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(57) Anotace:
Mutant bovinniho herpesového viru je uloZeny v
Pasterové institutu ve Francii pod ¢islem 1-1213. PH
zplisobu pfipravy mutantu bovinniho herpesového
viru typu 1, BHV-1, se deletuje alespon &ast gly-
koproteinového gE-genu, pfitemZ gE je protein,
ktery, zejména v BHV-1 kmenu, ma aminokyselino-
vou sekvenci podle obrazku 3A. Zptsob ptipravy
vakciny spoliva v tom, Ze se smisi farmaceuticky
ptijatelny nosi¢ s mutantem bovinniho herpesového
viru typu 1, ziskanym shora uvedenym zplisobem.
Otkovaci prostfedek k otkovani zvifat, zejména
savcu, zvlasté hovéziho dobytka, k jejich ochrané
proti BHV-1, je Zivou nebo inaktivovanou vakcinou,
obsahujici mutant BHV-1, ziskany shora uvedenym
zplisobem, a vhodny nosi¢ nebo pomocné ¢&inidlo.
Diagnosticka souprava pro detekci nukleové kyseliny
BHV-1 ve vzorku, zejména v biologickém vzorku,
obsahuje sondu nukleové kyseliny nebo primer s
nukleotidovou sekvenci, odvozenou od gE-genu viru
BHV-1, ptitemzZ tento gE-gen je umistén v genomu

BHV-1 podle obrazku 6, a detekeni prostfedky,
vhodné pro detekéni zkoudky nukleové kyseli-
ny a protildtky. Pfi zplsobu urlen{ infekce
BHV-1 zvitete se vySetfuje vzorek na pfi-
tomnost nukleovych kyselin, obsahujicich
gE-gen viru BHV-1, tento gE-gen je umistén v
genomu BHV-1 podle obrazku 6, na pfi-
tomnost viru BHV-1 nebo komplexu glykopro-
teint gE a gl viru BHV-1, nebo na ptitomnost
protilatek, které jsou specifické pro gE viru
BHV-1, nebo komplex glykoproteinti gE a gl
viru BHV-1.
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Mutant bovinniho herpesového viru typu 1, zpisob pfipravy mutantu a vakciny, o€kovaci
prostfedek, diagnosticka souprava a zpiisob uréeni infekce

Oblast techniky

Vynalez se tykd mutantu bovinniho herpesového viru typu 1, BHV-1, zplsobu jeho pfipravy
a zplisobu piipravy vakciny, o¢kovaciho prostfedku pro zvitata, dale pak diagnostické soupravy
pro detekci nukleové kyseliny BHV-1 ve vzorku, jakoz i zplisobu ur€eni infekce BHV-1 zvitete.

Jedna se zde o vakcinaci a diagnostiku nemoci, zpiisobovanych patogeny, pfi emz se pouziva
jak klasickych metod podani Zivé oslabené vakciny nebo inaktivované vakciny, tak i modernich
metod, zaloZzenych na DNA rekombinantni technologii.

Vynilez se tyka zvIasté zivé oslabené vakciny a inaktivované vakciny na ochranu zvifat, zejména
skotu, proti bovinnimu herpesovému viru typu 1. Tyto vakciny jsou navrzeny tak, Ze nejsou
pouze bezpeiné alinné, ale také vytvafeji moZnost rozliSeni infikovanych zvifat od
neinfikovanych v o¢kované populaci.

Diagnosticka souprava se pouziva pfi testech k rozliSeni infikovanych a neinfikovanych zvirat
v otkované populaci.

Dosavadni stav techniky

BHV-1, véetné infekéniho bovinniho viru rhinotracheitidy (IBRV) a infekéniho viru pustularni
vulvovaginitidy (IPVV), hraje duleZitou roli v patogenezi nemoci dychaciho ustroji a poruch
plodnosti u skotu. Po akutni infekci BHV-1 &asto zistava pfitomny v hostiteli v latentni formé.
Latentni virus miZe byt reaktivovan vlivem inter alia stresu, ktery mize, ale nemusi byt
doprovazen klinickymi pfiznaky, a nasledné vylucovan. Nasledkem toho musi byt infikovany
dobytek povaZovan za celoZivotniho potencialniho pienasece BHV-1. BHV-1 se objevuje
endemicky v 75 % danskych dobytéich farem. Zejména star$i dobytek je sérologicky pozitivni.

Existuje mnoho inaktivovanych (mrtvych) vakcin a mnoho atenuovanych (Zivych) vakcin,
dostupnych pro o€kovani proti infekci BHV-1. Inaktivované vakciny jsou pfipraveny umrtvenim
viru BHV-1, napf. teplem, zafenim, ethanolem nebo formalinem. To ovSem poskytuje
nedostateénou ochranu. Atenuované vakciny jsou pfipravovany Cetnym pasaZovanim v homo-
lognich (bovinnich) nebo heterolognich buiikach, napf. prasefich nebo psich, a n€kdy je navic
virus jesté fyzikalné nebo chemicky upraven. Timto zplisobem se ve virovém genomu vyvinou
neznamé mutace/delece, které Casto redukuji patogenni vlastnosti viru. Atenuované zivé vakciny
poskytuji lep$i ochranu nez inaktivované vakciny mimo jiné proto, Ze prezentuji vice virovych
antigend imunitnimu systému hostitele. Dalsi dilezitou vyhodou Zivych vakein je to, ze mohou
byt podavany intranazalng, to jest v misté, kde se poprvé pomnozi divoky virus po infekci. Zivé
vakciny zatim nechavaji dostatek prostoru pro zlepSeni. Zda se, ze nékteré zivé vakciny maji
stale schopnost zplisobovat aborty, coZ je vyrazné zejména po intramuskularni aplikaci. Nadto
pravdépodobné viechny Zivé vakciny zistdvaji latentné pfitomny v ockované kravé. Navic
jestlize se vakcina odliduje jen velmi malo od divokého typu viru, mize se objevit reverze
virulence. Ale hlavni problém je to, Ze vakciny BHV-1 nemohou zabranit infekci divokym typem

rowrwe

viru. Vysledkem je to, Ze o¢kovany dobytek muze také §irit divoky typ viru BHV-1.

Pro vhodny program ke zvladnuti BHV-1 je nezbytné mit k dispozici u€innou a bezpeinou
vakcinu, kterd mizZe byt odliSena od divokého typu viru, nebot’ aplikace ucinné vakciny muize
znaéné redukovat cirkulujici BHV-1, a tudiz test, ktery mize rozliSit mezi vakcinou a divokym
typem viru, umozni detekovat (a pak odstranit) infikované jedince v o¢kované populact.
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wivs

Dosud byly vyvinuty BHV-1 vakeiny, které se zdaji byt bezpecnéjsi neZ konvencni vakciny
a jsou odligitelné od divokého typu viru. Byl izolovan dele¢ni mutant s defektem v genu pro
thymidinkinazu, ktery zpiisobuje aborty v men3im stupni, stdvd se mén€ &asto latentni a nemize
byt reaktivovan. Dale byla, uZitim technik rekombinantni DNA, vytvofena BHV-1 vakcina, ktera
ma deleci v genu pro glykoprotein gllI, coz umozZni tuto vakcinu odlisit od divokého typu BHV-1
sérologickymi technikami. P¥esto existuji uréité namitky proti témto vakcindm. Na jedné strané,
gen pro thymidinkinazu je potfebny pro virovou replikaci a mensi replikace sniZuje ochrannou
funkci vakciny. Na druhé stran& glykoprotein gllI je dilezity pro vznik ochrannych protilatek,
a proto vakeina s deleci glIl je mén& u¢inna. Prakticky problém je, Ze intranazalni podani, které
vieobecné poskytuje nejlepsi ochranu, neni v nékterych zemich pro rekombinantni vakciny
povoleno. Proto je vyZzadovana takova vakcina, kterd je bezpetna a také ucinna a jeSté muze byt
odlifena od divokého typu BHV-1 aje dale Zadouci, aby pfinejmenSim jedna ztakovychto
vakcin byla zaloZena na viru, atenuovaném spiSe konvencni cestou, neZ na viru, vytvofeném
technikami rekombinantni DNA. :

Pasazemi v tkanovych kulturdich byl nyni ziskan kmen BHV-1, ktery postrada gen pro
glykoprotein gE. Prvni vysledky naseho vyzkumu naznaluji, Ze tento gen je uZiteCny pro
sérologické rozliseni s ohledem na divoky typ BHV-1 a Ze je zapojen v expresi virulence. Proto
jeho delece prispiva k bezpe€nosti amuZe tak ucinit deleci v genu pro thymidinkinazu
prebyte&nou. Glykoprotein gE se zd4 byt méné dilezity pro indukci ochrany neZ glykoprotein
glll. Konvenéné atenuovany kmen BHV-1, ktery muiZe byt sérologicky odliSen od divokého typu
viru, je unikdtni. Umisténi a sekvence DNA genu gE, ani zni odvozené oligonukleotidy,
polypeptidy a oligopeptidy, nebyly dfive znamy a jsou zde popsany poprvé. Test pro sérologické
rozliseni na podkladé genu pro gE je také unikatni.

Diilezitd vyhoda tohoto "konvenéniho" gE dele¢niho mutantu ("konvenéni” se vztahuje na uZiti
konven&ni metody pro izolaci atenuovaného viru) je to, Ze bude mozné podavat jej intranazalné
i v zemich, kde je toto pro rekombinantni vakciny zakazano.

Vzhledem k odlisnym nazorim na bezpeCnost byly navic ktémto konvenénim delenim
vakcindm zkonstruovany také dobie definované rekombinantni vakciny. Tyto rekombinantni
vakciny maji také gE deleci a mohou nebo nemuseji mit také deleci v thymidinkinazovém genu
a také mohou byt uZity jako vektory pro expresi heterolognich genli. Viechny tyto rekombinantni
vakciny je moZné rozliSit od divokého typu viru stejnym testem, specifickym pro gE. UzZiti
standardniho testu pro soubor riznych vakcin miize byt velka vyhoda v mezinarodnim boji proti
BHV-1. Takovyto pfistup, tykajici se oboru BHV-1 vakcin, nebyl dosud popsan.

Sérologické analyzy odpovédi proti BHV-1 u dobytka ukézaly, Ze dileZity podil protilatek
anti-gE je namifen proti komplexu, tvofenému glykoproteinem gE a dalSim BHV-1 glykopro-
teinem, a sice gl. Sérologické testy, které také dokazuji pfitomnost protilatek, specifickych pro
takovy komplex, mohou byt vice citlivé neZ testy, které detekuji pouze protilatky anti-gE.
Dobytek, o¢kovany jednoduchymi gE dele¢nimi mutanty, mize produkovat protilatky anti-gl,
které mohou interferovat s detekci protilatek anti-gl/gE. Proto tento vynalez obsahuje také
vakcinu s dvojitou gl/gE deleci.

Podstata vynalezu

Piedmétem vynalezu je mutant bovinniho herpesového viru, uloZeny v Pasterové institutu ve
Francii pod ¢islem 1-1213.

Dalsim predmétem vynalezu je zplisob pfipravy mutantu bovinniho herpesového viru typu 1,
BHV-1, jehoZ podstata je v tom, Ze se deletuje alespofi ¢ast glykoproteinového gE-genu, pficemz
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gE je protein, ktery, zejména v BHV-1 kmenu, md aminokyselinovou sekvenci podle
obrazku 3A.

Podle jednoho provedeni zplsobu se deletuje gE-gen.

Podle jiného provedeni zpisobu se deletuje gE-gen podle obrazku 3A z pozice asi 168 do asi
1895.

Podle dal§iho provedeni zpisobu se deletuje gE-gen podle obrazku 3A z pozice asi 168 do asi
1427.

Dalsim pfedmétem vynilezu je zplsob pfipravy vakciny, jehoZ podstata je v tom, Ze se smisi
farmaceuticky pfijatelny nosi¢ s mutantem bovinniho herpesového viru typu 1, BHV-1, ziskanym
shora uvedenym zpisobem.

Pii dalsim provedeni zpisobu piipravy mutantu kmenu BHV-1 se zkonstruuje mutant, ktery ma
kromé delece v gE-genu také deleci v genu thymidinkinazy.

Pii jiném provedeni zpusobu pfipravy mutantu kmenu BHV-1 se zkonstruuje mutant, ktery ma
deleci v gl-genu glykoproteinu.

Jinou moZnosti zpsohu pfipravy mutantu kmenu BHV-1 je, ze se BHV-1 kmen podrobi

postupu, kterym se vytvofi kromé delece v jeho gE-genu glykoproteinu také delece v genu
thymidinkinazy a delece v gl-genu.

Jedté pfi jiném provedeni zplsobu pfipravy mutantu kmenu BHV-1 se zkonstruuje mutant, ktery
obsahuje heterogenni gen a ma deleci v gE-genu glykoproteinu, ktery umoZziuje sérologické
odliseni mutantu od divokého typu BHV-1.

Dalgi moznosti zptisobu pfipravy mutantu kmenu BHV-1 podle vynalezu je, Ze se zkonstruuje
mutant, ktery ma heterologni gen vloZen do mista gE-genu a ktery je pod kontrolou regulacnich
sekvenci, naptiklad gE-genu nebo heterologniho genu, a popfipadé je pfipojen k té ¢asti gE-genu,
ktera koduje signalni peptid.

Podle jesté jiného provedeni zpusobu pfipravy mutantu kmenu BHV-1 se zkonstruuje mutant,
ktery ma kromé delece v gE-genu také deleci v genu thymidinkinazy, deleci v gl-genu nebo obé,
pfiemz heterologni gen je vloZen do mista alespori jedné z téchto deleci.

Jinou moZnosti zpisobu pfipravy mutantu kmenu BHV-1 je, Ze se zkonstruuje mutant, ktery ma
kromé delece v gE-genu také deleci v genu thymidinkindzy, deleci v gl-genu nebo obg,
heterologni gen je vloZen do alespori jedné z téchto deleci, pficemz v pripad€, Ze mutant ma

dvoji deleci, kterou je delece v gE-genu a delece v genu thymidinkinazy, heterologni gen neni
vloZen do genu thymidinkinazy.

Dalsi postup pfi zpiisobu piipravy mutantu kmenu BHV-1 je, Ze se zkonstruuje mutant, ktery ma
kromé delece v gE-genu také deleci v genu thymidinkinizy, deleci v gl-genu nebo obg,
heterologni gen vloZzeny do alespoii jedné z téchto deleci ma dvojitou deleci, kterou je delece
v gE-genu adelece v genu thymidinkinazy, a heterologni gen neznamena gen bovinniho
respirainiho syncycialniho viru F nebo N.

Jesté jinym provedenim zpisobu pfipravy mutantu kmenu BHV-1 je, Ze se zkonstruuje mutant,
ktery ma kromé delece v gE-genu také deleci v genu thymidinkinazy, deleci v gl-genu nebo obg,
heterologni gen je vloZen do alespoii jedné z téchto deleci, pfi¢emz v pfipad€, Ze mutant ma
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dvojitou deleci, kterou je delece v gE-genu a delece v genu thymidinkinazy, jsou vloZeny alespoii
dva heterologni geny.

Kone&né poslednim moznym provedenim zpiisobu pfipravy mutantu kmenu BHV-1 podle tohoto
vynalezu je, Ze se zkonstruuje mutant, v némz heterologni gen kéduje imunogenni protein nebo
peptid jiného patogenu, nebo kéduje cytokin.

Jinym pfedmétem tohoto vynélezu je olkovaci prostfedek k otkovani zvifat, zejména savcd,
zvlasté hovéziho dobytka, k jejich ochrang proti BHV-1, jehoZz podstata je v tom, Ze obsahuje
Zivou, nebo inaktivovanou vakcinu obsahujici mutant BHV-1, uloZeny v Pasterové institutu ve
Francii pod &islem 1-1213, ziskany shora uvedenym zpiisobem, a vhodny nosi¢ nebo pomocné
¢inidlo.

Ockovaci prostiedek podle vynalezu k o¢kovani zvifat, zejména savci, zvlasté hovéziho dobytka,
k jejich ochrané proti patogenu, miiZze obsahovat Zivou nebo inaktivovanou vakcinu obsahujici
mutant BHV-1, ziskatelny shora uvedenym zpisobem, a vhodny nosi¢ nebo pomocné ¢inidlo,

pri¢emz heterologni gen tohoto mutantu koduje imunogenni protein nebo peptid patogenu.

Pfedmétem vynalezu je rovnéZz diagnosticka souprava pro detekci nukleové kyseliny BHV-1 ve
vzorku, zejména v biologickém vzorku, jako jsou krev nebo krevni sérum, krevni buriky, mléko,
télni kapaliny, jako jsou slzy, kapalina ziskana vyplachem plic, nosni sekret, sperma, obzvlasté
semenna kapalina, sliny, sputum nebo tkaf, zejména nervova tkafi, pochazejici ze zvitete, zvlasté
savce, zejména hovéziho dobytka, jejiz podstata je v tom, Ze obsahuje sondu nukleové kyseliny
nebo primer s nukleotidovou sekvenci, odvozenou od gE-genu viru BHV-1, pficemZ tento
gE-gen je umistén v genomu BHV-1 podle obrazku 6, adetekéni prostfedky, vhodné pro
detekéni zkousky nukleové kyseliny.

