Cistym LT (Sigma) vyvolévaly skoro vyhradné LT-specificky IgG1, oznadujici odezvu
TH2-typu. Proto exprese LT-B ve kmeni aroC/ssaV usnadnuje intenzivni zmirnéni imu-
nity. Reakce s tendenci TH1, vytvarené kmenem aroC/ssaV Salomely, budou dllezité,
kdyZ jsou exprimovany antigeny z patogennich organizmu, které jsou chranény reak-
cemi TH1-typQ.
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PATENTOVE NAROKY
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. Mikroorganismus Sa/monella majici oslabujici mutaci, ktera narusuje expresi apara-
tového genu lokalizovaného v patogenitnim ostréivku Spi2, a auxotrofni mutaci.

. Mikroorganismus podle naroku 1, vyznaéujici se tim, Ze auxotrofni mutace narusuje

expresi genu aro.
. Mikroorganismus podle naroku 2, vyznaéujici se tim, Ze genem aro je aroC.

. Mikroorganismus podle kteréhokoliv z narok{i 1 az 3, vyznaéujici se tim, Ze oslabu-
jici mutace narusuje expresi kteréhokoli z gen( ssaV, ssaJ, ssaK nebo ssaH.

. Mikroorganismus podle kteréhokoliv z predeslych naroku, vyznaéujici se tim, ze
oslabujici mutace narusuje ssaV a auxotrofni mutace narusuje aroC.

. Mikroorganismus podle kteréhokoliv z naroki 1 aZ 4, vyznacujici se tim, Ze oslabu-

jici mutace je v intergenovém regionu mezi ssaK a ssaJ.

. Mikroorganismus podle kteréhokoliv z predeslych naroka, vyznadujici se tim, ze
mikroorganismus dale obsahuje heterologni antigen nebo terapeuticky protein.

. Mikroorganismus podle naroku 7, vyznaéujici se tim, e antigenem je antigen
hepatitidy A, B nebo C.

. Mikroorganismus podle kteréhokoliv z piedeslych narokd, vyznadujici se tim, ze

mikroorganismem je Salmonella typhi Ty2.

10.Mikroorganismus podle jakéhokoliv z naroki 1 a2 8, vyznadujici se tim, Ze mikro-

organismem je mikroorganismus oznageny zde jako ZH9 nebo WTO5.

11. Mikroorganismus podle kteréhokoliv z pfedeslych naroki pro pouziti v terapii.

12. Ockovaci kompozice obsahujici mikroorganismus podle kteréhokoliv z naroki: 1 a3

10, @ pomocnou latku a fyziologicky prijateiné fedidlo.
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13. Ockovaci kompozice podle naroku 12, vyznaéujici se tim, 3e obsahuje 107 az 10"
CFU v jedné déavce.

14. Ockovaci kompozice podle naroku 13, vyznadujici se tim, Ze obsahuje 10% az 10°
CFU.

15. Pouziti mikroorganismu jak byl definovén ve kterémkoli z nérokd 1 az 10, pro vyrobu
IéCiva v intravendzni davkové formé pro léébu systémovych bakteridinich infekci.

16. Pouziti mikroorganismu jak byl definovan ve kterémkoli z narokd 1 a3 10, pro vyrobu
léCiva v oraini davkové formé pro léébu systémovych bakteridlnich infekai.

17. Pouziti podle naroku 15 nebo naroku 16 pro léébu tyfu.
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<140>
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"<210> 1 ) .
<211> 36

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:0Oligonucleotide

<400> 1
aatcagtcta gaaatactgg tgececggtcgt cacgcec 36

<210> 2

<211> 36

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:Oligonucleotide

<400> 2
‘aatcagtcta gaagtgggca acacattgtg gcgcat 36

<210> 3

<211> 23

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
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<220>
<223> Description of Artificial Sequence:0Oligonucleotide

<400> 3
cccagtcacg acgttgtaaa acg

<210> 4

<211> 23

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:0Oligonucleotide

<400> 4
agcggataac aatttcacac agg

<210> 5

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial sequence:0Oligonucleotide

<400> 5
cggcgaatca cacgggctgg ¢

<210> €

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:Oligonucleotide

<400> 6
ggcgcagcag gtgatccatce a

<210> 7

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

PCT/GB00/01749

23

23

21

21
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<220>
<223> Description of Artificial Sequence:Oligonucleotide

<400> 7
gccactaaca cgataacggt tgcgtgaaaa ccacg 35

<210> 8

<211> 32

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:Oligonucleotide

<400> 8
tgtaaagtcc tctgcagaac cgagccagga. gc 32

<210> 9

<211> 61

<212> DNA

<213> Artificial Sequence’

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:Oligonucleotide

<400> 9
caccgtccet aggaccatat cctgccgacc cgegcataca ctgagccact gttgegecct 60

g 61

<210> 10

<211> 63

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:Oligonucleotide

<400> 10
ggcaggacct aggctagtct agacttatac aagtggtaga aagtattgac cttagcgaag 60

agg €3

<210> 11
<211> 20
<212> DNA
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<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:Oligonucleotide

<400> 11

aatatgttct ggcggcaagg 20

<210> 12

<211> 20

<212> DNA | —
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:Oligonucleotide

<400> 12

atccccacga cttcagcaag 20

<210> 13

<211> 61

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:Oligonucleotide

<400> 13
caccgtecct aggaccatat cctgccgace cgcgcataca ctgagccact gttgcgcecct 60

g 61

<210> 14

<211> 63

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:Oligonucleotide

<400> 14
ggcaggacct aggctagtct agacttatac aagtggtaga aagtattgac cttagcgaag 60

agg 63

<210> 15
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<211> 20

<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:Oligonucleotide

<400> 15

aatatgttct ggcggcaagg 20

<210> 16

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:0Oligonucleotide
<400> 16

atccccacga cttcagcaag 20

<210> 17

<211> 36

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:Oligonucleotide

<400> 17
aatcagtcta gaaatactgg tgccggtcgt cacgec 36 '

<210> 18

<211> 36

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:0Oligonucleotide

<400> 18

aatcagtcta gaagtgggca acacattgtg gcgcat 36

<210> 19
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<211> 23
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:Oligonucleotide

<400> 19

cccagtcacg acgttgtaaa acg 23

<210> 20

<211> 23

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:0Oligonucleotide

<400> 20

agcggataac aatttcacac agg 23

<210> 21

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:0Oligonucleotide

<400> 21

cggcgaatca cacgggetgg ¢ 21

210> 22

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:0Oligonucleotide

<400> 22

ggcgcagcag gtgatccatc a 21
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