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{57) Anotace:

Formulovand  polynukleotidovd  vakcina
skotu, obsahujicii¢inné mnozstvi plasmidu,
jimZ je kombinace sekvence DNA, kédujici
pathogenni imunogen skotu a promotor,
umoznujici expresi uvedeného imunogenu do
koZnich bunék je popisovana v tom smyslu, Ze
uvedené formulovani vakciny je vhodné pro
intradermélni podavani pouZitim pristrojku
pro vytrysknuti kapaliny. Pfenosné vacina&ni
zarizeni pro skot obsahuje pfistrojek pro vy-
trysknuti kapaliny a zasobnik, vhodny pro ob-
sahovani vétsiho po€tu davek takto formulo-
vané vakciny, jakoZz 1 pfistrojek, urteny k
intradermalnimu podavani urdené davky
formulované vakciny.




Polynukleotidovd hovési vakcina pro intra-
dermdlni poddvéni

Oblagt techniky

Tento vyndlez se tykd zdokonaleni se zFetelem na
vakcinovani hovéziho dobytka.

Dosavadni stav techniky

Imunizovdni a vakcinovdni p¥imym podévédnim nukleoti-~
dovych sekvenci, zakodovdvajicich proteinovy imunogen
(tzv. polynukleotidové vakcinovdni nebo vakcinovédni
pomoci ADN) bylo popséno v gﬁihiééce - WO=-A=90 11092,
Protein, zakodovany vsunutou nukleotidovou sekvenci je
schopny exprese do bunék a vyvolatl imunitni odezvu, Tato
pFihld¥ke uvaZuje pouZiti ADN jako takové, jakoZ i ADN,
obsa%ené v liposomech. S vyhodou se ADN zavidi do svalstva.
ADN je moZno také zavést do ElZe, nékterych orgdni nebo
do krve. Injikovdni miZe byt provedeno riznymi zpisoby,
jako je cestou intradermdlni, transkutdnni, intravenosni
atd,

Price, které sledovaly prvé popisy téchto zplsobil,
pFivodily zdjem pouZit pro injikovdni ADN bud cestu intra-
muskuldrni, nebo postup oznadovany jako "genové délo",
co? zdleZi v p¥imém zaneseni mikrocddsteclek koyg, jako’
jsou mikroddstedky zlata, obloZené ADN, p#imo) bunddngeh
povrchovych vrstev khZe.

Ulmer J.B. a spol., Science 259,1745~1749 (1993),

Cox G.J.M. a spol., J.of Virology 67, 5664=~566T7 (1993),
a Xiang ToQ., Virology 199, 132-140 (1994) popsali zpiso-
by vakcinovdni pouZitim ADN a intremuskuldrniho zplsobu.

Prdvé tak bylo jesné dokdzdno, Ze vysledky intramus-
kuldrni cesty jsou lep3i ve srovndni s cestou intradermédl-
ni, ale Ze, vezme-li se v dvahu "genové délo", je tato
cesta nejslibndj8i, protoZe ddvky, poddvané timto zplsobem,
jsou mnohem ni%si, ne¥ jak je tomu pri cest& intramuskulédrni.




Lze se odvolat na Fynan F., a spol., v P.N.A.S., USA 90,
11478-11482 (1993); W0~-A-95/20660,

Prévé tak Tang D, a spol., Nature 356, 152-~154 (1992)
poukdzali na nep¥itomnost imunitni odezvy po poddni risto-
vého lidského hormonu cestou intradermdlni za pomoci hypo-
dermdlni jehlidky. Auto¥i naopak poukdzali na prikaz imu-
nitni odezvy pouZitim postupu "genové délo".

Pouze Raz & spol., P.N,A.S5. USA 90, 9519-9523 (1994)
ozndmili, Ze intradermdlni poddvdni miZe bft spojeno se
zvySenymi té%rg antilédtek.

Postup za pouziti "genového déla" je jako takovy
nevhodny z hlediska obtiZnosti provedenl i jest ndkladny,
protoZe vyZaduje p¥ipravu a pouZiti dstedek zléZé pota-
Zenych pouZitim ADN a dal8i poddvéni pomoei specidlniho
zdvitového zafizeni.

Auto¥i nyni vyvinulk jinouw techniku, p¥edpoklddajiedf
pouZiti p¥istroje kapaliny tryskou. Lze citovat Firth-e
PeA. a spol., Analytical Biochemistry 205, 365-368 (1992),
kter{ popsali p¥istwojek, nazvany "Ped-o-jet", coZ je druh
injekéni st¥ikadky pouZivané pro poddvdni lidskych vakein
do svalovych tkdni, tedy i pro poddvdni vakeiny s ADN,
Auto¥i sdéluji, Ze injekdni st¥ikadka umoZni prichod ADN
ktZi a dosdhnout k svalstvu, tukové tkdni 1 tkdnim prsnim
zijicich tvori.

Mahlsing a spol., Journal of Immunological Methods
15, 11=22 (1994) popsali pouZiti p¥istwoje, pojmenovaného

"Med=E~Jet" pro poddvdni jak transkutdnni tak i intramusku-
larni.