Diagnostickéa souprava podle vynalezu pro detekci protilatek, které jsou specifické pro BHV-1,
ve vzorku, zejména biologickém vzorku, jako jsou krev nebo krevni sérum, sliny, sputum, télni
kapaliny, jako jsou slzy, kapalina ziskana vyplachem plic, nosni sekret, mléko nebo tkan,
pochazejici ze zvifete, zvlasté savce, zejména hovéziho dobytka, je charakteristicka tim, Ze
obsahuje gE viru BHV-1, ¢ast gE, peptid, odvozeny od gE, nebo komplex glykoproteinu gE a gl
viru BHV-1, a detekéni prostfedky, vhodné pro detekéni zkousku protilatky.

Diagnosticka souprava podle vynalezu muize dale obsahovat jednu nebo vice protilatek, které
jsou specifické pro gE viru BHV-1 nebo komplex glykoproteint gE a gl viru BHV-1.

Tato diagnosticka souprava pro detekci protilatek, které jsou specifické pro BHV-1, ve vzorku,
zejména biologickém vzorku, jako jsou krev nebo krevni sérum, sliny, sputum, télni kapaliny,
jako jsou slzy, kapalina ziskané vyplachem plic, nosni sekret, mléko nebo tkai, zejména nervova
tkan, pochazejici ze zvifat, zvlasté savcl, zejména hovéziho dobytka, je vytvorena tak, Ze
obsahuje protilatku, ktera je specificka pro gE viru BHV-1 nebo komplex glykoproteinii gE a gl
viru BHV-1, a detekéni prostiedky, vhodné pro detekéni zkousku protilatky.

Diagnosticka souprava podle vynélezu pro detekci proteinu viru BHV-1 ve vzorku, zejména
v biologickém vzorku, jako jsou krev nebo krevni sérum, krevni buiiky, mléko, téIni kapaliny,
jako jsou slzy, kapalina ziskana vyplachem plic, nosni sekret, sperma, zvlasté¢ semenna kapalina,
sliny, sputum nebo tkari, zejména nervova tkan, pochazejici ze zvifete, zvlasté savce, zejména
hovéziho dobytka, mize s vyhodou obsahovat protilatku, ktera je specificka pro gE viru BHV-1,
nebo komplex glykoproteind gE a gl viru BHV-1, a detekéni prostiedky, vhodné pro detekéni
zkousku proteinu.

Poslednim pfedmétem tohoto vynalezu je zpusob urleni infekce BHV-1 zvifete, zvlasté€ savce,
zejména hovéziho dobytka, jehoZ podstata je vtom, Ze se vySetfuje vzorek, pochazejici ze
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zvifete, zejména biologicky vzorek, jako je krev nebo krevni sérum, krevni buiiky, sperma,
zvla§té semennad Kkapalina, sliny, sputum, télni kapaliny, jako jsou slzy, kapalina ziskana
vyplachem plic, nosni sekret, mléko nebo tkaii, zejména nervova tkari, na pfitomnost nukleovych
kyselin, obsahujicich gE-gen viru BHV-1, tento gE-gen je umistén v genomu BHV-1 podle
obrazku 6, na ptitomnost viru BHV-1 nebo komplexu glykoproteint gE a gl viru BHV-1 nebo na
piitomnost protilatek, které jsou specifické pro gE viru BHV-1 nebo komplex glykoproteinti g
a gl viru BHV-1.

Vyhodny zpiisob uréeni infekce podle vynalezu spociva v tom, Ze se zkouma vzorek, pochazejici
ze zvifete, které je ockovano ockovacim prostfedkem podle vynalezu.

Podstatou tohoto vynalezu je predev$im dele¢ni mutant BHV-1, ktery ma deleci v genu pro
glykoprotein gE. Vyraz "delece v" znamena deleci genu jako celku.

Vyhodnym provedenim vynalezu je dele€ni mutant BHV-1, ktery ma deleci v genu pro
glykoprotein gE a ktery byl ziskan atenuaCnim postupem, stejné jako deleéni mutant Difivac-1,
ktery bude popsana dale.

Dal§im vyhodnym provedenim vynalezu je dele¢ni mutant BHV-1, obsahujici deleci v genu pro
glykoprotein gE, ktery se zkonstruuje technikou rekombinantni DNA, jako dele¢ni mutanty 1B7
nebo 1B8, popsané dile.

Dalsi vyhodné provedeni vynalezu spociva v dvojitém dele¢nim mutantu BHV-1, obsahujicim
deleci v genu pro glykoprotein gE a deleci v genu pro glykoprotein gl, coz je dale popsano jako
gl/gE dvojity dele¢ni mutant Difivac-IE.

Diéle se podle vynélezu dava pfednost, s ohledem na maximalni bezpegnost, dele¢nimu mutantu
BHV-1, ktery ma deleci v genu pro glykoprotein gE a deleci v genu pro thymidinkindzu. Vynéalez
také zahrnuje delecni mutant BHV-1, ktery ma deleci v genu pro glykoprotein gE, genu pro
glykoprotein gl a genu pro thymidinkinazu.

Vynalez poskytuje téz prostfedek pro o€kovani zvifat, zviasté€ savci, specialné hovéziho dobytka,
k ochrané proti BHV-1, pfi¢emz vakcina obsahuje dele¢ni mutant BHV-1, jak je definovano vyse
a vhodny nosi¢ nebo adjuvans. Re¢ena smés miiZe byt Ziva nebo inaktivovana ockovaci smés.

Vynilez je dale ztélesnén v mutantu BHV-1, ktery ma deleci v genu pro glykoprotein gE
a obsahuje heterologni gen, zavedeny technikou rekombinantni DNA. Tyka se to hlavné mutantu
BHV-1, ktery obsahuje heterologni gen, zavedeny technikou rekombinantni DNA v mist& genu
pro glykoprotein gE, pfi¢emz heterologni gen je pod kontrolou regula¢nich sekvenci genu gE a je
voliteln¢ pfipojen k ¢asti genu gE, kterd koduje signalni peptid. Zminény heterologni gen mize
byt také pod kontrolou jiného promotoru BHV-1, nebo pod kontrolou heterologniho promotoru.
Kdyz mutant BHV-1 ma dalsi deleci navic k deleci v genu pro glykoprotein gE, jako deleci
v genu pro thymidinkindzu a/nebo deleci v genu pro glykoprotein g, zminény heterologni gen
miiZe byt také vlozen do mista této dodatecné delece nebo deleci. Vicedetné inzerce jsou dalsi
moznosti, bud’to spolecné v misté jedné delece, nebo oddélené v misté nékolika deleci.

Je vhodné, aby zavedeny heterologni gen kdédoval imunogenni protein nebo peptid jiného
patogenu nebo cytokin, ktery vyvolava imunitni odpovéd’. Piiklady vhodnych cytokinii jsou
interleukin-2, interferon-alfa a interferon-gama.

Tento vynalez také poskytuje oCkovaci smés (zivou nebo inaktivovanou) pro ofkovani zvitat,
zejména savcl a zvlasté hovéziho dobytka, k jeho ochrané proti (riiznym) patogenim, pfiemz
smés obsahuje mutant BHV-1 s heterolognim genem, kddujicim imunogenni protein nebo peptid
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jiného patogenu, a vhodny nosi¢ nebo adjuvans. Ochrana se samoziejmé miZe tykat vice neZ
jednoho patogenu, tj. multivalentni vakciny, kde mutant obsahuje n€kolik heterolognich geni.

Vynilez se dale tyka smési, obsahujici rekombinantni nukleovou kyselinu genu pro glykoprotein
gE viru BHV-1, &4st genu pro glykoprotein gE, nebo nukleotidovou sekvenci, odvozenou z genu
pro glykoprotein gE. Tato smés miize obsahovat klonovaci nebo expresni vektor, ktery ma v sob&
vlozenu rekombinantni nukleovou kyselinu genu pro glykoprotein gE z viru BHV-1, st genu
pro tento glykoprotein gE, nebo nukleotidovou sekvenci, odvozenou z genu pro glykoprotein gE.

Vynalez dale obsahuje smés, sloZzenou z glykoproteinu gE z BHV-1, €asti tohoto glykoproteinu
gE, peptidu, odvozeného z glykoproteinu gE, nebo komplexu glykoproteini gE a gl, a smés,
obsahujici protilatku, specifickou pro glykoproteiny gE z viru BHV-1, &ast tohoto glykoproteinu
gE, peptid, odvozeny ztohoto glykoproteinu gE, nebo komplex glykoproteind gE agl.
"Protilatkou” se rozumi jak polyklonélni, tak monoklonalni protilatka, které se dava ve vétSiné
aplikaci pfednost. Terminy "Sast glykoproteinu gE" a "peptid odvozeny z glykoproteinu gE" se
rozumi sekvence aminokyselin, specificka pro gE, ktera bude dlouha obecné pfinejmensim asi 8
aminokyselin.

Vynalez se dale tyka diagnostické soupravy pro detekci nukleové kyseliny BHV-1 ve vzorku,
zejména v biologickém vzorku, jako je krev nebo krevni sérum, krevni butiky, mléko, télesné
tekutiny, jako slzy, tekutina ziskana vyplachem plic, nosni sekrety, sperma, obzvlast€¢ semenna
tekutina, sliny, sputum nebo tkan, zejména nervova tkai, pochazejici ze zvifat, zvlasté savci,
zejména pak hovéziho dobytka, obsahujici sondu nukleové kyseliny nebo primer, jehoZ
nukleotidova sekvence je odvozena zgenu pro glykoprotein gE viru BHV-1, adetekénich
prostiedkil, vhodnych pro detekéni zkouku na nukleové kyseliny.

Dale se vynalez tyka diagnostické soupravy pro detekci protilatek, které jsou specifické pro
BHV-1 ve vzorku, zejména biologickém vzorku, jako je krev nebo krevni sérum, sliny, sputum,
télesné tekutiny, jako slzy, tekutina ziskana vyplachem plic, nosni sekrety, mléko, nebo tkan,
pochazejici ze zvifete, zejména savce a zvlasté hovéziho dobytka, obsahujici glykoprotein gE
viru BHV-1, &ast tohoto glykoproteinu gE, peptid, odvozeny z tohoto glykoproteinu gE, nebo
komplex glykoproetind gE a gl, a detekénich prostiedkid, vhodnych pro detekéni zkouSku na
protilatky. Takova diagnostické souprava miiZze dale obsahovat jednu nebo vice protilatek, které
jsou specifické pro glykoprotein gE viru BHV-1, nebo komplex glykoproteini gE a gl viru
BHV-1.

Vynélez se dale tyka diagnostické soupravy pro detekci virového proteinu BHV-1 ve vzorku,
zejména v biologickém vzorku, jako je krev nebo krevni sérum, krevni bufiky, mléko, t€lesné
tekutiny, jako slzy, tekutina ziskana vyplachem plic, nosni sekrety, sperma, obzvlasté semenna
tekutina, sliny, sputum nebo tkaf, zejména nervova tkan, pochazejici ze zvifat, zvlast€ savcd,
zejména pak hovéziho dobytka, obsahujici jednu nebo vice protilatek, které jsou specifické pro
glykoprotein gE viru BHV-1, nebo komplex glykoproteinii gE a gl, a detekénich prostfedku,
vhodnych pro detekéni zkousku na protein.

Vynalez dale poskytuje metodu pro uréeni infekce BHV-1 u zvifete, zejména savce a zvlaste
hovéziho dobytka, ktera spo&iva v prozkoumani vzorku, pochézejiciho ze zvifete, zvIasté
biologického vzorku, jako je krev nebo krevni sérum, krevni buiiky, sperma, obzvlasté semenna
tekutina, sliny, sputum, télesné tekutiny, jako slzy, tekutina ziskana vyplachem plic, nosni
sekrety, mléko, nebo tkai, zejména nervova tkan, na pfitomnost nukleové kyseliny, obsahujici
sekvence genu pro glykoprotein gE viru BHV-1, nebo na pritomnost giykoproteinu gE viru
BHV-1, nebo komplexu glykoproteini gE a GI viru BHV-1, nebo na ptitomnost protilatek, které
jsou specifické pro glykoprotein gE viru BHV-1, nebo specifické pro komplex glykoproteini gE
a gl viru BHV-1. Vzorek pro zkoumani miZe pochazet ze zvitete, které nebylo dosud otkovano
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ofkovaci smési podle tohoto vynalezu, nebo ze zvifete, které bylo ockovano ockovacim
pfipravkem podle vynalezu.

Syntéza oligopeptidd, polypeptidi a glykoproteinid, odvozenych z kddujici sekvence genu pro
glykoprotein gE a gl viru BHV-1.

Vysledky sekvenéni analyzy DNA genu pro glykoprotein gE (obrazek 3A) a izolované fragmenty
DNA, které kdduji tento gen, popsané v pfikladech, umoziiuji uzitim standardnich molekularné
biologickych postupii jak syntetizovat peptidy proteinu gE (oligo- nebo polypeptidy), tak
exprimovat protein gE vcelku nebo ve velkych €astech prostfednictvim prokaryot (v baktériich)
nebo eukaryot (napf. v mySich burikach). Témito zpisoby mize byt ziskan specificky antigen,
ktery mize naptiklad slouzit pro vytvofeni monoklonalnich protilatek (Mabs), specifickych pro
gE. Antigen, specificky pro gE a monoklonalni protilatky (Mabs), specifické pro gE, mohou byt
uzity v sérologickych testech k tomu, aby stanovily rozdily mezi zvifaty, ockovanymi vakcinou
s deleénim gE mutantem BHV-1, a zvifaty, infikovanymi divokym typem BHV-1.

Vysledky éasteéné sekvenéni analyzy DNA genu pro glykoprotein gl, popsané v prikladech,
aizolované fragmenty DNA, které kdduji tento gen, spoleéné s eukaryotickymi buiikami,
exprimujicimi glykoprotein gE, dovoluji expresi komplexu gl/gE v eukaryotickych buiikach
(obrazky 13 a 14). Tento glykoproteinovy komplex mize byt uzit k vytvofeni monoklonéalnich
protilatek, specifickych pro gl/gE. Komplex gl/gE mize byt také uzit jako antigen v séro-
logickych testech k rozliSeni mezi dobytkem, ofkovanym jednoduchym gE deleénim mutantem

BHV-1, nebo dvojitym gl/gE dele¢nim mutantem BHV-1, a dobytkem, infikovanym divokym
typem BHV-1.

gE specifické peptidy

Na zakladé znalosti sekvence, kddujici protein, mohou byt uZitim automatického syntetizatoru
vytvofeny polypeptidy, dlouhé nejméné 40 az 50 aminokyselin. Nyni, kdyZ proteinova sekvence
glykoproteinu gE viru BHV-1 kmene Lam byla objasnéna (obr. 3A), polypeptidy tohoto gE viru
BHV-1 mohou byt syntetizovéany. S takovymi polypeptidy podle standardnich metod mohou byt
imunizovana experimentalni zvifata, jako jsou mysi nebo kralici, pro vytvofeni gE-specifickych
protilatek. Dale, uzitim téchto gE-specifickych peptidii mohou byt déle specifikovana mista, kde
anti-gE protilatky reaguji s gE proteinem (epitopy), napf. metodou PEPSCAN (Geysen et al.,
1984, Proc. Natl. Acad. Sci., USA 81, 3998-4002). gE-specifické oligopeptidy mohou byt také
uzity v sérologickych testech, které demonstruji anti-gE protilatky.

Prokaryoticka exprese gE

Pro syntézu proteinu gE v baktériich (tj. prokaryoticka exprese gE) musi byt DNA fragmenty,
koédujici glykoprotein gE, nebo jeho &asti klonovany v prokaryotickych expresnich vektorech.
Prokaryotické expresni vektory jsou cirkularni DNA molekuly, které mohou udrZovat samy sebe
v bakterii jako separatné se replikujici molekuly (plazmidy). Tyto expresni vektory obsahuji
jeden nebo vice genovych markert, které koduji rezistenci na antibiotika a tak umoZziiuji selekci
bakterii s expresnim vektorem. Dale expresni vektory obsahuji (Easto regulovatelny) tsek
promotoru, za ktery mohou byt pfipojeny DNA fragmenty, které jsou pak exprimoviny pod
vlivem promotoru. V mnoha obvyklych prokaryotickych expresnich vektorech je pozadovany
protein exprimovan ve spojeni (fizovan) s takzvanym bilkovinnym nosi¢em. Pro tento tcel je ve
vektoru za promotorem lokalizovana kodujici sekvence pro bilkovinny nosi¢, pfimo prilehla
k mistu, kam mizZe byt pfipojen (ligovan) pozadovany DNA fragment. Fizované-proteiny jsou
dasto mnohem stabiln&j$i a snize se rozeznavaji a/nebo izoluji. Ustaleny stav, kterého mize
dosahnout konkrétni fuzovany protein v uréitém bakterialnim kmeni, se 1isi od fize k fazi a od
kmene ke kmeni. Je obvyklé zkouset rizné kombinace.
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Eukaryoticka exprese glykoproteinu gE-genu

Agkoliv prokaryoticka exprese proteini skytd nékteré vyhody, proteiny postradaji modifikace,
jako napt. glykosylace a pod., ke kterym dochazi v eukaryotickych bufikach. Vysledkem je, ze
protein, exprimovany v eukaryotech, je &asto mnohem vhodné;jsi antigen. Pro heterologni expresi
proteini v eukaryotickych buiikach, jako napt. mysich, se pouzivaji eukaryotické expresni
vektory. Tyto vektory jsou plazmidy, které nejsou mnozitelné jen v E. coli, ale udrZi se naZivu
také v eukaryotickych bufikdch. Krom& prokaryotického selekéniho markeru obsahuji také
eukaryoticky selek&ni marker. Analogicky k prokaryotickym expresnim vektoriim eukaryotické
expresni vektory obsahuji usek promotoru, za ktery mohou byt vkladany (ligovany) pozadované
geny. Aviak sekvence promotoru v eukaryotickych vektorech jsou specifické pro eukaryota. V
eukaryotickych vektorech se fize s bilkovinnymi nosi¢i pouZiva jen zfidka. Tyto vektory jsou
zavedeny do eukaryotickych bunék pomoci standardni transfekéni metody (F. L. Graham, A. J.
van der Eb, 1973, Virology 52, 456-467). Kromé eukaryotickych plazmidovych vektori jsou také
virové vektory, kde heterologni gen je zaveden do genomu viru (napf. retroviry, herpesviry
a virus vakcinie). Eukaryotické bufiky mohou potom byt infikovany rekombinantnimi viry.

