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Feptidy a polypeptidy, vakcinyjafﬁukieove kyseI1ny

Oblast téchniky

Vynalez se tykd peptldu, polypeptldu, vakcin a

Ldlagnostlckych 14ték pro z4padni -podtyp viru TBE a nukleo-

vych kyselin a bilkovin, vhodnych pro pou?iti v téchto vak-
cindch a diagnostickyeh cinidlech.

Dosavadni stav techniky

Zépadni podtyp viru kli%fové encefalitidy (TBE)
nadlezi do édeledi flaviviridae. Jde o RNA viry, opatiené kulo-
vitym lipidovym obalem, jak bylo popsdano v Westaway a dalsi,
Ihtervirology 24, 183-192, 1985. Prototypem tohoto viru je
virus Zluté horecky. VSechny viry =z této celedi jsou serolo-
gicky pribuzné, jak je moZno prokazat testy na inhibici hem-

aglutinace. Pri zkriZené neutralizaci je v&ak moino tuto ¢ce-

led rozdélit na nékolik podskupin na zakladé serologickych

komplexd. jak bylo popsino v DeMadrid and Portefield, J. Gen.
Virol. 23, 91-96, 1974. Tyto. skup1ny ObbahUJi blize prlbuzne

‘=f1av1v1ry na rozdil od serologlcky méné- prlbuznych vira. Vi-

rus TBE nalezi do skuplny serokomplexu vira, pfendfenych kiig-

=
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Langat, Omsk (hemorhaglcka horecka), Kyasanur (lesni horedk
a Negishi, ' |

1,
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Kmeny viru TBE je ddle moZno pritadit k zapadni-
mu (evropskemu) typu, ktery je prendfen primarné klistétem
Ixodes ricinus a k ddlnévychodnimu typu, JehoZz hlavnim vekto-
rem je Ixodes persulcatus ( Clarke, 1964, Bull. WHO 31, 45-56).

- **Téta‘diférenciace na bodtypy byla potvrzena kom-
petitivni RIA a mapovanim peptidd pri pouZiti omezené proteo-
lyzy odpovidajicich strukturnich glykoproteink, jak bylo pop-
sane v Heinz a Kunz,. 1981, J. Gen. Virol. 57, 263-274) a také

analyzou antigen pri pouziti monoklonalnich protildtek

(Heinz a dalsi, Virolegy 126, 525-537, 1983).
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Zralé Castice viru obsahuji pouze 3 strukturni
bilkoviny nazjvané E, C a M s pFibliZnou molekulovou hmot-
nosti 50 az 60 000, 15 600 a 7 000.

Genom flav1v1ru je tvoren RNA s Jednoduchym fetezcem

'.s prlbllzné 11 000 mazemi s niarltou .mRNA - s molekulovou
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hmotnosti 4 x 106. Spolu s bilkovinou C tvori tato RNA.

sfericky nukleokapsid, ktery je obalen lipidovym obalem,
spojenym s bilkovinou E i M. Pokusy s ¢isténymi pripravky
bilkoviny E, ziskanymi po solubilizaci viru pomoci smidcedel
prokidzaly, Ze bilkovina E preédstavuje virovy hemaglutinin,
to znamend, %¢ zplsobuje hemaglutinaci uréitych erythrocytt

za prislusnych podminek, coZ po imunizaci vyvola inhibici

- hemaglutinace, neutralizaci a vznik ochrannjch protilatek a

tim i imunitu proti n&kaze Zivym virulentnim virem, jak bylo
popsano v Heinz a dal%i, Infect. Immun. 33, 250-257, 1981,

Kromé téchto strukturnich bilkovin bylo moZno prokéiat
v bunkach, infikevanych flaviviry uréité nestrukturni bil-

koviny, specifické pro virus. -

Organizace genomu flavivird byla v posledni-dobé stano-
vena cDNA- klonovanim a_analyzou retezce v1rﬁ zlute horecky,

e

WWest Nile é Murray Valley encefalltldy ( Rice a d3131 Scien-

ce 229, 726-733, 1985, Dalgarno a dals$i, J. Mol. Biol. 187,
309-323, 1986, Castle a dal&i, Virology 147, 22y-236, 1985,
Castle a dal&i, Virology 149, 10-26, 1986, Wengler a dalg&i,
Virology 147, 264-274, 1985). Podle téchto analyz obsahuje

'RNA genomu flavivird jednoduchy dlouhy otevfeny retézec, ob=-

sahujici pribliZné 11 000 nukleotidd, ktery je kodem pro viechw
ny strukturni a nestrukturrf bilkoviny.

Poradi genf, stanovené pro virus Yﬁsé‘potvrzéné éro né-
kolik dalgich flavivird je 5; C-prM{M)-E-N51-NS24~NS2B-NS3~
NS4A-NS4B-NS5 3.C. E a prM(M) oznacuji strukturni bilkoviny,
které lze nalézt v nezralych (C, prM, E) a ve zralych (C, M

a EY ¢ASEicich Vitu, Kdezto zbyteK gFemomu jé Kodem pro Hest=.
rukturni bilkoviny. Strukturni a nestrukturni bilkoviny byly




Stanoveny v korelac1 s odpuvidajlclml Segmenty genomu na
zaklade am1n0terw1naln1 analyzy retézce.