.Jed8t8 lze citovat Jenkins-e a spol., Vaccine 13,
1658-1664 (1995), kte¥i popsali pouZiti vakcinovdni st¥ikadkou
do svalu. '

Syncitidlni dychaci hov&zi virus BRSV je pY¥itomny na
celém svétd a miZe zplhsobit t3%Zké4 onemocnéni dolnfch Sdsti

dychacihé traktu hovézfho dobytka, prlcemz tato nemoc je
podobnd onemocndni virem dychacim syncﬁtialnlm HRSV u défi.
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V prib8hu jedné studie bylo nalezeno, Ze vice nez 95%
telat stéd¥i dvou rokl je infikovédno virem BRSV, visz
Van der Poel a spol., Archives of Virology 133, 309-321
(1993).

Pot¥eba vakeiny proti viru BRSV je silné pocifovéna,
ale zatim se nedostévd vysledkd pFi. vyvijeni ddinngch
vakcin. Prvé pokusy vakcinovdni déti vedly ke zjiSténi
snazdiho onemocnéni po prirodni infekei, coZ vedlo k nédzo-
ru, ze vekcinovédni by mohlo byt nebezpeéné, viz Anderson a
spol., Journal of Infectious Diseases, 171, 1-7 (1995).
Mezitim se dosp€lo ke zjisténi, Ze antildtky proti dvéma
glykoproteinim se hromadi u povrchu s tim, e protein F
(protein pevnd vdzany) a protein G (napojeny) by mohly hrét
ochrannou wlohu, viz Kimman a Westenbrink, Archives of Viro-
lohy 112, 1-25 (1990). Mnoho praci bylo rovné%Z ¥izeno na
zvi¥eci typy, jakol;sou mys8i, psi a fretky. Naopak testy
vakcinovdni na hovgzim dobytku za pouZiti &isténého pro-
teinu F nevedly k vysledkiim s uzdvdrem, Ze situace, jak
se vyvine u d8ti vakcinovanych pouZitim HRSV, by mohla vést
k vyvoji antildtek neutralizujicich a antildtek neneutra-
lizujicich, které by mohly rudit imunﬁ%ni odezeu po ndsled=-
ném infikovdni virem, viz Nelson L,D. a spol.,,Am.Jd.Vet.
Reso., 53, 1315-1321 (1992).

Podstata vyndlezu

Cilem tohoto vyndlezu Je zdokohaleni vakeciny pro skot
poddvdnim ADN, coZ by dovolovalo vekeinovdni p¥i nejmensim
tak udinné, jako je vakcinovdni ceskou intramuskuldrni ne-
bo pouzZitim postupu "genové délo™, ale aby tento postup
byl podstatné jednodusSsSi a ménd ndkladny,.

DalSim p¥edm8tem tohoto vyndlezu je zdokonaleni v
tom smyslu, aby se tim dosdhlo zvySené neskodnosti, zvlasté
pokud se to tykd zbytkd po vskcinovdni, pY¥itokmnych v tkd-
nich.

Dalgim p¥edm8tem tohoto vyndlezu, ktery se tykd
vakeinovdni zvi¥at, urdéenych ke konzumovdni, je zajistit
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takovou neSkodnost, aby vakecinovéni se neprojevilo ne¥s-
doncimi Udinky na dseku pY¥edkldddni massa, o

DalSim pYedmétem vyndlezu je nalézt prostiedek
pro hromaedné vakcinovéni.

Specifickym pYedmétem tohoto vyndlezu je poridit
takovou vakeinu, jeZ by zaji¥¥ovala ochranu skotu proti
virtm BRSV, IBR, BVD nebo PI=3,

Zjistili jsme, Ze je mozné splnit tyto pFedmdty
podédvdnim vekciny intradermdlni cestou za pomoci injektoru
kapalin bez jehly, zajitujicim na pdti mistech rozddle-~
ni vakciny hlavnd epidermicky, dermicky a hypodermicky.
Testy provedené némi na dseku vakcinovdni skotu proti
syncitidlnimu dychacimu viru skotu (Bovine Respirstory
Syncitial Virus, BRSV) umoZnily docileni imunizadnich
vysledkl vySSich timto zplsobem, ne? jak se to doeili
cestou intramuskuldrni.

Tento vyndlez navrhuje poprvé vakcinovdni skotu
polynukleotidickymi vekcinami (nebo vakcinami ADN nebo
dokonce plasmidickymi vakcina%})k tomu urcenymi, a podéva-
nymi intradermdlni cestou poufitim injektoru bez jehly
pro vytrysknuti kapaliny.