Obecné nemizeme predpovédét, ktery vektor a bunéény typ jsou nejvhodnéjsi pro konkrétni
genovy produkt. V&tsinou se zkousi nékolik kombinaci.

Eukarytotickka exprese obou glykoproteinti gE a gI

Kone&na struktura, kterou ziska Protein, zavisi na jeho primarni sekvenci aminokyselin, jeho
svinuti &i rozloZeni (folding), potranslaénich modifikacich atd. Dilezity faktor, ktery pfispiva ke
struktufe proteinu, je jeho interakce s jednim nebo vice jinymi proteiny. Zjistili jsme, Ze také
glykoprotein gE viru BHV-1 vytvafi komplex s pfinejmen$im jednim jinym glykoproteinem,
glykoproteinem gl viru BHV-1. Prvni zniamka takového komplexu se objevila v naSich
vysledcich s testovanymi anti-gE monoklonalnimi protilatkami (Mabs) 1, 51, 67, 75 a 78 (viz
tabulka 2). Tyto Mabs nereagovaly s Difivacem-1 ani s Lam gE’, ale také selhaly pfi rozeznani
3T3 bunék, exprimujicich glykoprotein gE. Aviak tyto Mabs reagovaly s gE-exprimujicimi 3T3
buiikami po infekei Difivacem-1, prokazujici, Ze pro tyto Mabs jsou potfebné dopliiujici faktory,
dodavajici glykoproteinu gE vlastni antigenni konformaci. V nékterych naSich radio-
imunoprecipitaénich pokusech s Mab 81 jsme nalezli koprecipitaci proteinu s molekulovou
vahou 63 kD. Vzhledem k faktu, Ze glykoprotein gE viru herpes simplex tvofi komplex
s proteinem se srovnatelnou molekulovou vahou (HSV1 glykoprotein gl), jsme usuzovali, Ze
glykoprotein gE viru BHV-1 tvofi komplex s homologem glykoproteinu gl viru BHV-1. Pro
studium tohoto komplexu gE/gl viru BHV-1 a pro produkci antigenu gE s vhodnou antigenni
strukturou jsme exprimovali oba glykoproteiny v jedné eukaryotické burice. PouZili jsme stejné
procedury, jaké byly popsany pro eukaryotickou expresi glykoproteinu gE samotného. Jediny
predpoklad navic je uziti expresnich vektort s odliSnymi eukaryotickymi selek&nimi markery.

Sérologické testy

Sérologické metody, vhodné pro rozliSovani mezi dobytkem, ockovanym Difivacem-1,
a dobytkem, infikovanym divokym typem viru BHV-1, na bazi protilatek proti gE jsou zaloZeny
na uziti monoklonalnich protilatek, namifenych proti gE. Tyto mohou byt uZity nasledujicimi
zpuisoby:

a) podle principu, ktery publikovali Van Oirschot et al. (Journal of Virological methods 22,
191-206, 1988). V této metodé ELISA pro detekci gl protilatek proti viru Aujeszkyho nemoci
jsou protilatky demonstrovany blokujicim d¢inkem na reakci dvou monoklonalnich protilatek
(Mabs), které maji dva odlisné epitopy na gl. Test se provadi nasledovné. Mikrotitra¢ni desticky
jsou potazeny (coated) Mab 1, pres noc pti 37 °C, a potom jsou uskladnény, napt. pii 4 °C nebo
pii -20 °C. Vy3etfované sérum je preinkubovano santigenem v oddélenych nepotaZenych
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mikrotitraénich desti¢kach, napf. 2 hodiny pfi 37 °C. Desti¢ky, potazené Mab 1 jsou promyty,
napf. Skrat, a poté je na tyto desti¢ky pfidana Mab 2, spojena s kienovou peroxidazou (HRPO).
Pak je na desti¢ky pfenesena preinkubovana smés sérum-protilatka, ve které jsou lokalizovany
dvé Mabs, vie nasledovano inkubaci, napf. 1 hodinu pii 37 °C. Desticky jsou pak odmyty a do
kazdé jamky je pfidan substrat. Po napf. 2 hodindch pfi pokojové teploté jsou desticky
hodnoceny spektrofotometricky. 4 negativni kontrolni séra a 4 sériova fedéni pozitivniho séra
jsou zahrnuta na kazdé desti¢ce. Sérum, které ma hodnotu optické denzity (OD) méné nez 50 %
primémné hodnoty OD 4 negativnich kontrolnich sér, ktera byla vySetfena na stejné desticce, se
povazuje za pozitivni.

b) Podle principu IDAS (Nepfimy sendvi¢ dvojité protilatky. Indirect Double Antibody
Sendwich). Zde jsou mikrotitrani desticky potazeny Mab nebo polyklonalnim sérem,
namifenym proti proteinu gE. Inkubace s gE-antigenem ma za nasledek navazani gE na potazené
jamky. Protilatky, specificky namifené proti gE, ve vySetfovaném bovinnim séru se potom vazou
na gE. Tyto navdzané protilatky jsou rozpoznany konjugatem anti-bovinniho imunoglobulinu.
Protilatky v tomto konjugatu jsou kovalentné vazany na enzym peroxidazu.

Nakonec je navazany konjugat zviditelnén pfidanim chromogenniho substratu. Specificita reakce
je kontrolovana provadénim stejné procedury s gE-negativni kontrolou misto pfipravku s
gE-antigenem. Na kazdé mikrotitracni destice jsou také pozitivni a negativni kontrolni séra.
Test je platny, jestli pozitivni sérum je pozitivni v urCitém fedéni. Sérum je pozitivni, jestlize
zaznamename OD, které je o 0,2 vy$§i, nez standardni negativni kontrolni sérum.

c) Podle principu IDAS, ktery je popsan v b), ale po inkubaci vySetfovaného séra, je pouzito
anti-gE Mab/HRPO misto konjugatu anti-bovinniho imunoglobulinu. Anti-gE peptidové sérum
nebo anti-gE polyklonalni sérum mize byt pouzito misto anti-gE Mab. Desti¢ky jsou promyty
a do kazdé jamky je pfidan chromogenni substrat. Po napf. 2 hodinach pfi pokojové teploté jsou
destic¢ky odeéteny spektrofotometricky. Kazda desti¢ka obsahuje Ctyfi negativni kontrolni séra
a Ctyfi fadova fedéni pozitivniho séra. Sérum, které ma hodnotu OD mensi nez 50 % primérné
hodnoty OD 4 negativnich kontrolnich sér, vySetfenych na stejné destice, je povazovano za
pozitivni.

d) Podle principu blokujici ELISA, kdy je virovym antigenem, ktery miiZze nebo nemusi byt
purifikovén, pfes noc potaZena mikrotitracni desticka. Na téchto destickach je vySetfované sérum
inkubovano po napi. 2 hodiny nebo déle pfi teplote¢ 37 °C. Po promyvaci proceduie je na
desti¢ky ptidana anti-gE Mab a nasleduje inkubace napf. 1 hodinu pfi 37 °C. Misto anti-gE Mab
muZe byt pouZito anti-gE peptidové sérum nebo anti-gE polyklonalni sérum. Desticky jsou
promyty a do kazdé jamky je pfidan chromogenni substrat. Po napf. 2 hodinach pfi pokojové
teploté jsou desticky spektrofotometricky hodnoceny. Kazdé desticka obsahuje Etyfi negativni
kontrolni séra a ¢tyfi fadova fedéni pozitivniho séra. Sérum, které ma hodnotu OD mensi nez
50 % primeéru hodnot OD &tyfech negativnich kontrolnich sér, vySetfenych na stejné desticce, je
povazovano za pozitivni.

Ve viech vySe popsanych Upravach mize byt pouzit konvenéné vypéstovany virovy antigen,
ktery obsahuje gE, ale stejné tak gE-antigen, ktery je exprimovan prokaryoty nebo eukaryoty.
Nebo by mohly byt pouzity misto konvenéniho antigenu ve vySe popsanych diagnostickych
testech oligopeptidy, zalozené na sekvenci gE viru BHV-1. Navic by takové polypeptidy mohly
byt pouzity pro vyvoj takzvanych "cow-side" testd podle principu, ktery popsali Kemp et al,,
Science 241, 1352-1354, 1988. Takovy test by pak byl zaloZen na vazbé antigenni sekvence
oligopeptidu s protilatkami, namifenymi proti gE, pfitomnymi v infikovanych zvifatech. Pro
takovy test by mél byt oligopeptid spojen s Mab, namifenou proti bovinnim erytrocytim.
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Analyza nukleovych kyselin uzitim polymerazové fetézové reakce

Oligonukleotidy (sondy a primery) mohou byt pouZity napfiklad v polymerazové fetézové reakci,
abychom rozli$ili otkovana a infikovand zvifata. Polymerazova fetézova reakce (PCR) je
technika, pomoci niz nukleové kyseliny patogenu mohou byt v kratkém Case milionkrat
namnozeny (De polymerase kettingreactie, P. F. Hilderink, J. A. Wagenaar, J. W. B. van der
Giessen and B. AM. van der Zeijst, 1990, Tijdschrift voor Diergeneeskunde deel 115,
1111-1117). Oligonukleotidy gE mohou byt vybrany tak, Ze v genomu pozitivnim v gE se tvori
odlisny produkt nez v genomu negativnim v gE. Vyhoda toho je, Ze také zvife, které bylo
otkovano gE deleni vakcinou, dava pozitivni signal v PCR testu. AvSak tento pfistup zvisi na
ptitomnosti virovych nukleovych kyselin ve vzorku, napf. krvi, pochazejici z testovaného zvifete.

Po akutni BHV-1 infekei je velka $ance, Ze nukleové kyseliny, specifické pro BHV-1, mohou byt
prokazany v krvi, ale zatim je$t¢ nebylo zjisténo, zda nukleové kyseliny BHV-1 mohou byt
prokazany v krvi také béhem latence.

Uziti BHV-1 jako vektoru

Pro expresi heterolognich genti v genomu BHV-1 je nezbytné mit k dispozici pfesné informace
o oblasti, kam ma byt vloZen heterologni gen. Nemélo by dojit k Zddnému poruseni nezbytnych
sekvenci a také regulaéni sekvence musi byt dostupné pro expresi heterologniho genu. V zdsadé
je gen pro glykoprotein gE vhodny mistem pro expresi heterolognich gend, gE-gen neni
nezbytny, proto neni namitek k jeho nahraZeni heterolognim genem. Tudiz heterologni gen miZze
byt umistén tak, Ze bude pod vlivem regulagnich sekvenci genu gE. AvSak neni nezbytné pouZit
reguladni sekvence gE genu. Exprese heterolognich genii mize byt fizena eventudlng jinymi,
napt. silnéj3imi regulatnimi sekvencemi odlidnych geni. Je také moZné pfipojit heterologni gen
k exportnimu signalnimu peptidu genu gE, takie muZe byt ovlivnéna sekrece produktu
heterologniho genu. Je tedy jasné, Ze detailni znalost genu a proteinu gE poskytuje moZnost
vyuzit BHV-1 jako vektoru. Vyvinuté vektory mohou navic byt sérologicky odliSeny od
divokého typu. Konstrukce mutanti BHV-1, které exprimuji heterologni geny, muZze byt
provedena stejnym zpisobem, jako konstrukce gE dele¢nich mutanti, ukazana v pfikladech.
Aviak deleéni fragmenty by pak mély byt nahrazeny fragmentem, na kterém je lokalizovan
heterologni gen v misté delece.

Piiklady provedeni vynilezu

1) Izolace a identifikace pfirodniho gE dele¢niho mutantu
a) Izolace pfirodniho mutantu

Genomickd DNA byla izolovana ztady konven&n& atenuovanych vakcin podle standardnich
metod a analyzovana uzitim restrikénich enzymi. Konkrétné jsme pétrali po genomickych
odchylkéach, které by byly vhodné pro rozliseni od divokého typu BHV-1.

Konkrétn& byla pozornost namitena na oblast U; genomu viru BHV-1, protoZe v této oblasti -
analogicky s virem herpes simplex - je pravdépodobné lokalizovana fada gen, kodujicich
neesencialni glykoproteiny (Identification of a herpes simplex virus 1 gylcoprotein gene within
a gene cluster dispensable for growth in cell culture, R. Longnecker, S. Chatterjee, R. J. Whitley
a B. Roizman (1987), Proc. Natl. Acad. Sci. 84, 4303-4307).

Po velkém podtu pasazi na buikich bovinni embryonalni ledviny a butikich bovinni embryonalni

trachey (Ebtr) bylo prokazano, ¥e soubor vakcin BHV-1, pochézejici z Univerzity Zahieb,
Jugoslavie (Lugovic et al., Veterinarski Arhiv 55, 241-245, 1985), ma kromé& normalni Uj oblasti

-10 -



10

15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 283283 Bé6

také odlisnou U, oblast. Tato vakcina nadto vytvafela jak velké, tak i malé plaky na Ebtr
buiikich. Z této smiSené populace byl tfemi koneénymi fedicimi kroky izolovan virus
s odchylnou Us oblasti, kdyZ byly pokazdé vybrany malé plaky. Virus, izolovany touto cestou,
byl dile zkouman a nazvan Difivac-1. Byl uloZen v Institut Pasteur, Pafiz, Francie, 27. kvétna
1992, pod ¢&islem [-1213.

b) Identifikace delece v genu gE viru Difivac-1

K dalsi analyze této odchylky v oblasti U byla izolovana genomickd DNA viru Difivac-1 podle
standardnich metod a podrobena analyze pfenosem (blotem) dle Southerna (Obr. 1A).
Hybridizace tohoto blotu s **P znatenym HindIIl K fragmentem divokého typu potvrdila, Ze
tento fragment, lokalizovany centraln€ v U; oblasti, je asi o 1.0 kilobaze (kb) krat3i v Difivac-1.
Navic byla touto analyzou pfiblizné zjisténa pozice chybé&jici Casti (Obr. 18). K dalsi analyze této
delece byla izolovana U, oblast divokého typu BHV-1 kmene Lam aklonovéana
v prokaryotickych vektorech. Nakonec byla izolovdna podle standardnich metod genomicka
DNA kmene Lam (Obr. 2A) a klonovana ve vektorech pUC18, pACYC a pBR322 (Obr. 2B).
Byla vytvofena fyzikalni mapa oblasti okolo predpoklddaného mista delece (Obr.2C). Na
zakladé této fyzikalni mapy byly konstruovany ve vektorech pKUN19 a pUC18 subklony,
vhodné pro ureni nukleotidové sekvence této oblasti (Obr. 2D). Pouzitim té€chto subkloni byla
uréena Sangerovou metodou nukleotidovd sekvence obou fetézct celé oblasti (ukdzano na
obr. 2C). Tato nukleotidova sekvence (SEQ ID NO:1) byla analyzovana uzitim programu
PC/Gene. Na zékladé pocitatové translace se ukazalo, ze nukleotidy (nt) 168 az 1893 koduji
otevieny ¢teci ramec 575 aminokyselin (Obr. 3A). Dalsi analyza ukézala, Ze tato sekvence
aminokyselin ma charakteristiku transmembranového glykoproteinu, jak je ukazano na obr. 38.
Faktem je, Ze oblast prvnich 26 aminokyselin (aa) je rozpoznavéana jako typicky eukaryoticky
exportni signal a oblast mezi aa 423 aaa 450 je rozpoznavana jako transmembranova oblast.
Navic se v této sekvenci objevila tfi potencidlni N- glykosyla¢ni mista. Takto pfedpovézena
sekvence aminokyselin vykazuje jasnou podobnost s genem pro glykoprotein gE viru herpes
simlex (HSV); viz obr. 4A a 48. Tyto a jiné podobnosti opraviiuji zavér, ze nalezeny gen je gE
homolog viru BHV-1. Z tohoto divodu je gen nazyvan gE. K urCeni toho, do jaké miry chybi
tento gE-gen viru BHV-1 ve viru Difivac-1, byl izolovan fragment p318. Fragment p318 zacina
v Alul misté 55 nt pfed otevienym ¢tecim ramcem predpokladaného gE a konéi 133 nt za nim.
S timto p318 fragmentem byla analyzovéana uzitim Southernovy hybridizace genomicka DNA
viru Difivac-1. Tak se zjistilo, ze Difivac-1 neobsahuje Zadnou p318 detekovatelnou sekvenci
(Obr. 5). Tento experiment potvrdil, Zze Difivac-1 obsahuje deleci a jasné demonstruje, Ze tato
delece zaujimé cely gen gE.