Je moZno predpokladat, Ze translacé virovych bilkovin

zatina na prvnim kodonu AUG na 5- zakonéeni. RNA. a pokracuge.:: 

“az do stop kodonu na 3 zakendeni RNA Tvorba jednotlivych.
bilkovin je tedy provazena radou specifickych §tépnych po-.
chodd, jichi)se uéastni jak bunééné proteazy, tak proteazy,
specifické pro virus.

Az dosud bylo zjisténo priblizné 60 rGznych flavivird
a pfibliZzné 2/3 z nich se prena$i kousnutim infekénimi arth-
ropody, takZe jsou nazyvany také viry ARBO (arthropod-borne).
Nékolik z nich je pathogennich pro &lovéka véetné viru sluté
horecky, viru dengue, viru japonské encefalitidy nebo viry
jinych encefalitid ( Shope v "The Togaviruses, str. 47-82,
Academic Press, New York, 1980).

Virus TBE je endemicky v mnoha evropskych statech, Rus-

ku a Ciné. Onemocn&ni je dobfe dokumentovidno v nékterych sta-

“techrstfedni‘Evropy‘jaké jsou Rakouskb,'CgSROSLOvenskp a Ma- .
"darsko a kaZdoro&né je hospitalizovano nékolik set nemocnych,
coZ predstavuje vainy zdravotni problém.

Onemocnéni je moZno uéinné zabranit vakcinaci pomoc i
vakeiny, kterou je vysoce &istény, formaldehydem inaktivova-
ny virus ( Kunz a dal§i, J. Med. Virol. 6, 103-109, 1980),

ktery vyvolava imunologickou odpovéd proti strukturnim bil~
kovinam viru. Zasadni nevyhodou této vakeciny je skuteclnost,
Ze je nutno zachéizet s velkymi objemy potencidlné nebezpeéné
suspenze viru v pribéhu jeji vyroby. Je proto nutné zachova-
©vat. rozsahla a ndkladna bezpecnostni opatfeni.

Byly proto vyvijeny snahy nalézt zpish vfroby vakciny
bez svrchu uvedenjch nevyhod. V EP 284 791 se tento problém
Fe§i ziskanim molekuly DNA s obsahem DNA viru zapadniho pod=-

typu TBE; ktera je kédemApro alespon Cast alespon jednoho

i el s |,



typu strukturni bilkoviny, napfiklad ze skupiny bilkovin G,
prM;, M neho E nebo zdpadniho podtypu viru TBE.

Tato molekula DNA odpovida RNA s jednoduchym retézcem

o zapadnlho podtypu viru-TBE a bylo prokazano, Ze Je vhodna -

pro ziskdnl genetlcké 1nf0rmace pri expresi polypeptldu, a |
to uplne bilkoviny C, prM, M nebo E zapadnlho podtypu viru
TBE nebo ¢asti nékteré ze svrchu uvedenych bilkovin. Takovy
polypeptid je moZino uzit k diagnostickym nebo lecebnym née-
1im napfiklad pfi v¥robé vakciny,

Analyza retézce rovnéi potvrdila, 7e existuje diferen-
ciace proti dalnévychodnimu podtypu. Aminokyseliny jednotli-
v¥ch retézed se od sebe 1i&i a7 ve 14 % ( v zavislosti na bil=
koviné}, jak bylo popséno v pub11k301 Jam§céi kov a Pletnov,
Necleic Acid Res. 16, 7750 (1988).

.PrestoZe vakcina na bazi jedné nebo vétSiho poétu re-
kombi nantnich strukturnich bilkovin, tak jak byla popsana v
EP 284 791 miZe znamenat zlepSeni ve srovnani s inaktivova-

: ;n?m.neporuéenYm yirem.jako'vakcinqu_;-hlediska'erpBy,;mé; 

huje nestrukturni bilkovinv.. kterd mohou.

Jinak s uvedenou vakcinon stejné nevyhody, Ze totiZ neobsa-
né imunologické odpovédi.

Nestrukturni bilkoviny maji ddle?ité funkce pro Zivot-
ni cyklus flavivird, a to pro dozravani, proteolytické po-
chody a pro replikaci RNA. Prestoje bylo prokdzano, ze jed=
na z nestrukturnich bilkovin (NS 1) je u vird, odli§njych od.

virfy TRE schepna vyvolat

ochrannou imunologickou odpoved
(Schlessinger a dal&i, J. Gen. Virol. 68 853-857 (1937},
Zhang a dal€i, J, Virol. 62, 3027-3031. (1988) )u pokusnych
zvitat, nebyly k disposici Z4dné diilkazy tohoto typu pro ne-
strukturni bilkoviny TBE.