PY¥edmétem tohoto vyndlezu je tedy formulovini poly~-
nukleotidické vakeiny, obsahujici u&inné mno¥stvi (intra-
dermdlnim postupem) plasmidu associujiciho sekvenci ADN
kodujici imunogen & promotor, umo¥nujici expresi tohoto
' imunogenu in vivo do bunék kG¥e s W, %e zmindné
formulovdni je uzplisobeno pro intradermdlni poddvéni
(zv1d8t¢ se z¥etelem na bunky epidermilni, dermélni a
hypodermélni)(podévéni pYedpoklddd zvld$té p¥itomnost
antigenil, exprimovanych do Langerhans-ovych dendritickych
 bundk kii¥e, které se lokalizuji v podstatd pFevéind v
epidermu, pouZitim p¥istroje pfp intradermdlni pod4vini
vytrysknutim kapaliny, zvldsté pak pouZitim pFistroje po-
jmgnovaného Pigjet (vyroba a distribuce: Endoscopic, Laons,
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Francie) nebo rovnocenného jiného pristroje, ktery vysklad-
nuje vakcinu zhlavim s pdti tryskemi za podminek rovngch
jako Pigjet. Obecn& formulované p¥ipravky vakeciny dle tohoto
vyndlezu jsou vhodné pro poddvdni p¥istrojem s tryskdnim
keapaliny, kterd md 1 aZ 10 trysek, s vyhodou 4 aZ 6, nej-
vyhodnéji v8ak 5 a%Z 6, Provddi se to za pouZiti vhodného
vehikula, urdeného pro intredermilni poddvdni, jako je voda,
néktery pufr, fyziologicky roztok, liposomy, ketiontové
kapaliny a obecné vehikula s malou viskozitou, obvykle
rovanou ¢&i blizkou viskozité vody a za pouZiti dédvkového
objemu, ktery je uZitedny a vhodny pro tuto cestu poddvéni.

Zv145té pak, ale nikoli vyludné se to provddi pouZitim
ofistroje s péti nebo 6 tryskemi a za vst¥iku p&ti nebo
gesti totoZnych objemd s tim, Ze ddvka vyhodného objemu
mGZe &init od 0,1 ml éo 0,9 ml, s vyhodou mezi 0,2 a% 0,6
ml, nejvyhodnéji mezi 0,4 aZ 0,6 ml.

Formulace vakciny obsahuje "1&tnné mnoZstvi éntra-
dermdlniho plasmidu, coZ odpovidé obecné 10ng aZz 1 mg, s
vyhodou 100 ng aZ 500 ng, nejvyhodn&ji od 0,5 Fg a% do
50 Fg plasmidu.

Iypicky o gie tonoto vyndlezu poddvd fl8rmulovini

¥akciny na vice mistech se zYetelem na optimalizovéni
transfekce bunék plasmidy. To se déje s vyhodou pouZitim
ejekéniho zhlavi s vice otvory. To lze také prokombinvat
pro multi-aplikovdni p¥istroje, to jest rozdéleni vakeci-
nované ddvky na vice neZz jedno vyuziti pristroje v ddvkédch
rozdilnych. Podle zvl1d8té vyhodného postupu lze pristro]
pouzit s pdti aZ Sesti otvory pri jedné &i vice aplika-
cich, s vyhodou p¥i dvou.

Typickym pripadem vyndlezu je sekvence ADN, koduji-
c¢i imunogen: . viru BRSV, zvlds5té gén G a/nebo F tohoto (na
p¥iklad kmen 391~2, viz Lerch R. a spol., Virology 181
119-131 (1991).
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Jinym typickym p¥ikladem dle tohoto vyndlezu je
sekvence ADN, kodujici imunogen viru Bhinotrachetidis
skotu (infeklni, tzve. IBR) a herpesviru skotu (BHV,
zv1d8té pak kodg&jici gén gB a/nebo gén gD, viz nap¥ikidad
gén ST, viz Leung-Tack P. & spol., Virology 199, 409-421
(1994).

Daldim typickym p¥ikladem dle tohoto vyndlezu je
sekvence ADN, kodujici imunégen viru onemocnéni sliznice
(BVD), zvl48té pak gén E2 a/nebo gén El, viz nap¥iklad
kmen Osloss, Dr.Moerlooze L. a spol., J.Gen,Virol. 74,
1433-1438 (1993). Rovnd% lze pripojit gény rlznych pod-
typd BVD, nap¥iklad severoamericky a evropsky, visz
Dekker A. a spol., Veterinary Microbiol. 47, 317-329
(1995).

Je§té jinym typem dle tohoto vyndlezu je sekvence
ADN, kodujici imunogén viru parach¥ipky typu 3 (PI-3),
zv148té pak gén HN a/nebo F, s vfhodou HN (sekvence génu
F g HN deponoval Shiputa H, 1987_ GenBank Y00115).