K uréeni velikosti a pozice deletované oblasti byly v prokaryotickych vektorech klonovany
genomické sekvence, pokryvajici oblast U viru Difivac-1, viz obr. 11C. EcoRI fragment
o velikosti 14,5 kb byl klonovan ve vektoru pACYC a pojmenovan p775. Hindlll fragment
o velikosti 7,4 byl nazavisle klonovan ve vektoru pUC18 anazvan p728. Z klonu p728 byly
izolovany dva subklony: Pstl fragment velikosti 1,4 kb v klonu p737 a Alul-Pstl fragment
velikosti 350bp v klonu p754. Analyza téchto klonil restrik¢nimi enzymy a bloty dle Southerna
(data nejsou ukazana) dokazala, ze delece gE v Difivac-1 je 2,7 kb dlouhd, zacind pravé od
5'konce genu gE akon&i na hranici Us oblasti. Téchto 2, 7 kb je nahrazeno duplikaci 1 kb
segmentu, lokalizovaného v oblasti U opaéné k genu gE, jako aberantni extenze opakované
(repeat) oblasti, viz obr. 118. K potvrzeni vysledkii této analyzy ak ureni presného mista
rekombinace byla urlena nukleotidova sekvence vétsi ¢ésti inzertu klonu p754 asrovnana se
sekvencemi divokého typu, viz obr. 12. Tato analyza ukéazala, Ze misto rekombinace je
lokalizovano 77 bp protismérné (upstream) od pocate¢niho kodonu genu gE.
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¢) Hodnoceni bezpegnosti a uinnosti viru Difivac-1

Difivac-1 byl testovan v BHV-1 séronegativnich telatech, starych 7 tydnt, neobsahujicich
specificky patogen. 8 telat bylo intranazaln€ ockovano 10° TCIDs, po 2 ml, kazdému byl
rozprasen 1 ml do kazdé nozdry. 8 BHV-1 séronegativnim telatiim, starym 7 tydnu, bez prikazu
specifického patogenu, kterd byla umisténa v oddélené izola¢ni jednotce, byly intranazalné
podany 2 ml média skulturou aslouzila jako neotkované kontroly. 5 tydnt po vakcinaci
vakcinovana a kontrolni telata byla intranazalné testovana 10" TCIDs, vysoce virulentniho
kmene BHV-1 Iowa. 6 tydni po testu viechna telata byla oSetfena intramuskularné
Dexamethasonem po 5 dni za udelem reaktivovat pfedpokladany latentni virus. Byly
monitorovany klinické pfiznaky, rektalni teploty atélesny rist. Z nazilnich vytéra byly
provadény izolace viru, v séru byly urovany titry neutraliza¢nich protilatek.

Chovani, chut’ k jidlu, rektalni teploty atempo ristu telat zistalo po vakcinaci normalni, ale
vakcinovana telata méla trochu serézni vytok z nosu a mirn& zvy3ené slinéni. Nebyla pozorovana
poskozeni nazalni sliznice. Po vakcinaci byl Difivac-1 vylu¢ovan z nazalnich vytéri (obr. 17).
Viechna otkovana telata produkovala neutralizaéni protilatky k BHV-1.

Po testu viechna neotkovana kontrolni telata vykazovala apatii, ztratu chutg k jidlu, o¢ni a nosni
vytok, zarudnuti dasn& dolni &elisti, vaZzna poSkozeni nosni sliznice az do 14 dni po testu
a zastavu ristu o 4 dny. O¢kovana telata méla mala, rychle se hojici poSkozeni nosni sliznice
a neméla zpomaleny rist. Denni klinické vysledky, rektalni teplota a riistovy vyvoj po testu jsou
udany na obrazcich 18, 19 a 20. Po testu vyluCovala virus nosem v3echna telata, ale mnoZstvi
a doba exkrece viru byla u oZkovanych telat znatelné sniZena (obr. 21). U o€kovanych telat se
vyvinula sekundarni protilatkova odpovéd’ a viechna neofkované telata produkovala protilatky
po testu.

Po reaktivaci byl testujici virus izolovan z jednoho olkovaného telete az5 neotkovanych.
Difivac-1 nemohl byt reaktivovan.

Vyie uvedené vysledky demonstruji, ze Difivac-1 stézi vyvolal jakykoliv pfiznak nemoci u
mladych telat anebyl schopny reaktivace. Difivac-1 znaén& sniZil véaZnost onemocnéni
a intenzitu exkrece viru po testu.

Lze uzaviit, e Difivac-1 je bezpeéna a U&inna vakcina, ktera miZe byt uzita u dobytka proti
infekcim BHV-1.

2) Konstrukce rekombinantnich gE dele¢nich mutantl viru BHV-1

Aby byly k dispozici odlisitelné vakciny BHV-1, které jsou molekularné lépe definovéany neZ
Difivac-1 akteré, pokud by byl takovy pozadavek, obsahuji deleci napf. v genu pro
thymidinkinazu kromé delece v gE genu, byly kromé Difivac-1 vytvofeny rekombinantni gE
dele¢ni mutanty, gE deledni fragmenty mohly byt vytvofeny za ptedpokladu urgeni polohy genu
pro glykoprotein gE a pouZitim klonovanych fragmenti DNA, které ohraniCuji (flank) gE gen.
Uzitim standardni techniky (F. L. Graham a A. J. van der Eb, 1973, Virology 52, 456-467) mohl
byt tento deledni fragment vloZen do genomu divokého typu viru BHV-1, coZ vedlo k vytvofeni
gE dele¢niho mutantu.

a) Konstrukce gE dele¢niho fragmentu
Ke konstrukci gE deledniho fragmentu byl vybran fragment, ktery na jedné stran& postrada celou
sekvenci gE ana druhé strané obsahuje dostateénou ohranidujici (flanking) sekvenci, aby

dovolila rekombinaci s genomem divokého typu. Na 5' (upstream) konci byl vybrén fragment
Pstl-Asull, veliky 1,2 kb, ktery konéi 18 nukleotidii pfed po¢ate¢nim kodénem gE genu. Na 3’
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(downstream) konci byl vybran 1,2 kb EcoNI-Dral fragment, ktery za¢ina 2 nt pted koncovym
kodénem gE genu (obr. 6).

K vytvofeni gE deleéniho fragmentu byl v Smal a Pstl mist¢ plazmidu pUC18 subklonovan
1,4 kb Pstl-Smal fragment, pochazejici z 8,4 kb HindIll K fragmentu BHV-1 kmene Lam,
lokalizovany v 5' misté genu gE. Tento klon byl nazvan p515. EcoNI-Smal fragment, lokali-
zovany ve 3' mist& gE, pochazejici ze 4,1 kb HindIlI-EcoRI klonu, byl klonovan v unikatnim
Asull mist¢ p515. Takto byla dovrSena konstrukce dele¢niho fragmentu gE aklon takto
vytvofeny byl nazvan p519. A¢koliv by v principu cely Pstl-Smal inzert p5S19 mohl byt uzit jako
gE deledni fragment, nelze to doporucit. Fakt je, ze Pstl-Smal zasahuje pfiblizné 100-150 bp do
opakované sekvence, ktera ohranicuje oblast Us. Tento isek 100-150 bp by mohl rekombinovat
s opakovanou sekvenci na jedné strané Us oblasti, kde neni lokalizovan gen gE, a mohl by tak
poskytovat neziddouci rekombinacni produkty. Z tohoto divodu byl pro rekombina¢ni pokus
vybran Pstl-Dral fragment, takze 100 bp opakované sekvence bylo odstranéno.

b) rekombinace gE dele¢niho fragmentu s genomem divokého typu viru BHV-1

Aby se uskutednila rekombinace mezi vytvofenym gE deleénim fragmentem a genomem
divokého typu BHV-1, kotransfekce bunék embryonalni bovinni trachey (Ebtr) mikrogramovym
mnoZstvim obou DNA molekul se provadi podle standardni metody, kterou popsali F. L. Graham
a A. J. van der Eb (1973, Virology 52, 456-467). Bunééné mechanismy rekombinace vedou
k rekombinaci malého procenta DNA molekul (2-4 %), které byly pfijaty burikami. K selekci
rekombinovanych gE dele¢nich mutantd je virova smés, kterd vznikne po transfekci, vyseta na
tkafiovou kulturu Ebtr. Ve vétsiné pfipadd takto vzniknou oddélené virové populace (plaky),
které pochazeji z jednoho viru. K izolaci gE dele¢nich mutanti BHV-1 kmene Lam bylo 230
téchto plakd izolovano a vySetieno podle standardnich imunologickych metod s BHV-1
specifickymi monoklonalnimi protilatkami (Mabs), které nereaguji s burikami infikovanymi
Difivac-1. Tyto Mabs jsou namifeny pfimo proti glykoproteinu gE. 5 z 230 plakid nereagovalo
s témito Mabs. Déle byla vy3etfovana také DNA téchto plaki.

c¢) DNA analyza vytvoienych gE dele¢nich mutanti viru BHV-1 kmene Lam

DNA, izolované ze 3 (1B7, 1B8 a 2H10) vySe zminénych 5 moznych gE dele¢nich mutantu, byly
dale vySetfovany pouzitim standardni techniky blotu dle Southerna (Sambrook et al., 1989).
Dvojité Sté€peni téchto DNA s Pstl a Dral, nasledované gelovou elektroforézou a hybridizaci
Southernova blotu s2,3 kb Pstl-Dral dele¢nim fragmentem jako sondou ukazuje, ze gen gE
genomu virové populace 1B7 a 1B8 byl poZadovanym zplisobem piesné odstranén, viz obr. 7A
a 7B. Populace 2H10 ma odlisny Pstl-Dral fragment. Hybridizace Southernovych blotd s
gE-specifickou sondou ukazuji, Zze Zadné gE sekvence nejsou lokalizovany v jakémkoliv ze. tii
DNA izolati (vysledky nejsou ukazany). BHV-1 virové populace 1B7 a 1B8 jsou zamyslené
rekombinantni gE dele¢ni mutanty. Populace 1B7 viru BHV-1 byla testovana na vlastnosti
vakeiny.

d) Vytvofeni dvojitych deleénich mutant thymidinkinaza/gE

ProtoZe rekombinantni dele¢ni mutanty BHV-1 s deleci pouze v jednom genu by nemusely mit
dostate¢né redukovanou virulenci, byly také zvazovany delece v thymidinkinazovém (TK) genu
BHV-1 kmene Lam a Harberink. Tyto mutanty byly vytvofeny analognim zpisobem k vyse
zminénému zpusobu, pouzitému pro gE deleni mutanty (vysledky nejsou ukazany). Tyto TK
dele¢ni mutanty byly pouzity k vytvofeni TK/gE dvojitych dele¢nich mutantd.
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e) Vytvofeni dvojitych glykoprotein gl/glykoprotein gE dele¢nich mutanti

Protoze dobytek, otkovany jednoduchym gE dele¢nim mutantem, muZe produkovat anti-gl
protilatky, které mohou interferovat s detekci protilatek anti gl/gE (diskutovano nize), vynalezli
jsme také vakcinu s gl/gE dvojitou deleci. Takovy gl/gE dvojity dele¢ni mutant mize byt
vytvofen pouZitim stejnych procedur, pouzitych ke konstrukci gE jednoduchého dele¢niho
mutantu. Césteéna nukleotidova sekvenéni analyza protismémého (upstream) konce 1,8 kb Pstl
fragmentu - ktery pokryva 5' konec gE genu - odkryla otevieny Cteci ramec $ Vyznamnou
homologii ke gl homologiim, nalezenym u jinych herpesvird, viz obrazky 13 a 14. UZitim 350 bp
Smal-Pstl fragmentu, ktery zahrnuje pfedpokladany konec gl genu, a EcoNI-Smal fragmentu,
lokalizovaného po sméru (downstream) od genu gE, miZe byt vytvoren gl/gE delecni fragment.
Tento fragment miize rekombinovat s genomem divokého typu za vzniku gl/gE deleniho
mutantu BHV-1, viz obrazek 16. 80-90 aminokyselin, které - teoreticky - mohou je3t€ vznikat,
nebude schopno vytvotit protilatky, které mohou interferovat s detekei anti-gl/gE protilatek.
Dalsi sekvenéni analyza genu gl umozni vytvofeni gl delece, ktera pokryje kompletni kodujici
oblast gl. Tento gl/gE dvojity dele¢ni mutant byl pojmenovan Difivac-IE.

f) Hodnoceni bezpe&nosti a Giginnosti mutantii Lam gE” a Lam gE" , TK

Vlastnosti vakciny Lam gE aLam gE ,TK mutantnich kmeni BHV-1 byly testovany na
telatech, starych 7 tydnt. BHV-1 séronegativnich, neobsahujicich specificky patogen. Kazdy
mutantni kmen byl intranazalné rozpraSen 6 telatim. Kazdému teleti byla dana celkova davka
10° TCIDso ve 2 ml média s kulturou, do kazdé nozdry byl rozprasen 1 ml. Jinym 6 telatim bylo
intranazalné vstiiknuto tkafiové médium bez viru a slouZila jako neotkované kontroly. 5 tydna
po vakcinaci vechna telata, vakcinovana a kontrolni, byla intranaziln€ testovana s 10" TCIDs,
vysoce virulentniho kmene BHV-1 lowa. Po ofkovani a po testu byly monitorovany klinické
ptiznaky, rektalni teploty a t€lesna véaha.

Chovani, chut’ k jidlu, rektilni teploty atempo ristu u telat po vakcinaci zistaly normlni.
Sérézni nazalni vytok a mala poSkozeni nazélni sliznice byly pozorovany u v3ech ockovanych
telat. Virus mohl byt izolovéan z nosii o¢kovanych telat po pfiblizn€¢ 7 dni (tabulka 1).

Po testu viechna neotkovana kontrolni telata vykazovala apatii, ztratu chuté k jidlu, o¢ni a nosni
vytok, zarudnuti dasné dolni Zelisti, vazna poskozeni nosni sliznice a byl zpomalen rist. V3echna
telata o¢kovana Lam gE ,TK'méla n&jaky nosni vytok a men3i poSkozeni nosni sliznice. Ne
viechna telata o¢kovana Lam gE” méla nosni vytok nebo poskozeni nosni sliznice. Apatie, ztrata
chuti k jidlu nebo jiné klinické pfiznaky onemocnéni u otkovanych telat nebyly pozorovéany.
Rektalni teplota, riist a klinické vysledky po testu jsou ukazany na obr. 22, 23 a 24. Neotkovana
telata vylu€ovala virus nosem dvakrat déle nez o¢kovana telata (tabulka 1).

Vyse uvedené vysledky prokazuji, Ze mutantni kmeny Lam gE" a Lam gE", TK" viru BHV-1 sotva
vyvolaly jakykoliv pfiznak nemoci u mladych telat. Oba mutantni kmeny zamezily nemoci po
testu a snizily obdobi nazalniho vylu€ovani viru o 50 %.

Mutantni kmeny Lam gE™ a Lam gE ,TK" viru BHV-1 jsou bezpetné a ii¢inné pro uZiti jako
vakcina u dobytka proti BHV-1 infekcim.

3) Prokaryoticka exprese gE

K prokaryotické expresi genu pro glykoprotein gE viru BHV-1 byly vytvofeny vektory, zalozene
na dosud uzivanych expresnich vektorech pGEX (D. B. Smith a K. S. Johnson, Gene 67 (1988)
31-40). Vektory pGEX kéduji bilkovinny nosi¢ glutathion S-transferazu (GST) ze Schistosoma
japonicum, ktery je pod vlivem promotoru tac, ktery miZe byt indukovén k expresi
isopropylthiogalaktosidem (IPTG). Pfiklad GST-gE fiizovaného proteinu je produkt konstruktu
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pGEX-2T600s3 (obr. 8A). V tomto konstruktu byl pouzitim standardnich molekuldrné-
biologickych technik (Sambrook et al. 1989) 600 bp velky Smal fragment, ktery kéduje
N-terminalni oblast 200 aminokyselin gE proteinu, pfipojen za gen GST. Tento konstrukt byl
navrzen ve tfech variantach, pokazdé s odlisnym &tecim ramcem 600 bp fragmentu, ktery byl
pfipojen k GST. V3echny 3 konstrukty byly zavedeny do Escherichia coli, kmene DH5a,
indukovany s IPTG a vytvofené proteiny byly pfeneseny na nitrocelulézu po elektroforéze na
polyakrylamidovém gelu pomoci Western blottingu. Imunologickd detekce s anti-GST
protilatkami prokazala, Ze pouze vlastni &teci ramec (€. 3), ktery kéduje proteinovou oblast gE,
vede k expresi flizovaného proteinu pfedpokladané velikosti 27k (GST) + 20k (gE) = 47 k. Tti
zMabs nami izolovanych, které nereaguji s Difivac-1, rozeznavaji 47 kD GST-gE fhzovany
protein ve Western blotu; viz obrazek 8B.

4) Eukaryoticka exprese genu pro glykoprotein gE

Pro eukaryotickou expresi genu pro glykoprotein gE byl jiz dfive inter alia vybran vektor
pEVHis. Vektor pEVHis ma jako eukaryoticky marker gen HisD, kédujici histidinol dehy-
drogenazu [EC 1.1.1.23] (C. Hartmann a R. Mulligan, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85,
8047-8051), ktery umoZiiuje burikam pfezit toxickou koncentraci 2,5 mM histidinolu. Vektor
navic obsahuje promotorovou oblast bezprostfedniho ¢asného genu lidského cytomegaloviru
(HCMV) s unikatnimi restrikénimi misty, lokalizovanymi za nim. K vytvofeni pEVHis/gE
expresniho vektoru byl pouzit fragment, zahrnujici celou kodujici oblast genu pro glykoprotein
gE. Zagind v Alul mist€ 55 bp pfed predpokladanym otevienym ¢&tecim ramcem gE a konci
133 bp za nim. Tato oblast byla klonovana za HCMV promotor vektoru pEVHis, pomoci néhoz
byl vytvofen konstrukt pEVHis/gE (obr. 9). pEVHis/gE byl pomnoZen v burikich DH5a E. coli
a pfedidtén pomoci cesiumchloridového gradientu (Sambrook et al., 1989). Tato purifikovana
DNA byla transfekovana do Balb/C-3T3 bunék podle metody Grahama avan der Eba.
Transformované butiky byly selektovany histidinolem, po jehoz aplikaci bylo izolovano 20
histidinolrezistentnich kolonii. Tyto kolonie byly vySetfeny s Mab 81 pomoci imunologického
testu s peroxidazou na monovrstvé (Immuno Peroxidase Monolayer Assay - IPMA). Ve &tyfech
koloniich byla prokazina exprese proteinu gE. Z téchto ¢tyf kolonii byly pouzity buriky 3T3 gE
klon 9 kizolaci subklonu, ktery mél vysokou expresi gE. Klon, izolovany touto metodou
(nazvany 3T3gE 9, 5), byl pouzit k bliz§imu uréeni moznych anti-gE monoklonalnich protilatek.

5) Eukaryoticka exprese obou glykoproteinii gE a gl viru BHV-1 ve stejné buiice

K expresi glykoproteinu gl viru BHV-1 ve stejné buiice spoleéné s glykoproteinem gE viru
BHV-1 jsme nejdfive uréili pfedpokladanou pozici genu gl ve viru BHV-1. ProtoZe gen pro
glykoprotein gl viru herpes simplex je lokalizovan pravé protismémeé od genu pro glykoprotein
gE, dalo se pfedpokladat, ze gen gl BHV-1 by mohl byt lokalizovan v odpovidajici pozici. Aby
se toto prokazalo, byla urena sekvence oblasti 283 nukleotidii, lokalizovana piiblizné 1 kb
protismérné od zacatku genu gE viru BHV-1. Teoreticka translace této oblasti ukézala, ze druhy
Cteci ramec koduje 94 aminokyselin a jejich sekvence je homologni s glykoproteinem gl viru
herpes simplex (obrazky 13 a 14). Protoze homologni segment je asi 80 aminokyselin od
pocate¢niho kodénu, pfedpokladany zacatek otevieného ¢teciho ramce genu gl viru BHV-1 mize
byt asi 250 nt protismémé od sekvenované oblasti. Z tohoto bylo odvozeno, Zze 1,7 kb Smal
fragment, ktery zalina 400 nt protismérné od sekvenované oblasti a konci v genu gE, by mohl
obsahovat kompletni kédujici oblast genu gl viru BHV-1. Tento 1,7 kb Smal fragment byl
klonovan v eukaryotickém vektoru MSV-neo (viz obr. 15). Tento vektor obsahuje silny promotor
viru my3iho sarkomu a selekéni gen neo, ktery koduje rezistenci proti antibiotiku G-418 sulfatu
Geneticin. Vysledny konstrukt MSVneoGI byl mnoZen v buiikich E. coli DHSa a byl
transfekovan do 3T3gE 9, 5 bunék pouzitim metod Grahama a van der Eba. Transfekované
buiiky byly selektovany v tkdfiovém médiu s 400 pug Geneticinu/ml a rezistentni kolonie byly
izolovany a testovany s moZnymi anti-gE Mabs, které selhaly v reakci s 3T3gE 9,5 buiikami.

-15-



10

15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 283283 B6

Z toho jsme vybrali 3T3gE/gl R20 klon, ktery reagoval napf. s Mab 66 a také s divokym typem
BHV-1.

6) Charakterizace moznych anti-gE monoklonélnich protilatek (Mabs)

Mabs byly produkovany proti divokému typu viru BHV-1 a selektovany pro jejich neschopnost
reagovat s buitkami embryonalni bovinni trachey (Ebtr), infikovanymi virem Difivac-1. Tyto
Mabs byly vySetfeny na reaktivitu s

a) Lam gE dele¢nim mutantem;

b) s vyse popsanym prokaryotickym expresnim produktem ve Western blotu;
c) s vy3e popsanymi gE-expresnimi butikami Balb/c-3T3;

d) buiikami, zminénymi za c) a infikovanymi Difivac-1,a

e) Balb/c-3T3 builkami, exprimujicimi gE/gl komplex.

Pro reaktivitu, testovanou v a), c), d) ae), byl pouZit test imunoperoxiddzové monovrstvy
(IPMA). Vysledky v tabulce 2 ukazuji, Ze se vytvafely Mabs, které byly namifené proti gE (Zisla
2,3, 4, 52, 66, 68, 72 a 81) a Mabs (&isla 1, 51, 53, 67, 75 a 78), které mohou byt mifeny proti
strukturdlnim antigennim doménim na gE/gl komplexu. Antigenni domény, rozeznavané
riznymi Mabs pii kompetitivni IPMA, indikovaly, Ze pfinejmenSim 4 antigenni domény jsou
ptitomny na glykoproteinu gE a Ze jedna doména je pravdépodobné tvofena komplexem gE/gl
(tabulka 2).

Detekce protilatek anti-gE u dobytka, infikovaného BHV-1 K vy3etteni toho, zda jsou v séru
infikovaného dobytka ptitomny protilatky proti gE, byl pouzit nepfimy blokujici test [IPMA se 16
moznymi gE-Mabs a nasledujicimi 8 vybranymi séry:

- 2 séra hovéziho dobytka, oCkovaného Difivac-1 atestovaného virulentnim kmenem lowa,
ktera byla sbirana 14 dni po testu;

- 2 séra hovéziho dobytka, experimentalng infikovaného virem BHV-1 subtypem 1, ktera byla
sbirana 20 mésict po infekci.

Jedno zviie bylo infikovano kontaktni expozici;

- 2 séra hovéziho dobytka, experimentalné infikovaného virem BHV-1 subtypem 2b, ktera byla
sbirana 20 mésici po infekci. Jedno zvife bylo infikovano kontaktni expozici;

- sérum telete bez specifického patogenu, olkovaného ts mutantni vakcinou a testovaného 3
tydny pozdé&ji virem BHV-1 subtypem 2b, které bylo sbirano 7 tydni po testu;

- sérum gnotobiotického telete, otkovaného ts mutantni vakcinou atestovaného 3 tydny
pozdé&ji virem BHV-1 subtypem 2b, které bylo sbirano 7 tydnua po testu.

Tabulka 2 ukazuje, ze viechna tato séra obsahovala protilatky proti antigennim doménam Ill a IV
na gE a proti antigenni domén& 1, ktera je pravdépodobné lokalizovina na komplexu gE/gl.
Muzeme uzaviit, ze gE se jevi byt vhodnym sérologickym markerem pro rozliSeni mezi
dobytkem, infikovanym BHV-1, a dobytkem otkovanym.
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7) Detekce BHV-1 nukleovych kyselin pomoci procedury PCR a primert, specifickych pro gE
viru BHV-1

Na zakladé uréené nukleotidové sekvence genu gE viru BHV-1 byl vybran par primert, vhodny
pro PCR uZitim programu na vybér primert od Loweho et al. (T. Lowe. J. Sharefkin, S. Oi Yang
a C. W. Dieffenbach, 1990, Nucleic Acids Res. 18, 1757-1761). Tyto primery byly nazvéany P;
a P, a jsou ukazény na obr. 10. Primery jsou lokalizovany 159 nt od sebe a vedou k amplifikaci
fragmentu 200 nt. PouZitim primert P; a P4 a izolované DNA viru BHV-1 byly optimalizovany
podminky pro metodu PCR. To znamena obzvlasté variace v koncentraci MgCl,, koncentraci
glycerolu av podminkdch pro cyklovani. Byl nalezen optimélni pufr pro uziti P; aP,
k amplifikaci DNA BHV-1, jeho slozeni je 10 mM Tris pH 8,0, 50 mM KCI, 0,01% Zelatina,
2,6 mM MgCl, a 20% glycerol. Optimalni podminky pro cyklovéani (Perkin Elmer Cetus DNA
Thermal Cycler) jsou pro cykly 1-5:1 min. 98 °C, 30 sec. 55 °C a 45 sec. 72 °C a pro cykly 6-
35:30 sec. 96 °C, 30 sec. 55 °C a 45 sec. 72 °C. Po amplifikaci PCR byl ziskany DNA fragment,
dlouhy 200 nt, podroben elektroforéze ve 2% agardézovém gelu, pfenesen blotovanim na
nitroceluldzu a nasledné podroben analyze Southernovou hybridizaci. Zna¢ena sonda 2p 4CTP,
pouzita k Southernové analyze, je 137 bp Taql fragment, ktery je lokalizovan mezi misty, kam se
vazou primery (obr. 10). Po autoradiografii hybridizovaného filtru mize byt pozorovan prouzek,
odpovidajici délce 200 bp. Tato amplifikace pouhych 10 BHV-1 genomi (pfibl. 1,5 x 10" ug
DNA) vede k dostateéné detekovatelnému signalu (vysledek neni ukazan). Srovnatelnym
zplsobem byla vyvinuta metoda PCR, pouZivajici primery, které jsou zaloZzeny na kodujici
sekvenci glykoproteinu glIl viru BHV-1 (D. R. Fitzpatrick, L. A. Babiuk a T. Zamb, 1989,
Virology 173, 46-57). Aby bylo mozné rozlisit mezi DNA divokého typu BHV-1 a gE dele¢ni
mutantni vakcinou, oba DNA vzorky byly podrobeny obéma PCR analyzam - specifické pro gE

a specifické pro glIl. V takovém testu byl nalezen izolat DNA Difivac-1 glIl pozitivni a gE
negativni.

ProtoZe detekce DNA viru BHV-1 v by¢im semenu bude duleZitym vyuZitim BHV-1 specifické
PCR procedury, byla pokusné provedena PCR, specificka pro gE, na by¢im semenu, infikovaném
BHV-1. Aviak neznamé komponenty v semenu maji silny inhibi€ni G¢inek na polymerazovou
fetézovou reakci. Proto byl vyvinut protokol k izolaci DNA BHV-1 z by¢iho semene. K izolaci
DNA z by¢iho semene je 30 pl semene inkubovéno s 1 mg/ml proteinazy K (pK) v celkovém
objemu 300 pul 0,15M NacCl, 0,5% Na-Sarkosylu a 40 mM DTT pfi 60 °C. Po 1 hodiné je vzorek
ochlazen na pokojovou teplotu a je pfidano 300 pl 6M Nal a inkubuje se 5 min. Z této smési je
DNA izolovana standardni chloroform/isoamylalkoholovou extrakci a precipitovdna jednim
objemem isopropanolu. Precipitat je omyt 2,5 M NH;Ac/70% ethanolem a resuspendovén
v 10 mM Tris pH 7,4, 1 mM EDTA, 0,5% Tween 80 a 0,1 mg/ml pK pro druhou inkubaci jednu
hodinu pfi 60 °C. Tento izolat DNA miiZe byt pfimo podroben polymerazové fetézové reakci.

Primyslova vyuzitelnost

Vynalez se tyka souboru vakcin BHV-1, bud’ zivych nebo inaktivovanych, kterym je spole¢né to,
Ze postradaji bud' cely nebo ¢ast genu pro glykoprotein gE. Tento soubor obsahuje jak pfirozery
gE delegni mutant, tak vytvofené gE dele¢ni mutanty, které mohou ale nemuseji obsahovat deleci
v genu pro thymidinkindzu a/nebo genu pro glykoprotein gl, a vytvoiené gE dele¢ni mutanty,
které jsou uZity jako vektory pro heterologni geny. Vynalez se déale tykd nukleotidovych
sekvenci, kddujicich gen pro glykoprotein gE viru BHV-1, oligonukleotidi, odvozenych z téchto
sekvenci, samotného glykoproteinu gE, peptidi, které jsou z ného odvozeny a (monoklonalnich
nebo polyklonalnich) protilatek, které jsou namifeny proti glykoproteinu gE a z ného odvozenym
peptidim. Vynélez se dale tyka komplexi glykoproteind gE a gl viru BHV-1 a protilatek,
namifenych proti takovym komplexim.
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Tyto materialy mohou byt podle vynalezu pouZity pro:

1) o&kovéani dobytka proti nemocem, zpisobenym BHV-1, ato tak, Zze mohou byt odliSena
zvitata; infikovana BHV-1 od otkovanych zvifat, konven¢ni a zkonstruovana vakcina mohou byt
uzity vedle sebe;

2) otkovani dobytka jak proti nemocem, zpisobenym BHV-1, tak nemocem, zplsobenym
jinymi patogeny, jejichZz sekvence, kédujici ochranné antigeny, mohou byt vlozeny do dele€nich
mutantid BHV-1;

3) testovani krve, séra, mléka, nebo jinych télesnych tekutin z dobytka sérologicky nebo
technikami detekce nukleovych kyselin (napf. PCR), zda jsou infikovany divokym typem
BHV-1, nebo jsou otkovany gE dele€nim mutantem.

Popis vykrest

Obrazek 1
Analyza dle Southerna (Southern blot) virovych BHV-1 kmeni Difivac-1 a Iowa

A. Kresba autoradiogramu Southernova blotu genomické DNA viru Difivac-1 alowa. V fadach
1 a 3 byla pouzita DNA Difivac-1 po $tépeni restrikénim enzymem HindIll a Pstl. V fadach 2 a 4
byla pouzita DNA Iowa po 3té€peni restrikénim enzymem HindlIII a Pstl. Velikost fragmentt je
udana v kilobazich (kb).

Virova DNA byla izolovana centrifugaci tkafiového média (70 ml/kultivaéni lahev pfibl.
450 cm?) s virem infikovanymi Ebtr buiikami po 2 hodiny na 25% (w/w) sachar6zovém
gradientu, v 10mM Tris pH 7,4, 150 mM NaCl a ImM EDTA v 20 krpm v rotoru Beckman
SW27 ultracentrifugy L5-65. Z takto ziskané virové pelety byla izolovana DNA dle standardnich
metod (J. Sambrook, E. F. Fritsch a T. Maniatis, 1989, Molecular cloning: a laboratory manual,
2nd ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York). Tato DNA byla $t€pena restrikénimi
enzymy od Boehringera Mannheim v SuRE/cut pufrech, dodanymi vyrobcem.

Po separaci v 0,7% agar6zovém gelu pii horizontalni elektroforéze a pfeneseni na nitrocelu-
16zovy filtr (Schleicher & Schuell, Inc.) byl filtr prehybridizovan 6 hodin pti 42 °C v 50%
formamidu, 3x SSC (1x SSC = 0,15 M NaCl a 0,015 M Na citrat, pH 7,4) , 50 pl denaturované
salmon sperm DNA (Sigma)/ml a 0,02% bovinni sérovy albumin, 0,02% polyvinyl pyrrolidon
a 0,02% ficoll a 0,1% Na dodecylsulfat (SDS). Potom byla provedena hybridizace piidanim *2P
dCTP (Amersham) znadenym HindIll K fragmentem do t¢hoZ roztoku. (Vybér HindIll K
fragmentu je zaloZen na: Cloning and cleavage site mapping of DNA from bovine herpesvirus 1
(Cooper strain), John F. Mayfield, Peter J. Good, Holly J. Vanort, Alphonso R. Campbell and
David A Reed, Journal of Virology (1983) 259-264). Po 12-14 hodinach hybridizace by! filtr
promyt po 2 hodiny v 0,1% SDS a 0,1 x SSC pfi 60 °C. HindIll K fragment byl klonovan ve
vektoru pUCI18 podle standardnich klonovacich procedur (J. Sambrook, E. F. Fritsch aT.
Maniatis, 1989, Molecular cloning: a laboratory manual, 2nd ed. Cold Spring Harbor Laboratory
Press, New York). Po HindlIII $tépeni pUC/8, 4 HindIIIK klonu byl separovan vektor pUCIB od
8.4 kb Hindlll K fragmentu znovu elektroforeticky v 0,7% agar6zovém gelu s nizkym (low
melting) bodem tani (BRL, Life Technologies. Inc.) a izolovan z agar6zy standardni fenolovou
extrakci a ethanolovou precipitaci. Izolovany HindIll K fragment byl naznaCen pomoci kitu
Random Primed DNA Labelling Kit 1004.760 od Boehringer Mannheim. Autoradiografie
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hybridizovanych filtrii byla provadéna béhem 36-hodinové expozice Kodak XAR filmu v -70 °C,
s pouZzitim odrazejici clony.