V p¥ipadé& kombinovdni dvou génl, nap¥ikled F a G
z BRSV, HN a F z BI-3 nebo gD & GB z OBR lze odpovidajici
sekvence vsunout do tého%Z plasmidu nebo do plasmidd riz-
nyche

V p¥ipadd génu pathogenniho Cinidle se zahrnuje nejen
kompletni gén, ale také jeho 1{%fci se nukleotidové sekven-
ce, &itaje v to fragmehty, zachovdvajici si schopnost indu-
kovat ochrannou odezvu. Pozndmka o génech se tykd nukleoti~
dovych sekvenci rovnocennych tém, které byly p¥esné popsdny
v p¥ikladech, tedy i sekvenci 1i8icich se, ale kodujicich
stejny protein. Tykéd se rovnéZ nukleotidovych sekvenci
jinyech kwend uvaZovaného pathogénu, zajéé%ujiciho kombi-
novanou ochranu nebo specifickou ochranu s pfihlédnutim
ke kmenu nebo skupiné kmenl. Tykd se také jeSté nukleoti-
dovych sekvenci, které byly modifikovdny, aby se usnadnila
exprese in vivo Zivodicha jako hostitele, sle kodujici
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tenty® protein.

Rozumi se samoziejmé, Ze vyndlez je zaloZen na adap-

taci vakcin ADB p¥edchozich typl pro intradermilni podd-
vani pristrojem pro tryskové vst¥ikovéni kahﬁ/;in. A pokud
zahrnuje modifikace na urovni vakeiny a zvl4sté jeji vis~
kozity, mnoZstvi ADN a objemu dévky, ktery se mi podat,
Jje samoz¥ejmé, Ze se vyndlezu tykd viech konsgrukei vakein
ADN popsanych nae tomto dseku ji% d¥ive. Odbornik je tedy
odkazovdn na situaci na Useku vakcinovdni ADN, zvid§ts pak
s odvoldnim na zde jiZ d¥ive uvedené podklady.

Presnéji ddle ¥eleno, jednotky transkripce, pouzité
p¥t formulovéni vekeiny dle tohoto vynalezu, zahrnuji
silny eukaryoticky promotor, Jjako je promotor hCMV IE,

Formulovéni vak01ny dle tohoto vyndlezu lze provést
pouzitim zdsobniku pro vet31 podet ddvek, nap¥iklad 10 aZ
100 ddvek, ktery je upraven k napojeni na p¥istroj pro
intradermdlni poddvéani pouZitim tryskejici kapaliny,
nap¥iklad jeko je s vyhodou Pigjet.

P¥edmétem vyndlezu je rovnéZ i instalovdni p¥enosného
za¥izeni pro vakcinovédni skotu, jeZ absahuje p¥istroj pro
poddvdni s vyuZitim tryskajici kapaliny,a zdsobnidku, uzpi-
beného tak, aby obsahoval vice ddvek formulovédng vakeiny,
jek zde byla popséna s tim, Ze p¥istroj pro poddvdni je
uzpisoben pro peddni ddvky vakeiny takto formulovane intrg-
dermdlné,

S vyhodou obsahuje p¥istroj k poddvdni ejekdni zhlavi
vybavenéd jednou aZ deseti tryskami, zvl43té Sty¥mi a¥
Sesti, s vyhodou pdti nebo Zesti.

Pristroj, urceny k poddvéni, mi¥%e mit své rizné
charakteristické vlastnosti a typy, presndji uvedenéd v
popisu ddle. Vyhodnymi p¥éstroji pro poddvidni asou ty,
které zahrnuji pristroj Pigjet.
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Predmétem tohoto vyndlezu je rovnéZ plasmid, spo-
jujici sekvenci ADN, kodujici imunogén pathogénu skotu
a promotor, umo¥nujici expresi tohoto typu imunogénu, to
pro pfipravu formulovdni polynukleotidové vekciny dle
riznych uzplsobeni, zde vySe popisovanych, vhodné k
intradermdlnimu poddvéni p¥dstrojkem pro tryskovou aplikaci
kapaliny.

Predmétem vyndlezu je rovné% zplsob vakcinovdni, p¥i
kterém se poddvd intredermdlni cestou za poufiti p¥istroje
pro tryskové poddvdni kapaliny formulovdni polynuklgotido-
vé vakeiny, jek zde byla vySe popsédna. Poddvéni vakeiny
se miZe provddét jednim vypuSténim, nebo vicekrdte opa-
kovanym stanoveného objemu formulované ddvky. Prdvé tak
jest moZné p¥edem upravit poddni jedné &i vice vakecinové
formulace ve stanovenych ddvkédch, Casové rozloZenych.

Zpusob vakcinovdnl dle tohoto vyndlezu miZe vyuZit
viech udajl, jak jsou zminovény zde v¥se, ,zv1dE8té pokud
se to tyka vyuziti p¥istroje, uréeného k poddvini.
Podstata a podrobny popis vyndlezu

Vyndlez bude nyni detailnéji popsdn pouZitim realizad-
nich zplsobl vyuZiti bez jakéhokoli omezovidni s odkazem
na zde pripojend vyobrazeni.

Vyobr. 1 popisuje plasmid, obsahujici gén G viru
BRSV pod kontrolou promotoru hCMV pro vakcinovdni skotu
proti tomuto viru.

Vyobr.2 je grafickym vyjdd¥enim uSinnosti-
vakcinovdni proti viru BRSV intramuskuldrnd (IM, oznadeni
skotu 1349) a intradermdlnd (ID, oznadeni skotu 1352 a
1353) s podtem dnd na usedce a infekdnim titrem na ppihad~
nici.

Priprava syntetického génu G BRSC

Syncycidlni virus dychaciho ustroji skotu je Prpheumo~
virus deledi Paramyxovirus. Je to virus v obalu, kterf se
replikuje v cytoplasmé a md ARN genomicky jednoduchy Yetdz
v negativni orientaci’Génom BRSV koduje dva hla$& trang-




membrdnové glykoproteiny, pevné napojeny protein F a
napojeny protein G.

Syntetickd verze génu G byla realizovédna odtrZenim
vSech moZnych signdld propleteni, viz Keil G,, Federal
Research Centre for Virus Diseases of Animals, Friedrich
Loffler Institute, D=17498, ostrov Riems, N&mecko).

Oblast kodujici gén G byla stanovena, viz Lerch a
spol., Journal of Virology 64, 5559=5569 (1990). Kodujici
oblast odpovidd poltu 257 aminokyselin a charakteristice
transmembrdnového glykoproteinu typu II. M4 cytoplasmovou
N~koncovou oblast o 40 aminokygelindch ndsledovanou oblasti
transmembrinovou o 25 aminokyselindch. Zbytek, tedy
192 koncovych aminokyselin, tvo¥i extraceluldrni oblast
proteinu G.Byla syntetizovdna sekvence ADN s jednim va-
zebnym rémem otevienym s kodovdnim pro presné t&chie
257 aminokyselin, které zjistil Lerch a spol.,, ale bexz
potencidlnich episdZnich gigndlt. Byl realizovén p¥enos
inverzni sekvence 257 aminokyselin na vSechny sekvence
ADN s moZnym kodovdnim takové sekvence aminokyselin. Bylo
to uskutednéno pouZitim inverzniho p¥enosového programu
sekvence proteinu RTRANS PCGene od Bairoch A,, Univ., Zene-
va, Svycary (IntelliGenetics Inc). Byla stanovena potencidlni
episdzni mista za pouZiti analyzy nukleovych kyselin
"Sighal". Tento program se zaklddd na zpisobu TovnoviZné
matrice (viz Staden, Nucleic Acids Research 12, 505-519,
1984). Tento program identifikuje mista potencidlnich
episdZnich ddrclh (vazby intron/exon) a mista potencidlniho
pFijmu episdfe (vazby exon/intronfi. Na zdkladd tdchto
sekvendnich udajl lze mndnit celek episdznich signdld sil-
nych, aniZz by se modifikovala kapacita pro protein. Zvl4sts
pak dinukleotidy GT, které mohou mit extremni 5 “intronu
a dinukleotidy AG, které mohou mit extremni 3 “intronu byly
odstranény, sed to bylo moZno,

Pro syntetizovdni nukleotidové sekvence schopné kodo-




vat G byly syntetizovédny oligonukleotidy asi 100 zbytkd,
kryjici oba dva provazce kompletni sekvence. Za pouZiti
syntetizovdni ADN (nap¥. syntetizovéni ADN, Perkin, El-
mer/Applied Biosystems 381lA) tze prdvé tak vyuZit obchodnd
dostupné oligonukleotidy. Komplementdrni oligonukleotidy
se hybridizuji za vzniku fragmentu se dvéma Yetizky a jsou
klonovény do prokaryotickych vektord, jako jsou plUC18

nebo pUC1l9., Za pouZiti enzymové vhodnych restrikénich

mist se navdZe celek klonovanych fragmentd ADN

v dobrém po¥adi za pouziti klonovaciho postupu, viz Sam=
brook a spol., Molekular Cloning: A laboratory Manual,
2.vyd., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,
New York 1989), Nukleotidovd sekvence fragmentu ADN, kterd
je vysledkem této &innosti, byla stanoveno pouZitim standartnich
sekvencovacich postupl (Sambrook & spol.) pro kontrolu,
zda sekvence je sprdvnd.

Komtruovini eukaryotického expresniho vektoru obsahujiciho
gén G za promotorem hCMV

Pro zajisténi jeho exiprese byl klonovdn synteticky

gén G do jednoho vektoru. PF¥i tomto p¥edb&Zném pokusu byl

byl pouZit p¥ipraveny vektor bezprost¥edné v labobatoii,
tedy pYesnd FPedeno expresni eukaryoticky vektor 175hCMV.
Tento plasmidovy vektor obsahuje dva fragmenty z viru BHVI,
které jsou bodnd na zdkladu glykoproteinu E kmene BHV1
(holandsky), nazyvany Lam, viz Van Engelenburg a spol.
Journal of General Virology 75, 2311-2318 (1994). Bodni
fragment vlevo (Cterm GI) polind v misté Pstl, umisténém
v otev¥eném vazebném rdmu glykoproteinu gI a konéi v misté
BstBI (nebo AsulIl). 17 nukleotidd nad zacddtkem rému je
otevieno pro vazbu génu gE. Tento fragment Jje oznalovdn
jako Cterm gI, Fragment bodn& vpravo zaPfind v misté
EcoNI, situovaném na vysce konce otevieného rému vazby
gl a kondi se na vySce prvého miste Smal p¥ed opakujicim
se koncovym fragmentem (TR). Tento fragment koduje gén
US9. Je oznadovan jeko US9 a TR. Tyto dva fragmenty byly
klonoviny do mista PstI a mista EcoRI (oba volné&) na