B. Fyzikalni mapa 8,4 kb velkého HindIll K fragmentu zlowa a 7,4 kb Hind III fragmentu
z Difivac-1. Vzhledem ke komigraci 6 kb Pstl fragmenti a nepfitomnosti 1,8 kb Pstl fragmentu
v Difivac-1 lze predpokladat deleci ve Srafované oblasti.

Obrazek 2
Subklonovani fragmenti BHV-1 divokého v oblasti chybé&jici v Difivac-1

V A jsou ukazany &asti genomu BHV-1: unikatni dlouha (Uy) oblast; unikatni kratka (Us) oblast
a dvé opakované oblasti (repeaty Ir a Tr). Tato mapa je zaloZena na publikované analyze kmene
Cooper (John F. Mayfield, Peter J. Good, Holly J. Vanoort, Alphonso R. Campbell a David A.
Reed, Journal of Virology (1983) 259-264).

V B jsou ukazany fragmenty z Uj oblasti, které byly klonovany v prokaryotickych vektorech: A
15,2 kb EcoRI fragment v pACYC, 8,4 kb Hind III fragment v pUC18 22,7 kb a 4,1 kb EcoRI-
HindIII fragment v pBR322. Izolace fragmenti virové DNA byla provedena postupy, které jsou
zmiflovany v legendach obrazku 1A. Klonovani téchto fragmenti v riznych vektorech bylo
provedeno podle standardnich procedur (J. Sambrook, E. F. Fritsch a T. Maniatis, 1989,

Molecular cloning: a laboratory manual, 2nd ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press. New
York).

V C je ukazana fyzikalni mapa oblasti, kde je lokalizovana predpokladana delece v Difivac-1.

V D jsou vyznageny nékteré subklony této oblasti, které byly pouZity pro dal3i analyzy. Dva Pstl
fragmenty byly klonovany v pKUN19 a zbyvajici fragmenty v pUCI18.

Obrazek 3

A: Nukleotidova sekvence 2027 nukleotidd z U, oblasti BHV-1 kmene Lam v okoli pfedpo-
kladaného mista, které bylo deletovano v Difivac-1, jak je vyznaCeno na obr. 2C (z Alul mista
extrémné nalevo k Hincll mistu extrémné napravo). Nukleotidova sekvence inzertii subklont,
zobrazena na obr. 2D, byla ur&ena analyzou obou vlaken dideoxy-sekvenaéni metodou Sangera
et al. (F. Sanger, S. Nicklen a A. R. Coulson, 1977, proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 5463-5467).
K tomu byl pouzit sekvenadni kit T7 od Pharmacia a postup podle vyrobce. K radioaktivnimu
znadeni byl pouzit [**S] dATP (Amersham). Sekven&ni analyza oblasti bohatych na GC
s kompresnimi artefakty byla opakovana s 7-deaza-dGTP variantou sekvena¢niho kitu
Pharmacia. Pod nukleotidovou sekvenci je vyznadena v tfipismenném koédu sekvence
aminokyselin (aa) otevieného &teciho rdmce 575 aa rezidui, ktera byla nalezena po teoretické
translaci nukleotidové sekvence. Tato translace je zalozena na univerzalnim kodu abyla
provedena pocitaovym programem PC/gene (PC/gene verze 1.03, listopad 1987). Tento

otevieny &teci ramec 575 aa zaCind methioninem v nt 168 a konci stopkodénem v nukleotidu
1983.

Strukturalni analyza otevieného &teciho ramce 575 aa rezidui byla také provedena poéitatovym
programem PC/gene. Prvnich 26 aa tvoii eukaryoticky exportni signal, oznaeny na obrazku jako
"signalni peptid". Se skérem 6,2 lze pfedpovédét 3tépéni této signilni sekvence mezi aa 26 a
aa27. Sekvence 575 aa ma 3 mozna N-glykosylaéni mista (NXT/S), vyznacena linii pod amino-
kyselinovymi reziduy. Podle metody dle Raa a Argose je mezi aa 423 a aa 450 transmembranova

oblast, oznaena na obrazku "transmembranova Sroubovice" . Rozpoznavaci sekvence pro
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restrikéni enzymy Asull, Sma 1, HindIIl a EcoNI jsou podtrzeny. Vypoctena molekularni
hmotnost tohoto polypeptidu je 61212.

B: Schématické znazornéni strukturalnich charakteristik vy$e zminéného otevieného ¢&teciho
ramce dlouhého, 575 aa.

Obrazek 4

Srovnani sekvence aminokyselin genu gE viru BHV-1 se sekvenci aminokyselin genu gE viru

herpes simplex (HSV) a s ostatnimi homolognimi geny gE [gl viru pseudorabies (PRV) a gpl
viru varicella-zoster (VZV) ]

Sekvence, pouZité k tomuto srovnéani, pochizeji znasledujicich publikaci: HSV: Sequence
determination and genetic content of the short unique region in the genome of herpes
simplexvirus type 1. D. J. McGeoch, A. Dolan, S. Donalda F. J. Rixon (1985) Journal Mol. Biol.
181, 1-13. VZV: DNA sequence of the Us component of the varicella-zoster virus genome. A. J.
Davidson (1983), EMBO Journal 2, 2203-2209. PRV: Use of lambda-gtl1 to isolate genes for
two pseudorabies virus glycoproteins with homology to herpes simplex virus and varicella-zoster
virus glycoproteins. E. A. Petrovskis. J. G. Timmins a L. E. Post (1986) Journal of Virology 60,
185-193. Tyto sekvence byly srovnany pouZitim programu Multalin pro sekvencni analyzu (F.
Corpet, 1988, Nucl. Acids Res. 16, 10881-10890).

V diagramu A jsou schematicky znazornény viechny &tyfi sekvence aminokyselin. Zde jsou pod
kazdou sekvenci vyznaleny predpokladané transmembranové ¢éasti (TM). Kromé& predpo-
v&dénych exportnich signalnich sekvenci (SP) s moznymi N-glykosylaénimi misty (I) jsou
ukazany dvé konzervativni oblasti, ve kterych je asto stabilni relativni pozice cysteinovych
rezidui (C C C).

V B jsou ukazany vysledky srovnani oblasti, bohatych na centraln€ lokalizovany cystein, Ctyf
verzi gE, ziskané programem Multalin. Hvézditky oznatuji identické aminokyseliny a dvojtecky
analogni aminokyseliny.

Obrazek 5

Kresba fotografii, ziskanych analyzou kmenu Difivac-1 a lowa dle Southerna

Panel A: Genomicka DNA z viru Difivac-1 a lowa, 5tépena restrikénimi enzymy Bstl (1, 2),
EcoRI (3, 4) a HindIII (5, 6) separované na 0,7% agar6zovém gelu, pfenesena na nitrocelulozu
a hybridizované s 32p znatenym HindlIII

K fragmentem BHV-1 kmene Lam podle postupi, specifikovanych v legendéach obrazku 1A.

Panel B: Nitrocelulézovy blot téhoz gelu jako v A, hybridizovany s BHV-1 gE-specifickou
sondou p318. Tato sonda obsahuje celou Alul-HinclI oblast, vyznaéenou na obr. 2C.

Obrazek 6
Konstrukce gE dele¢niho fragmentu BHV-1

V A jsou ukazany pozice genu gE a pouzitych klont. Soucasti genomu BHV-1 jsou: unikatni
dlouha (Uy) oblast; unikatni kratka (U;) oblast a dva repeaty (IR a TR). Aby se ziskala oblast,
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lokalizovana na 5' strané genu gE, byl v mistech Smal a Pstl plazmidu pUC18 subklonovan
1.4 kb Pstl-Smal fragment z 8,4 kb Hindlll K fragmentu z BHV-1 kmene Lam. Tento klon byl
nazvan p515 a je ukazén v B. V unikatnim Asull mist€ p515 byl klonovan EcoNI-Smal fragment,
lokalizovany na 3' strané gE, pochazejici z 4,1 kb HindIII-EcoRI klonu. Aby bylo mozné ptipojit
zbytek EcoNI ke zbytku Asull, byl klon p515 Stépen s Asull, oetfen Klenow enzymem
(Boehringer Mannheim) a dCTP za tielem ziskani jednoho cytosinového rezidua v Asull zbytku
podle standardnich metod (Sambrook et al., 1989). Tento pridatny cytosin je oznacen hvézditkou
v D. Pak byl také $tépen pS1S enzymem Smal, aby mohl byt vnesen EcoNI fragment do tohoto
vektoru. Takto vytvoreny klon byl nazvan p519.

Obrazek 7

A. Kresba fotografie, ziskané analyzou Southernova blotu izolatd DNA z 1B7, 1B8 a 2H10.
DNA izolace, §tépeni restrikénimi enzymy, blotovani a hybridizace byly provedeny podle
procedur, popsanych v legendach obr. 1A. Po Pstl-Dral dvojitém Stépéni izolath DNA 1B7, 1B8
a2H10 byly fragmenty separovany na 0,7% agarézovém gelu anasledné pfeneseny na
nitrocelulézovy filtr. Tento filtr byl hybridizovin s**P dCTP znatenym 2,3 kb Pstl-Dral
deleénim fragmentem jako sondou. V liniich 1 aZ 3 byly separovany vzorky 1B7, 1B8 a 2H10.V
linii 4 byla pouzita DNA divokého typu BHV-1 kmene Lam a v linii 5 deleCni fragment 2,3 kb.

B. Fyzick4 mapa 15,2 kb EcoRI fragmentu BHV-1 kmene Lam. Mapa ukazuje pozici Pstl, Dral
a HindIlI rozpoznavacich mist a pozici hybridiza¢ni sondy, zminéné v 7A.

Obrazek 8
Prokaryoticka exprese gE viru BHV-1

K prokaryotické expresi gE viru BHV-1 byl fizovan 600 bp Smal fragment genu gE ve tfech
&tecich ramcich ke kédujici oblasti genu pro glutathion-S-transferazu ze Schistosoma japonicum
ve vektoru pGEX-2T (D. B. Smith aK. S. Johnson, Gene 67 (1988) 31-40). Rekombinantni
molekuly s vhodnou (syn) orientaci Smal fragmentu byly identifikovany pomoci restrikéni
analyzy uzitim standardnich metod. E. coli DHS5a klony s timto fazovanym konstruktem byly
nazvany pGEX-2T600s1, pGEX-2T600s2 a pGEX-2T600s3.

A. Diagram jednoho z pGEX-2T600s konstrukti. Na NH, strané oblasti, ktera kéduje GST-gE
fazovany produkt, je lokalizovana oblast pro tac promotor, indukovatelny isopropylthio-
galaktosidem (IPTG). :

B. Kresba fotografii, ziskanych analyzou Western blotu celkovych proteinovych izolati bunék
DH5a. transformovanych pGEX-2T600s. Celono¢ni kultury bunék DH5c transfekovanych
pGEX-2T600s1, pGEX-2T600s2 a pGEX-2T600s3 pokraCovaly v 1/10 Luria-Bertani (LB)
médiu s 50 pg/ml ampicilinem apo 1 hoding byl rist indukovan IPTG po 5 hodin. Tyto
indukované kultury byly centrifugovany 5 min, v 6 000xg a slouceny s 1x vrstvici smési 2%
SDS, 10% glycerol, 5% mercaptoethanol a 0,01% bromophenol blue) [1,5 ml kultury se slouci
$ 500 pl smési] a zahtaty pfi 95°C 5 minut. Pak bylo separovano 50 ul na jednu drdhu na
vertikalnim 12,5% polyakrylamidovém gelu podle standardnich procedur a nasledné preneseno
(Semi-dry blotted) na nitrocelulézovy filtr za pouziti systému LKB-multiphor II Nova Blot dle
podminek, stanovenych vyrobcem.

V drahach M byl pouzit pfedem nabarveny markerovy protein (BRL Life Technologies, Inc.
236k, 112k, 71 km 44k, 28k, 18k a 15k) a v drahéch 1, 2 a 3 celkové proteinové izolaty z bunék
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DH5a transfekovanych konstrukty se tfemi odpovidajicimi ramci: pGEX-2T600s1,
pGEX-2T600s2 a pGEX-2T600s3.

Na panelu A je vidét vysledek analyzy Western blotu s anti-GST sérem. K tomu byl filtr
inkubovéan podle standardnich procedur (E. Harlow a D. Lane, 1988, Antibodies, a laboratory
manual, Cold Spring Harbor Laboratory. New York) v blokujicim pufru (PBS + 2% suSené
mléko a 0,05% Tween 20) a nasledné s polyklonalnim anti-GST krali¢im sérem. Pak byl filtr
promyt ainkubovan se sérem obsahujicim kozi protikrali¢i imunoglobulin, konjugovany
s kienovou peroxidazou (HRPO). Potom byly chromogenem (diaminobenzidin, chloronaphtol
a H,0,) imunochemicky detekovany navazané kozi protilatky. GST fizovany produkt, ktery je
oznacen Sipkou, ma pfedpokladanou velikost pfiblizn€ 47 k pouze v ramci 3.

Na panelu B je vidét vysledek anylyzy Western blotovani s monoklonélni protilatkou Mab 4,
ktera rozeznava gE protein. K tomu byl blokovéan dvojity filtr jako v panelu A, inkubovan s Mab,
promyt a inkubovan s HRPO konjugovanym krali¢im protimySim sérem. Pak byly navazané
krali¢i protilatky imunochemicky detekovany chromogenem. Pruh, ktery je viditelny v fadé 3
(ramec 3), je 47k veliky a je oznacen Sipkou.

Obrazek 9
Konstrukce plazmidu pEVHisgE pro eukaryotickou expresi genu gE viru BHV-1

Pro eukaryotickou expresi genu gE byla klonovéna cela gE kédujici oblast ve spravné orientaci
za HCMV promotorovou oblast expresniho vektoru pEVHis pouzitim standardnich procedur
(Sambrook et al. 1989). K tomu byl klonovan 394 bp Alul fragment, zacinajici 55 bp pred
otevienym ¢&tecim ramcem gE v pUC18, a nazvan p201. Pak po naSt€peni p201 enzymem Hincll
byl do p201 klonovan 1740 bp Hincll fragment, ktery zahrnuje vétSi ¢ast genu gE. To vedlo
k plazmidu p318, ktery v polylinkeru pUC18 obsahuje celou gE koédujici oblast od Alul mista
55 bp pfed pocateénim kodonem gE do Hincll mista 133 bp za stop-kodénem gE. Uzitim
restrikénich mist v polylinkeru vektoru byl tento fragment vyStipnut z p318 enzymy BamHI
a Sphl. Nejdtive byl p318 stépen Sphl a pak bylo Sphl misto vyplnéno za pouZiti Klenowovy
polymerazy a dNTP. Po $tépeni BamHI byl 1,9 kb inzert separovéan z vektoru pUC18 v agaréze
s nizkym bodem tani a ligovan do vektoru pEVHis, ktery byl k tomu nastépen BamHI a EcoRV.
Takto vytvofeny plazmid byl nazvan pEVHis/gE.

Obrazek 10
Poloha gE-specifickych primerti a sondy pro metodu PCR pro detekci DNA viru BHV-1

Na obrazku je ukazana sekvence nukleové kyseliny glykoproteinu gE viru BHV-1 od nukleotidu
1272 do 2027 (sekvence byla pfevzata z Obr. 3). Pouzité primery pro gE-specifickou techniku
PCR byly nazvany P; aP,. Mista, vazajici primery P; aP,, jsou podtrzena. Nukleotidova
sekvence P; je 5-ACG-TGG-TGG-TGC-CAG-TTA-GC-3' (SEQ ID NO:2). Nukleotidova
sekvence P4 je (komplementarni k sekvenci vazajici primer urené vyse) 5'-ACC-AAA-CTT-
TGA-ACC-CAG-AGC-G-3' (SEQ ID NO:3). Sonda, ktera byla pouzita k hybridizaci
Southernova blotu pro detekci DNA amplifikované v PCR, je 137 bp Taql fragment,
lokalizovany mezi misty, vézajicimi primery, konce tohoto fragmentu jsou oznaceny.
Ke srovnani s obr. 3 jsou také oznatena mista HindIIl a EcoNL
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Obrazek 11
Mapovani gE delece ve viru Difivac-1

A ukazuje fyzikalni mapu 15,5 kb EcoRI fragmentu divokého typu BHV-1 kmene Lam. B
ukazuje fyzikalni mapu 14,5 kb EcoRI fragmentu Difivac-1. Oba EcoRI fragmenty pokryvaji
kompletné unikatni kratké oblasti genomt pfisluSnych virt. Pozice genu gE a predpokladana
pozice genu gl byly oznageny otevienymi raimecky. Mapy A a B jsou umistény tak, ze 6 kb Pstl
fragmenty v kazdé map& se prekryvaji. V obou mapach vnitini (internal repeat) akoncové
opakované sekvence (terminal repeat) byly oznaleny Srafovanymi ramecky. Sipky pod
opakovanymi sekvencemi oznacuji orientaci téchto sekvenci.

V A je oznadena &ast U; oblasti, kterd chybi v kmeni Difivac-1.

C ukazuje pozici klonovanych fragmenti Difivac-1, pouzitych k mapovani delece gE a k ziskani

fyzikalni mapy, ukazané v B. Sipky pod inzerty klonti p728, p737 a p754 oznatuji oblasti, které
byly sekvenovany k uréeni rekombina¢niho mista.

Zkratky:

A = Alul, E = EcoRl, P =Pstl, H=HindIll, r= misto rekombinace, IR = vnitini opakované
sekvence, TR = koncové opakované sekvence.

Obrazek 12
Ur&eni ptesného mista rekombinace v oblasti U viru Difivac-1

K uréeni ptesnych hranic gE delece, nalezené v kmeni Difivac-1, byly sekvenovéany klon p754
akonce klonii p728 ap737. Inzerty t&chto kloni byly oznaeny na obrazku 11. Pouzité
sekvenaéni procedury byly popséany v legendach obrazku 3.

V A je uk4zana sekvence vétSiny Alul-Pstl fragmentu. Tato sekvence zalina v oblasti promotoru
genu gE. Predpokladany TATA rameéek je podtrzen. V bodu r (=misto rekombinace) je tato
promotorova oblast fuzovana se sekvenci také nalezenou na protéj$im misté oblasti U, nazvanou
invertovana opakovana sekvence (repetice). Pfesné misto rekombinace bylo urfeno srovnanim
opakované sekvence, nalezené v gE promotorové oblasti, s kopii opakované sekvence, nalezené
na prot&j$im mist& oblasti U,. Bod, kde se tyto sekvence rozchazeji, je oznacen v B (pod 1) 'r' .
Podobné srovnani bylo provedeno s gE promotorovou sekvenci, nalezenou v Difivac-1, a gE
promotorem, nalezenym v divokém typu kmene Lam. Bod, kde se tyto sekvence rozchazeji, je
ukazan v B (pod II) a také oznacen 'r' . Nalezena rekombinacni mista jsou totozna.

Obrazek 13
Casteéna sekvenéni analyza genu gl BHV-1

Pouzitim 1,8 kb Pst] klonu BHV-1 kmene Lam, ktery zasahuje do obou geni gE a gl viru BHV-1
(viz obr. 11), byla uréena sekvence 284 nukleotidi v kodujici oblasti BHV-1 gl. Pouzité
sekvenaéni procedury byly popsany v legendach obrazku3. Sekvence byla pielozena
univerzalnim kodem poé&itaovym programem PC/gene, verze 1.03 (listopad 1987). Sekvence
aminokyselin, zakédovand druhym &tecim ramcem, je uvedena v jednopismenném kédu pod
nukleotidovou sekvenci. Tato aminokyselinova sekvence je homologni ke kédujici oblasti jinych
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homologii gl vir herpes (viz obr. 14).

Obrazek 14

Srovnani &aste¢né aminokyselinové sekvence predpokladaného genu gl viru BHV-I
s odpovidajicimi &astmi kodujicich oblasti genu gl viru herpes simplex (HSV1), genu gp63 viru
pseudorabie (PRV) a genu gplV viru varicella-zoster (VZV).

Sekvence PRV zalina v aminokyseliné 82, HSV1 sekvence zafind v aa 80 asekvence VZV
zalina v aa 76 pfislusnych kodujicich oblasti. Uzité sekvence byly publikovany v ¢lancich,
zminénych v legendach obrazku 4. Srovnani bylo provedeno pouzitim pocitatového programu
Multalin. Hvézdi¢ky oznaéuji identické aminokyseliny a dvojtecky oznacuji analogické
aminokyseliny.

Obrazek 15
Konstrukce plazmidu MSVneoGlI pro eukaryotickou expresi genu gl viru BHV-1

Na zakladé& srovnani aminokyselin ¢asteéné sekvence genu gl BHV-1, byla uréena pfedpokladana
poloha genu gl. Z tohoto ureni lze usuzovat, Ze 1,7 kb Smal fragment by mohl obsahovat
kompletni kodujici oblast genu gE BHV-1. Pozice tohoto 1,7 kb Smal fragmentu je oznaCena
v A. K tupym konciim tohoto 1,7 kb Smal fragmentu byly uzitim standardnich procedur ligovany
BamHI linkery. Vysledny produkt byl $tépen BamHI a ligovan do eukaryotického expresniho
vektoru MSV-neo. MSV-neo vektor ma unikatni BamHI misto za MSV-LTR, které ma silnou
promotorovou aktivitu. Tento vektor byl popsan v praci Rijsewijk et al., 1987 EMBO J. 6,
127-131.

Obrazek 16
Konstrukce gl/gE dvojitého deleéniho fragmentu BHV-1

Poloha glykoproteinového genu gE a predpokladana poloha glykoproteinového genu gl v Us
oblasti BHV-1 jsou zobrazeny v diagramu A. Srafované bloky oznaluji opakované sekvence,
které ohraniuji U oblast. B ukazuje fyzikalni mapu mist nékterych hlavnich restrikénich
enzymi se zietelem na pozici obou gent. Ke konstrukci gl/gE dele¢niho fragmentu je klon p1,7-
Smal/o, obsahujici 1,7 kb Smal fragment, ktery zahrnuje gen gl, $t€pen Pstl. Pstl misto
zbyvajiciho 350 bp Smal-Pstl inzertu bude vytvofeno stupymi konci uzitim standardnich
molekularné biologickych procedur. EcoNI-Smal fragment (viz obr. 6B), izolovany z4,1 kb
HindIlI-EcoRI fragmentu, popsaného, na obrazku 6A, je také vytvoien s tupymi konci a ligovéan
k modifikovanému Pstl mistu. Toto je zndzornéno v C a D. Z vysledného klonu p-delta-IE mize
byt izolovan 1,4 kb Smal-Dral fragment k rekombinaci s DNA divokého typu BHV-1.

Zkratky:

E = EcoRl, H = HindIll, S = Smal, P = Pstl, ENI= EcoNI, D = Dral, kb = kilobaze,
U, = unikatni kratka sekvence.
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Obrazek 17

Primérné nazalni vylu¢ovani viru telaty po o€kovani: @ = ofkovana Difivac-1, 0 = neotkovana
kontrola.

Obrazek 18

Pramérny denni klinicky stav telat po testu (challenge) virulentnim kmenem BHV-1, kli€ jako na
obr. 17.

Obrazek 19

Priimérna rektalni teplota telat, testovanych virulentnim kmenem BHV-1, kli¢ jako na obr. 17.

Obrazek 20

Pramémy rist telat po testu virulentnim kmenem BHV-1, kli¢ jako na obr. 17.

Obrazek 21

Pramémé nazalni vyludovani viru telaty po testu virulentnim kmenem BHV-1, kli¢ jako na
obr. 17.

Obrazek 22
Priimérna rektalni teplota telat po testu virulentnim kmenem BHV-1,

e = o&kovany Lam gE, o = o¢kovany Lam gE /TK", x = neockovana kontrola.

Obrazek 23

Priimérny rist telat po testu virulentnim kmenem BHV-1, kli¢ jako na obr. 22.

Obrazek 24

Pramérny denni klinicky stav telat po testu virulentnim kmenem BHV- 1, kli¢ jako na obr. 22.

Tabulka 1

Nazélni vylutovani viru telaty po ofkovani Lam gE nebo Lam gE/TK’a po testu virulentnim
BHV-1 kmenem t&chto ofkovanych a kontrolnich telat
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Primé&rny podet dni nazalniho vvluéovéni viru

Skupina Po ockovani Po testu
Kontrola 0 10,33 = 1,51
Lam gE 7,00 + 0,89 4,83 + 1,17
Lam gE/TK" 7,17 £ 1,33 5,17+ 0,98
Tabulka 2
Charakteristika gE-Mabs
Mab REAKTIVITA MOZNE gE-Mab S:
Difivac-1 Lam gE"  Prok. 3T3gE 3T3gE 313 Ag Ab
373/ Difivac-1 gE/gl skupina  dobytek
EBTR
1 - - nd - + ? I +
2 - - - + + + I -
3 - - + + + + ? -
4 - - + + + + ? -
42 - - nd - - ? v? t
51 - - nd + + 11 +
52 ; - + + + + ? -
53 - - nd - + + I +
59 - - nd - - + I +
66 - - nd + + + I +
67 - - nd - + + I +
68 - - - + + + v +
72 - - - + + + \Y/ +
75 - - nd - + ? I +
78 - - nd - + ? nd -
81 - - - + + + 11? -
+:

Vsech 8 testovanycb sér dosahuje v nepfimé blokujici IPMA vic jak 50 % u¢inku.
Séra dosahuji blokujici procento * 50 %.

Séra dosahuji blokujici procento < 50 %.

CH

Vypis sekvence

Ci;lo sekvence (SEQ ID NO:1)
DELKA : 2027 nukleotidt, 575 aminokyselin

TYP: nukleotidy a aminokyseliny
TYP VLAKNA: jednoduché

AGGGCGGAGC GTTGAGCGGC CCGACCGCCG CCGGGTTGTT AAATGGGTCT CGCGCGGCTC

| ----> deletovano v Difivac-1
GTGGTTCCAC ACCGCCGGAG AACCAGCGCG AGCTTCGCTG CGTGTGTCCC GCGAGCTGCG

-26 -
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Asull
TTCCGGGGAA CGGCGCACGC GAGAGGGTTC GAAAAGGGCA TTTGGCA

ATG CAA CCC ACC GCG CCG CCC CGG CGG CGG TTG CTG CCG CTG CTG CTG

Met Gln Pro Thr Ala Pro Pro Arg Arg Arg Leu Leu Pro Leu Leu Leu
1 5 10 15

SIGNALNI PEPTID

167

215

CCG CAG TTA TTG CTT TTC GGG CTG ATG GCC GAG GCC AAG CCC GCG ACC
Pro Gln lLeu Leu Leu Phe Gly Leu Met Ala Glu Ala Lys Pro Ala Thr
20 25 30

Smal
GAA ACC CCG GGC TCG GCT TCG GTC GAC ACG GTC TTC ACG GCG CGC GCT
Glu Thr Pro Gly Ser Ala Ser Val Asp Thr Val Phe Thr Ala Arg Ala
35 40 45

GGC GCG CCC GTC TTT CTC CCA GGG CCC GCG GCG CGC CCG GAC GTG CGC
Gly Ala Pro Val Phe Leu Pro Gly Pro Ala Ala Arg Pro Asp Val Arg
50 55 60

GCC GTT CGC GGC TGG AGC GTC CTC GCG GGC GCC TGC TCG CCG CCC GTG
Ala Val Arg Gly Trp Ser Val Leu Ala Gly Ala Cys Ser Pro Pro Val
65 70 75 80

CCG GAG CCC GTC TGC CTC GAC GAC CGC GAG TGC TTC ACC GAC GTG GCC
Pro Glu Pro Val Cys Leu Asp Asp Arg Glu Cys Phe Thr Asp Val Ala
85 90 95

CTG GAC GCG GCC TGC CTG CGA ACC GCC CGC GTG GCC CCG CTG GCC ATC
Leu Asp Ala Ala Cys Leu Arg Thr Ala Arg Val Ala Pro Leu Ala Ile
100 105 110

GCG GAG CTC GCC GAG CGG CCC GAC TCA ACG GGC GAC AAA GAG TTT GIT
Ala Glu Leu Ala Glu Arg Pro Asp Ser Thr Gly Asp Lys Glu Phe Val
115 120 125

Pvull
CTC GCC GAC CCG CAC GTC TCG GCG CAG CTG GGT CGC AAC GCG ACC GGG
Leu Ala Asp Pro His Val Ser Ala Gln Leu Gly Arg Asn Ala Thr Gly
130 135 140

GTG CTG ATC GCG GCC GCA GCC GAG GAG GAC GGC GGC GTG TAC TTC CTG
Val Leu Ile Ala Ala Ala Ala Glu Glu Asp Gly Gly Val Tyr Phe Leu
145 150 155 160

TAC GAC CGG CTC ATC GGC GAC GCC GGC GAC GAG GAG ACG CAG TTG GCG
Tyr Asp Arg Leu Ile Gly Asp Ala Gly Asp Glu Glu Thr Gin Leu Ala
165 170 175

CTG ACG CTG CAG GTC GCG ACG GCC GGC GCG CAG GGC GCC GCG CGG GAC

Leu Thr Leu Gin Val Ala Thr Ala Gly Ala Gin Gly Ala Ala Arg Asp
180 185 190
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GAG GAG AGG GAA CCA GCG ACC GGG CCC ACC CCC GGC CCG CCG CCC CAC
Glu Glu Arg Glu Pro Ala Thr Gly Pro Thr Pro Gly Pro Pro Pro His
195 200 205

CGC ACG ACG ACA CGC GCG CCC CCG CGG CGG CAC GGC GCG CGC TTC CGC
Arg Thr Thr Thr Arg Ala Pro Pro Arg Arg His Gly Ala Arg Phe Arg
210 215 220

Smal
GTG CTG CCG TAC CAC TCC CAC GTA TAC ACC CCG GGC GAT TCC TTT CTG
Val Leu Pro Tyr His Ser His Val Tyr Thr Pro Gly Asp Ser Phe Leu
225 230 235 240

CTA TCG GTG CGT CTG CAG TCT GAG TTT TTC GAC GAG GCT CCC TTC TCG
Leu Ser Val Arg Leu Gln Ser Glu Phe Phe Asp Glu Ala Pro Phe Ser
245 250 255

GCC AGC ATC GAC TGG TAC TTC CTG CGG ACG GCC GGC GAC TGC GCG CTC
Ala Ser lle Asp Trp Tyr Phe Leu Arg Thr Ala Gly Asp Cys Ala Leu
260 265 270

ATC CGC ATA TAC GAG ACG TGC ATC TTC CAC CCC GAG GCA CCG GCC TGC
Ile Arg Ile Tyr Glu Thr Cys Ile Phe His Pro Glu Ala Pro Ala Cys
275 280 285

CTG CAC CCC GCC GAC GCG CAG TGC AGC TTC GCG TCG CCG TAC CGC TCC
Leu His Pro Ala Asp Ala Gln Cys Ser Phe Ala Ser Pro Tyr Arg Ser
290 295 300

GAG ACC GTG TAC AGC CGG CTG TAC GAG CAG TGC CGC CCG GAC CCT GCC
Glu Thr Val Tyr Ser Arg Leu Tyr Glu Gln Cys Arg Pro Asp Pro Ala
305 310 315 320

GGT CGC TGG CCG CAC GAG TGC GAG GGC GCC GCG TAC GCG GCG CCC GTT
Gly Arg Trp Pro His Glu Cys Glu Gly Ala Ala Tyr Ala Ala Pro Val
325 330 335

GCG CAC CTG CGT CCC GCC AAT AAC AGC GTA GAC CTG GTC TTT GAC GAC
Ala His Leu Arg Pro Ala Asn Asn Ser Val Asp Leu Val Phe Asp Asp
340 345 350

GCG CCG GCT GCG GCC TCC GGG CTT TAC GTC TTT GTG CTG CAG TAC AAC
Ala Pro Ala Ala Ala Ser Gly Leu Tyr Val Phe Val Leu GIn Tyr Asn
355 360 365

HindIII
GGC CAC GTG GAA GCT TGG GAC TAC AGC CTA GTC GTT ACT TCG GAC CGT
Gly His Val Glu Ala Trp Asp Tyr Ser Leu Val Val Thr Ser Asp Arg
370 375 380

TTG GTG CGC GCG GTC ACC GAC CAC ACG CGC CCC GAG GCC GCA GCC GCC
Leu Val Arg Ala Val Thr Asp His Thr Arg Pro Glu Ala Ala Ala Ala
385 390 395 400

GAC GCT CCC GAG CCA GGC CCA CCG CTC ACC AGC GAG CCG GCG GGC GCG

Asp Ala Pro Glu Pro Gly Pro Pro Leu Thr Ser Glu Pro Ala Gly Ala
405 410 415

-28 -

791

839

887

935

983

1031

1079

1127

1175

1223

1271

1319

1367

1415



10

15

20

25

30

CZ 283283 B6

CCC ACC GGG CCC GCG CCC TGG CTT GTG GTG CTG GTG GGC GCG CTT GGA 1463
Pro Thr Gly Pro Ala Pro Trp Leu Val Val Leu Val Gly Ala Leu Gly

420 425 430
TRANSMEMBRANOVY HELIX ----ccmemmmmmmmmmnemn

CTC GCG GGA CTG GTG GGC ATC GCA GCC CTC GCC GTT CGG GTG TGC GCG 1511
Leu Ala Gly Leu Val Gly Ite Ala Ala Leu Ala Val Arg Val Cys Ala
435 440 445

CGC CGC GCA AGC CAG AAG CGC ACC TAC GAC ATC CTC AAC CCC TTC GGG 1559
Arg Arg Ala Ser Gln Lys Arg Thr Tyr Asp Ile Leu Asn Pro Phe Gly
450 455 460

CCC GTA TAC ACC AGC TTG CCG ACC AAC GAG CCG CTC GAC GTG GTG GTG 1607
Pro Val Tyr Thr Ser Leu Pro Thr Asn Glu Pro Leu Asp Val Val Val
465 470 475 480