pUC18, Mezi mistem BstBI a mistem EcoNI byl klonovédn
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fragment Asei (konec volny) o 720 pb, obsahujici nB3vetai
¢dst promotoru Immediate Early lidského cytomegaloviru
(hCMV-P) s polyvazebnou oblasti a kondici polyadenylead~
nim signdlem (Poly A). Synteticky gén G byl klonovdn v
oznacené orientaci na vnit¥ek mista Smal této polyvazebnd
oblasticZiskany plasmid byl pojmenovén PR608, vig vyobr.l,

Kontrola exprese in vitro se z¥etelem na G za vychdzeni
z plasmidu PR608,

Byl proveden pokus p¥echodné exprese, aby se zjisti-
lo, zda plasmid PR608 miZe exprémovat protein G. K tomuto
udelu byl 1,5 wg Gisté ADN plasmidu PR608 transfikovén do
monovrstvy embryondlni priduSnice skotu (EBTr) v kulttfe.
Tyto bunky EBTr byly kultivovdny na minimdlnim esendnim
prost¥edi Eerle s 10% foetdlniho séra skotu (Integro) a
s antibiotiky: 125 jedn.pemicilinu (Gist-Brocades) a 125 vg
streptomycinu (Biochemie) 37,5 jedn. nystatinu (Sigma), ’
37,5 vg kanamycinu (Sigma) na 1 ml., Transfikovdni bylo
provedeno ve shodé se standardizovanym postupem sré¥eni
fosforeénanu vdpenatého dle Graham-a F,L. a ven der Eb-g
A«d., Virology 32, 456-467 (1973). Po transfikovdni byla
pfenesena plasmidickd ADN do prost¥edi transfikovangch
bunék a kodované proteiny byly exprimovdny dik mechanizmu
hostitelské bunky. Normilnd pouze 0,01% a% 0,1% bundk
z transfikované monovrstvy by zjistilo ADN a exprimovalo
kodované gény;

Priprava ADN pro polynukleotidickou vakcinaci.

ADN plasmidu PR608 byla pripravena priddnim 100 ul
ze zdsoby E.coli K12 v glycerolu, .
bunek DHSaplha F s obsa-

hem plesmidu PR608 do 2 1litrd prost¥edi 1B, co¥ je stan-
dardizované prost¥edi pro rlst bakterif. Tato kultura
objemu dvou 1lifrd byla inkubovdna 20 hodin p¥i 371° c &
emplifikované bunky byly sebrény za pou?iti nidobek po
250 ml a odst¥edivky IEC Centra=-8R o nejvyssi rychlosti.
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ADM plasmidu PR608 bylas izolovéna z bunék srafeniny za
pouziti postupu alkalického lyzovdni, standardizovaného
de Birnboim-em a Doly, jak to popsal Sambrook a spol.,
Molecular Cloning, & Press Laboratory Manuasl, 2.vyd. Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 1989). Z plasmidu izolovand
ADN byla pak rozpuSténa v 20 ml TE (10 mM Tris a 1 mM kyse-
liny ethylendiamintetraoctové, pH 7,4) a pouZitim glektro-~
foresy byla stanovena koncentrace ADN, jako%Z i jeji
kvalite. PFi pouZiti normdlni kultury objemu 2 litry
lze izolovat 40 mg plasmidu; asi 60% plesmidu PR608 se
nachdzi ve stavu uzaviPendm ngho¥e a asi 30% je ve stavu
cirkuldrné uvolnéném.

P¥ipravek plasmidl byl uskladndn za ~20° C., P¥ed
pouzZitim ADN z plasmidu PR608 byl roztok ADN z¥eddn nsa
0,5 mg/ml v 1 x PBS a TE, Tento pufrovany roztok ADN
byl pipetovén do nddobek 10 ml, uzplsobenych pro p¥istrojek
P'jet za uskladnéni p¥i 4°C pro pouZiti za hodinu a% dvé.

Pristrojek Pigjet pro poddvédni

Pristrojek pro administrovini, tedy ﬁodévéni,pfenosného
typu, a to typu Pigjet, obsahuje v pouzdru, vybaveném
drZadlem, zdsobnik kalibrovany po 0,2 ml a pist, ktery
je normdlné v postaveni vzddleném v pouzdru, a to pod
kontrolou pruZiny uvedeného pistu.