CCA GTT AGC GAC GAC GAA TTT TCC CTC GAC GAA GAC TCT TTT GCG GAT 1655
Pro Val Ser Asp Asp Glu Phe Ser Leu Asp Glu Asp Ser Phe Ala Asp
485 490 495

GAC GAC AGC GAC GAT GAC GGG CCC GCT AGC AAC CCC CCT GCG GAT GCC 1703
Asp Asp Ser Asp Asp Asp Gly Pro Ala Ser Asn Pro Pro Ala Asp Ala
500 505 510

TAC GAC CTC GCC GGC GCC CCA GAG CCA ACT AGC GGG TTT GCG CGA GCC 1751
Tyr Asp Leu Ala Gly Ala Pro Glu Pro Thr Ser Gly Phe Ala Arg Ala
515 520 525

CCC GCC AAC GGC ACG CGC TCG AGT CGC TCT GGG TTC AAA GTIT TGG TTT 1799
Pro Ala Asn Gly Thr Arg Ser Ser Arg Ser Gly Phe Lys Val Trp Phe
530 535 540

AGG GAC CCG CTT GAA GAC GAT GCC GCG CCA GCG CGG ACC CCG GCC GCA 1847
Arg Asp Pro Leu Glu Asp Asp Ala Ala Pro Ala Arg Thr Pro Ala Ala
545 550 555 560

EcoNI
CCA GAT TAC ACC GTG GTA GCA GCG CGA CTC AAG TCC ATC CTC CGC TAG 1895
Pro Asp Tyr Thr Val Val Ala Ala Arg Leu Lys Ser Ile Leu Arg *
565 570 575

GCGCCCCCCC CCCCCCGCGC GCTGTGCCGT CTGACGGAAA GCACCCGCGT GTAGGGCTGC 1955

ATATAAATGG AGCGCTCACA CAAAGCCTCG TGCGGCTGCT TCGAAGGCAT GGAGAGTCCA 2015

CGCAGCGTCG TC 2027

CISLO SEKVENCE (SEQ ID NO: 2)
DELKA: 20 nukleotidi

TYP: nukleotid

TYP VLAKNA: jednoduché

ACGTGGTGGT GCCAGTTAGC 20
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CISLO SEKVENCE (SEQ ID NO: 3)
DELKA: 22 nukleotidd

TYP: nukleotid

TYP VLAKNA: jednoduché

ACCAAACTTT GAACCCAGAG CG 22

PATENTOVE NAROKY

1. Mutant bovinniho herpesového viru typu 1, BHV-1, uloZeny v Pasterové institutu ve Francii
pod ¢islem I-1213.

2. Zpisob ptipravy mutantu bovinniho herpesového viru typu 1, BHV-1, vyznadeny
tim, Ze se deletuje alespofi &ast glykoproteinového gE-genu, pfi¢emz gE je protein, ktery,
zejména v BHV-1 kmenu, ma aminokyselinovou sekvenci podle obrazku 3A.

3. Zpisobpodlenaroku2, vyznaéeny tim, Ze sedeletuje gE-gen.

4. Zpisob podle naroku2, vyznaéeny tim, Ze se deletuje gE-gen podle obrazku 3A
z pozice asi 168 do asi 1893.

5. Zptsob podle naroku2, vyznadeny tim, Ze sedeletuje gE-gen podle obrazku 3A
z pozice asi 168 do asi 1427.

6. Zpiisob piipravy vakciny, vyznaéeny tim, Ze se smisi farmaceuticky pfijatelny
nosi¢ s mutantem bovinnibo herpesového viru typu 1, BHV-1, ziskanym zplsobem podle
nékterého z naroki 2 az 4.

7. Zplisob pfipravy mutantu kmenu BHV-1 podle naroku 2, vyzmnadeny tim, Zese
zkonstruuje mutant, ktery ma kromé delece v gE-genu také deleci v genu thymidinkinazy.

8. Zpusob pfipravy mutantu kmenu BHV-1 podle niroku 5, vyzmadeny tim, Zese
zkonstruuje mutant, ktery ma deleci v gl-genu glykoproteinu.

9. Zpiisob pfipravy mutantu kmenu BHV-1 podle naroku 2, vyznaceny tim, Zese
BHV-1 kmen podrobi postupu, kterym se vytvofi kromé delece v jeho gE-genu glykoproteinu
také delece v genu thymidinkinazy a delece v gl-genu.

10. Zpisob piipravy mutantu kmenu BHV-1 podle naroku 5, vyznaéeny tim, Zese
zkonstruuje mutant, ktery obsahuje heterogenni gen a mé deleci v gE-genu glykoproteinu, ktera
umoziuje sérologické odliseni mutantu od divokého typu BHV-1.

11. Zptsob pfipravy mutantu kmenu BHV-1 podle naroku 10, vyznaeny tim, Zese
zkonstruuje mutant, ktery mé heterologni gen vlozen do mista gE-genu a ktery je pod kontrolou
regulaénich sekvenci, naptiklad gE-genu nebo heterologniho genu, a poptipadé je pfipojen k té
&asti gE-genu, ktera koduje signalni peptid.
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12. Zpisob pfipravy mutantu kmenu BHV-1 podle niroku 11, vyznadeny tim, Zese
zkonstruuje mutant, ktery ma kromé delece v gE-genu také deleci v genu thymidinkinazy, deleci
v gl-genu nebo obé, picemz heterologni gen je vloZen do mista alespori jedné z téchto deleci.

13. Zpisob ptipravy mutantu kmenu BHV-1 podle ndroku 9, vyznaéeny tim, Zese
zkonstruuje mutant, ktery ma kromé delece v gE-genu také deleci v genu thymidinkinazy, deleci
v gl-genu nebo obg, heterologni gen je vlozen do alespoii jedné ztéchto deleci, pfi€emz
v piipadé, Ze mutant ma dvoji deleci, kterou je delece v gE-genu a delece v genu thymidinkinazy,
heterologni gen neni vioZzen do genu thymidinkinazy.

14. Zpuisob pripravy mutantu kmenu BHV-1 podle niroku 9, vyznaéeny tim, Zese
zkonstruuje mutant, ktery méa kromé delece v gE-genu také deleci v genu thymidinkinazy, deleci
v gl-genu nebo obé&, heterologni gen je vloZen do alespofi jedné ztéchto deleci, ma dvojitou
deleci, kterou je delece v gE-genu a delece v genu thymidinkindzy, heterologni gen neznamena
gen bovinniho respiraéniho syncycialniho viru F nebo N.

15. Zpisob ptipravy mutantu kmenu BHV-1 podle niaroku 10, vyznaéeny tim, Zese
zkonstruuje mutant, ktery ma kromé delece v gE-genu také deleci v genu thymidinkinazy, deleci
v gl-genu nebo obg, heterologni gen je vloZzen do alespoii jedné ztéchto deleci, pfiCemz
v pfipadé, Ze mutant ma dvojitou deleci, kterou je delece v gE-genu adelece vgenu
thymidinkinazy, jsou vloZeny alespoii dva heterologni geny.

16. Zphsob pkipravy mutantu kmenu BHV-1 podle kteréhokoliv znaroki 10 az 15,
vyznaéeny tim, Ze sezkonstruuje mutant, v némz heterologni gen kéduje imunogenni
protein nebo peptid jiného patogenu, nebo kéduje cytokin.

17. Ockovaci prosttedek k ockovani zvifat, zejména savci, zvlasté hové€ziho dobytka, k jejich
ochrané proti BHV-1, vyznadeny tim, Ze je Zivou nebo inaktivovanou vakcinou,
obsahujici mutant BHV-1, uloZeny v Pasterové€ institutu ve Francii pod €islem I-1213, ziskany
zpiisobem podle kteréhokoliv z narokii 2 az 16, a vhodny nosi¢ nebo pomocné ¢inidlo.

18. Ockovaci prostfedek podle naroku 17 k ofkovani zvifat, zejména savcil, zvlasté hovéziho
dobytka, kjejich ochrané proti patogenu, vyzmnaéemy tim, Ze je Zivou nebo
inaktivovanou vakcinou, obsahujici mutant BHV-1, ziskatelny zpisobem podle naroku 10,
a vhodny nosi¢ nebo pomocné (&inidlo, pti€emz heterologni gen tohoto mutantu kéduje
imunogenni protein nebo peptid patogenu.

19. Diagnosticka souprava pro detekci nukleové kyseliny BHV-1 ve vzorku, zejména
v biologickém vzorku, jako jsou krev nebo krevni sérum, krevni buiiky, mléko, t€Ini kapaliny,
jako jsou slzy, kapalina ziskand vyplachem plic, nosni sekret, sperma, obzvlast€ semenna
kapalina, sliny, sputum nebo tkai, zejména nervova tkaf, pochazejici ze zvifete, zvIaSté savce,
zejména hovéziho dobytka, vyznaéend tim, Ze obsahuje sondu nukleové kyseliny nebo
primer s nukleotidovou sekvenci, odvozenou od gE-genu viru BHV-1, pfi¢emZ tento gE-gen je
umistén v genomu BHV-1 podle obrazku 6, a detekéni prostfedky, vhodné pro detekéni zkousky
nukleové kyseliny.

20. Diagnosticka souprava podle naroku 19 pro detekci protilatek, které jsou specifické pro
BHV-1, ve vzorku, zejména biologickém vzorku, jako jsou krev nebo krevni sérum, sliny,
sputum, téni kapaliny, jako jsou slzy, kapalina ziskana vyplachem plic, nosni sekret, mléko nebo
tkan, pochazejici ze zvitete, zv1a§té savce, zejména hovéziho dobytka, vyznadena tim,
7e obsahuje gE viru BHV-1, ¢ast gE, peptid odvozeny od gE nebo komplex glykoproteinu gE
a gl viru BHV-1, a detekéni prostiedky, vhodné pro detekéni zkousku protilatky.
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21. Diagnostické souprava podle naroku 20, vyznadéena tim, Ze déile obsahuje jednu
nebo vice protilatek, které jsou specifické pro gE viru BHV-1 nebo komplex glykoproteini gE
a gl viru BHV-1.

22. Diagnosticka souprava podle naroku 20 pro detekci protilatek, které jsou specifické pro
BHV-1, ve vzorku, zejména biologickém vzorku, jako jsou krev nebo krevni sérum, sliny,
sputum, télni kapaliny, jako jsou slzy, kapalina ziskana vyplachem plic, nosni sekret, mléko nebo
tkan, zejména nervova tkan, pochazejici ze zvifat, zvlast€ savcil, zejména hovéziho dobytka,
vyznacena tim, Ze obsahuje protilatku, kterd je specificka pro gE viru BHV-1 nebo
komplex glykoproteinti gE a gl viru BHV-1, a detekéni prostiedky, vhodné pro detek&ni zkousku
protilatky.

23. Diagnosticka souprava podle naroku 20 pro detekci proteinu viru BHV-1 ve vzorku,
zejména v biologickém vzorku, jako jsou krev nebo krevni sérum, krevni buiiky, mléko, télni
kapaliny, jako jsou slzy, kapalina ziskana vyplachem plic, nosni sekret, sperma, zvlas§té semenna
kapalina, sliny, sputum nebo tkan, zejména nervova tkai, pochdzejici ze zvifete, zvlasté savce,
zejména hové€ziho dobytka, vyznacéena tim, Ze obsahuje protilatku, ktera je specificka
pro gE viru BHV-1, nebo komplex glykoproteinii gE a gl viru BHV-1, a detekéni prostiedky,
vhodné pro detekéni zkousku proteinu.

24. Zpisob urfeni infekce BHV-1 zvifete, zvlasté savce, zejména hovéziho dobytka,
vyznacdeny tim, Ze se vySetfuje vzorek, pochizejici ze zvifete, zejména biologicky
vzorek, jako je krev nebo krevni sérum, krevni buiiky, sperma, zvla§té semenna kapalina, sliny,
sputum, télni kapaliny, jako jsou slzy, kapalina ziskana vyplachem plic, nosni sekret, mléko nebo
tkén, zejména nervova tkan, na pfitomnost nukleovych kyselin, obsahujicich gE-gen viru BHV-1,
tento gE-gen je umistén v genomu BHV-1 podle obrazku 6, na pfitomnost viru BHV-1 nebo
komplexu glykoproteinii gE a gl viru BHV-1, nebo na ptitomnost protilatek, které jsou specifické
pro gE viru BHV-1, nebo komplex glykoproteint gE a gl viru BHV-1.

25. Zptsob podle naroku 24, vyznadeny tim, Ze se zkouma vzorek, pochazejici ze
zvifete, které je ockovano ockovacim prostfedkem podle naroku 17.

30 vykres
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.................. > OBLAST PROMOTORU gE
5 GAGCGGCCCGACCGCCGCCGGCTTCTTAAATGGGTCTCGCGCGGCTCGTGGTICCACACCGCCGGAGAA

...... >|<emmmmeeenae INVERTOVANA OPAKOVANA SEKVENCE -ceccececccen.-
CCAGCGC | TGCGAGGGGGGGCTTGGTGGCTGGCGACTCTITAAGGCGTGCCGCCACGAGCAAGAAGACGGC

<. INVERTOVANA OPAKOVANA SEKVENCE <-cccccccccccennnmnmannocancenn
CTGTATGCTATGCTCCCGCCGGACTATTTTCCGGTGGTGCCCTCGTCCAAGCCCCIGCTGGTGAAAGTT 3

B(I)

.
Unikatni kré.tka,l opakovania sekvence
Proté&jsi hranice opakované sekvence: GGCACCGGTCCCGGA | TGCGAGGGGGGGCTTGG

(inversni sekvence) * k| denneerrornones:
Rekombinovana oblast: CCGGAGAACCAGCGC | TGCGAGGGGGGGCTTIGG
B(I)
T
Rekombinovania oblast: CCGGAGAACCAGCGC | TGCGAGGGGGGGCTTGG
etk | * * ok *
Oblast gE divokého typu: CCGGAGAACCAGCGC | GAGCTTCGCTGCGTGTG
| ceed>

gE zavadéci sekvence

OBR.12
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10 2? 30 40 S0 60

CTACCACGCCGCGGGCGACTGCTTCGTTATGCTGCAGACGACCGCGTTCGCCTCCTGCCé

Y H A A GA CF V MLQTTW AT F A S CP
70 80 90 100 110 120
GCGCGTCGCéAACGACGCC;TTCGCTCCTéCCTGCACGCéGACACGCGCCCCGCTCGCAé

R V A N DAV F R S C L HAUDTRP AR S

13? 14? 15? 160 170 18?

CGAGCGGCGCGCGAGCGCCGCGGTCGAAAACCACGTGCTCTTCTCCATCGCCCATCCGEG

E R R A S A AV ENUHBUV LV F S I A HUPR

190 20? 210 220 230 24?

CCCAATAGACTCAGGGCTCTACTTTCTGCGCGTCGGCATCTACGGCGGCACCGCGGGCAG

P I D S G L Y F LRV GTI Y GG TAG S
25? 260 270 280

CGAGCGCCGCCGAGACGTCTTTCCCTTGGCCGCGTTTGTACACA

E R RRDV F P L A AF V H

OBR.13
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symbol comparison table : DAYHOFF.DAT; gap penalty : 8
1 10 20 30 40 50
BHV1  YHAAGD.CFVMLQTTAFASCPRVAN. AFRSCLHAD’I.'RP ARSERRASAAVEN}WLFSIA
* + dedoek o dhok hk: dededeekdekk %
PRV RLDPKRA CYTREYAAEYDLCPRVHHEAFRGCLR KR EPLARRASAAVEARRLLFVS
dekde *k  * * *k %
HSV1 YPMGHK CPRVVHVVTVTACPRRPAVAFALCRATDSTH SPAYPTLELNIAQQPU_RVQ
%* * % koK Jokk *k kk Kk %k
vzv YADTVAFCFRSVQVIRYDGCPRIRTSAFISCRYKHSWHYGNSTDRISTEPDAGVMLKI‘I
1 10 20 30 40 50
60 70 80 90 93
BHV1 HPRPIDSGLYFLRVGIYGG.TACSERRR A DVFPLAASRVH
sk ke ok ok K dokk * % 3 *
PRV R.PAPPDAGSYV‘LRVR .NG. TIDLFVLTALVPPRGRPHu
* dh ddkkk: Jedriek
HSV1 RATRDYAGVYVLRVWGDAPNASLFVLGMAIAAEG
+ deddedekke e drdk: - %*
vZv KPGINDAGVYVLLVRLDHSRSTDGFILGVNVYTAG
70 80 90 94
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teplota (°C)

rist (kg)
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41 -

40 |-

338.5

38 -

38 .

1 ' ' ] ] ] 1 [

3 4 S 6 ? 8 ] M0 11 12 13 14

den po testu

OBR.19
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10 |-

-3

L 1 [

-5

S 10 1S

den po testu

OBR. 20
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azalni tekutina (log)

TCIDS0/ml

41.5

teplota (°C)
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10

den po testu

OBR. 21

41 |

40.5

39.5 +

38.5 |-

38 -

37.% . s . 1 : 1 1 L L L L 1 ! L : L I L

1

-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 S 6 7 8

den po testu
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rist (kg)
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135 -

10 |-

-s . . .

=S a S 10 1S

den po testu

OBR. 23

g 1 2 3 4 S 8 7 8 8 10 11 12 13 M

klinické priznaky (denné cela skupina)

den po testu

OBR. 24

Konec dokumentu
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