Pristrojek je vybaven vné zhlavim s p&ti tryskami
¢i dyznemi, uréenymi ke kalibrovéni vst¥iku, i kdyZ tem
miZe byt vsunute jedna tryske a filtralni zafizeni, aby
nedo8lo ke znedisténi injekce pripadnymi nedistotami.
Trysky jeou od sebe mirné vzddleny. Tlaek vytrysku z vyvodu
trysky miZe byt stanoven na 100 bar pro Pigjet s jednou
tryskoue

Pisobenim vhodného za¥izeni dojde ke stlaleni pru~
¥iny, tim se vyvold pohyb pistu a disledkem je nasdti
vhodné ddvky vakeiny ze zdsobnidku nebo lahvilky, pFi-

pojené na pouzdro.
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Uvolnéni pruZiny vyprovokuje vyprdzdnéni pistu a
ejekei ddvky otvorem &i otvory pro trysknuti.

Testy vekcinovdni a dalsi pokusy

4 telata bez specifickych pathogennich organizmi byla
po¥izena cisa¥skym Yezem, zbavena kollostra a uchovdvéna
v pzalaci., Telata byla vakcinovdna Sestkrdt v igtervalu
jednoho tydne, a to od std¥i 6 tydnh. Ze zvi¥dtek byla
dvé vakecinovdna intradermdlnd pouZitim Pigjet s jednou
tryskou (Endoscopic, Laons, Francie), 2 ze zvi¥dtek byla
vakcinovdna intramuskuldrné jehlou velikosti 25, Pigjet
byl aplikovdn tak, Ze jeho zhlavi bylo v kontektu s kdZi
kolmd na ni tak, aby tryske vakciny méla kolmy smér vici
kG%Zi. KaZdé vakcinovdni sestdvalocz 500 pg Adn Plasmidu
v 1 ml fosfédtového pufru PBS., Intradermdlnimi vakecinemi
bylo 5 injekeci po 0,2 ml do kfiZe zadni tlapky a vakcinace-
mi intramuskuldrnimi byla 1 injekce do gluteu svalu. Pred
vekeinovdnim byla kGZe oholena.

Byly ziskdny tgto titry antildtek, jak je to patrné
z tabulky I rde dale: '
vakcinovdni v tydnech: O, 1, 2, 3, 4, 5,
zkouSka v tydnu Sestém
sledovdni titru antildtek v tydnech O a% 8,

Y 1 2 3 4 5 6 T 8

tele 1352 Pigjet (5 {5 {5 80 640 1280 g40 1280 75120

tele 1453 pigjet £5 <5 <5 40 1280 640 640 640 a
tele 1349 IM £5 45 5 & L5 (5 {5 /5 /5
tele 1350 I /5 /5 /5 = ,

a: tato teldatka Byla usmrcens v disledku problémi v souvis-
lostii se zdrav1m’ nikoli ve spojitosti s vakcinovdnim.
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Jako dlsledek injekei ADN lze pozmorovat projev anti-~

latek na konci 3 tydnd u zvi¥at vakcinovanych intradermdlnd
a vysoké titry od &tvrtého tydne se projevi na hladind,

Telata byla potom testovdna pomoci viru infekdniho
BRSV. Inokulovéni viru bylo provedeno 6 tydni po prvnim
vekcinovédni intrenesdlnim nakapdnim 1 ml viru kmene 0dijk
(107+° 26DI, o /ml) do kadého z ch¥ipi.

Pro zjiSt&ni U¥innosti vakcinovéni byla sledovéna
exkrece viru titrovdnim infekéniho TCD150m1 aZ po 12 dnfl
po infikovdni, a to na vytérech z nosu (sw) a v kapalind
po promyti plic (Lav), viz vyobr.2.

Bylo moZno dokézat, Ze plasmid, kodujici protein
G z BRSV, poddvany intraedermdlné trysknutim kapaliny chréni
proti virulujicimu vyvoji tohoto viru, Intradermdlni vak-
cinovani pouZitim p¥istrojku pro podédvéni, msjicfiho zhlavi
s jednou tryskou zpisobi rychle zvyseni titrd antildtek
proti proteinu G, coZ nebylo pozorovédno p¥i intramuslkuldrnim
vakeinovdni, I jinak titry infekéniho viru BRSV v kapali-
néch po vymyti plic a na nosnich vytérech byly vys8i v
pfipadé telat vakcinovangch intramuskuldrné a ve skutednosti
nestdvaly u telat vakcinovanych intradermédlnd. Klinické
signdly byly lehké a neliSily se podstatnéji mezi zvi¥Xaty.

Byla rovnéZ pozorovana velmi dobréd inokulace p¥i

pouZiti apardtku Pigjet, pfieemZ tento postup v zddném
piipad8 nevyZaduje p¥edchozi zaniceni klZe, jako je tomu
v pFipadd Sdstegek zlata.

Kromé toho, a to je pozoruhodné, je soudasng doPaze-
no ochrany proti proteinu G, ktery zpravidla neni p?¥{l1is
imunogenni, viz Collins P.L., The Pareamyxovirusses, 1991,
vyd.Kingsbury D.E., Ndew York, Plenum Press a zviSeny titx
antildtky, dosaZeny po intradermdlnim vakcinovdni, je po-
rovnatelny s tim, jehoZ se dosédhne po p¥irodnim infiko-
védni nebo vakcinovdnim Zivou vakcinou, testovanou jinymi.

Vyndlez se rovnéZ tykéd zplsobu p¥ipravy formuloviani
vakeimy, jak je to patrné =z tohoto popisu.
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Vyobr.2

"I IM/sw (1349)
~&~ IM/Iav (1349)

" 7eID o
- IB/sw (135‘2+1353)
a- ID/Iav (1352)




PATENTOVE NLROKY

1. Formulovéani polynukleotidické vakciny, urdené
pro skot, obsahujici ¥inné mnoZstvi (p¥i poddvéni intra-
dermdlnim) plasmidu, spojujiciho sekvenci ADN, kodujfedf
imunogén pethogenniho &inidle skotu, a promotor, dovolujfci
expresi tohoto imunogénu in vivo do bunék kbZe, vyznadujici
se tim, Ze toto formulovéni je upraveno pro intradermdlni
poddvéni pomoci p¥istroje pro tryskové vst¥iknuti kapaliny.

rd 4

2. Formulovédni vakeiny podle ndroku 1, vyznadujici
se tim, Ze plasmid je p¥itomny ve vehikulu vhodném pro
intradermdlni poddvéni objemu ddvky mezi 0,1 a 0,9 ml, s
vyhodou mezi 0,2 a 0,6 ml, nejvyhodnéji mezi 0,4 a% 0,5 ml,
to za poddvdni tryskovym vst¥iknutim kepaliny do intra-
dermdlni vrstvy.

3 Formulovdni vakeiny podle ndrokd 1 nebo 2,
vyznadujici se tim, Ze plasmid je obsaZen ve formulovédni
vakeiny v intradermdlnim udinném mnoZstvi od 10 ng do.l mg,
s vyhodou od 100 mg do 500 Pg, nejvyhodnéji od 0,5 pe do
50 P&

4, Formulovdni vakeiny podle ndroku 3, vyznadujici
se tim, Ze sekvence ADN, kodujici imunogen pathogenniho
%inidla Je zvelena ze skupiny, kterou tvo¥i vir BRSV, vir
IBR, .,vir BVD a vir PI3,

S5 Formulovdni vakeciny podle ndroku 4, vyznadu-
jici se tim, Ze sekvence ADN koduje gén gB a/nebo gén gD
viru IBR,

6. Formulovéni vakciny podle ndroku 4, vyznadujici
se tim, Ze sekvence ADN koduje gén G a/nebo gén F viru BRSV.

To Formulovani vakciny podle ndroku 4, vyznadujici
se tim, Ze sekvence ADN koduje E2 a/mebo El viru BVD,




8, Formulovdni vakciny podle ndroku 4, vyznadu-
jici se tim, Ze sekvence ADN koduje HN a/nebo F viru PI 3,

9, Formulovdni vakeiny podle kteréhokoli z néroki
1 az 8, vyznadujici se tim, Z%e promotorem jest eukaryotick§
sidny promotor, jako je promotor hCMV IE.

10, Formulovani vakciny podle kteréhokoli z néroki
1 az 9, vyznalujici se tim, Ze je vneseno do nddobky pro
vétsi pocet ddvek, vybavené pF¥istrojkem pro intradermdlni
poddvdni tryskovym vst¥iknutim kapaliny, s vyhodou p¥istrojkem
Pigjet.

11, Prenosné za¥izeni pro vakeinovdni skotu, obsahujici
pfistrojek pro poddvdni tryskovym vst¥ikovdnim kepaliny a
nddobku, uzplisobenou k obsahu vét3iho podtu ddvek formulo-

vdni vakciny podle kteréhokoli z ndrokt 1 aZ 10, '

12, Za¥izeni podle ndroku 11, vyznadujici se tim,
Ze pristrojek obsahuje ejekdéni zhlavi s jednou a% deseti
tryskami, zvldsté éty¥mi aZ Sesti, obzvl43td pdti nebo
sesti. '

13.. 1 Pouziti plasmidu, spojujiciho sekvenci ADN,
kodujici imunogen skotu a promotor dovolujici expresi
tohoto imunogénu, to pro pripravu formulovdni polynukleotidové
vakeiny upravené pro intradermdlni poddvéni p¥istrojkem
pro tryskovy vst¥ik kapaliny,

14, Pouziti plasmidu podle ndroku 13, vyznadujici
se tim, Ze obsahuje mezi 10 ng aZ 1 mg ADN, s v¥hodou mezi
100 ng a 500 HEs je8té vyhodn&ji mezi 0,5 pe a 50 P& v obje~
mu dévky mezi 0,1 &% 0,9 ml s vyhodou mezi 0,2 a% 0,6 ml
nejvyhodnéji mezi 0,4 aZ 0,5 ml.

15, Pouziti plasmidu podle ndroku 12, vyznaBujici

se tim, %Ze sekvence ADN koduje imunogén pathogenniho &inidla
ze skupiny: vir BRSV, IBR, BVD g PI 3.
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