Je znadmo, Ze subneutralizaéni koncentrace neutralizac-
nich protildtek nebo jinych protiladtek proti epitoplim fla-

vivirové bilkoviny E miZe zprostredkovat na protildtce zéa- W

. visle zlepqenl 1nfekt1v1ty u. bunék, nesou01ch Fe- receptoryf '

(Portefleld Cardosa "Concepts in v1ral Pathogen851s I,
kapitola 17, str. 117), tento poznatek pomaha objasnit pa-
thogenetiku hemorrhagické horecky dengue a syndrom Soku, vy-
skytujici se u této choroby (Halstead, Science 239, 476-481
1988). V nékterych pripadech proto miZe byt vyhodné se vyva-
rovat pouziti bilkoviny E flavivirl ve vakcindch nebo je do-
konce mozno pouzit NS 1 jako jedinou sloZiku vakciny a viabec
do vakciny nevélenovat strukturni bilkoviny.

Jedna z bilkovin NS-1 zépadniho podtypu viru TBE byla
v posledni dobé identifi kovdna svyim retézcem. Tato bilkovina
je vhodnou sloZkou vakciny a je moZnmo ji snadno ziskat pou-

zitim rekombinantni DNA.

.Pddséaté“§§ﬁélé£ﬁ;

. Podstatou vynalezu je tedy peptid nebo polypeptid, kte-
ry obsahuje alespon cast aminokyselinového retezce bi lkoviny
NS 1 zapadniho podtypu viru TBE.

V pripadé&, Ze peptid nebo polypeptid obsahuje pouze
_cast. amlnokvsellnoveho Fetezce bilkoviny je vyhodné, aby Slo ... .

- 0 imunogenni ¢ast. Av&ak s vyhodou md tento peptid nebo poly~ - }

peptid retézec .aminokyselin, znidzornény -na obr. 4. {

Podstatu vyndlezu také tvoii jakekullv IOEQLCB aminoky-
éelin, které se 1i&1i od retézce aminckyselin p11r0dn1h0 NS«-1
mutapi nebo transposici,coZz spada do béinych prirozenych va-
riaci zapadniho podtypu viru TBE. Tyto fetézce si viak stdle
uchovavaji podstatné valstnosti (zv1a§té antigenni) netruktur-

ni bilkovina NS-1 zapadniho podtypu viru TBE.
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Prestoze je vyhodné ziskavat peptidy nebo polypeptidy
podle vynalezu expresi prislu$nych nukleotidovych Fetézct,
je také moZno je izolovat nebo s vyhodou synthetizovat che-

mickym zpilsobem. Peptidy nebo polypeptidy je tak moZno zis-

"Kat v podstaté.v ¢isté formé, prosté jinych latek, s nimiZz =~ -

jsou za prirodnich pedminek obvykle smiseny.

Peptidy nebo polypetidy podle vyndlezu je moino uZit
jako takové nebo spolu s jednou nebo vétiim poctem pomoc-
nych latek jako diagnosticka éinidla a jako sloZky vakcin,
S vyhodou se tyto latky zpracovavaji na prostfedky pro pou-

7Ziti v lékarstvi.

Vyndlez se rovnéZ tyka vakciny, kterda obsahuje peptid

‘nebo polypeptid podle vyndlezi a jednu nebo vét§i pocet po-

mocnych sloZzek, prijatelnych z farmaceutického hlediska. Z
téchto sloZek miize jit o nosié nebo pomocnou latku pro pep-

tid nebo polypeptid. Dals$i vhodnou sloZkou je napfiklad pufr.

‘Nosicem pro vakcinu mazZze byt jakykoliv vhodny nosié a

~.mtze v piripadé potfeby obsahovat jednu nebo vétsi pocet -po~ .

modnfchglétek, Podle béZné praxe je moZno vSechny vakciny po-

- = - J -

Vyhodnym pouZitim vakcin s obsdem antigennich peptidd
nebo polypeptidd je prfiprava specifickych imunoglobulini,
napriklad monoklonidlnich nebo polyklondlnich protilatek, ty-
to 1atky je moino ziskavat znamym zpisobem. Tyto protilatky

proti peptidim a polypeptiddm rovnéz tvofi souCast podstaty

vynalezu.

" Jak jiz byle svrchu uvedeno, je‘moino'pouiitiprostfedek
s obsdem jednoho nebo vétsiho podtu peptidd nebo polypeptidi
podle vyndlezu jako diagnostické cinidlo.
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Vynalez se rovnéZ tyka nukleovych kyselin, které jsou
kodem pro peptidy nebo polypeptidy podle vynalezu.

Podstatou vyndlezu jscu tedy rovnéZ nukleové kyseli=-
‘mzny,které“jSQuTkédgm pro. alespon’&ast bilkeviny NS-1 zapad---
Hniho.podtypu viru TBE. Tyto nukleové kyseliny, Easto re-
kombinantni, zejména rekombinantni DNA mohou byt kodem pro
celou nebo v podstaté celou bilkovinu NS-1 mnebo pro jeji
prislusnou Cast. .

Tyto molekuly DNA.a RNA jsou pouZitelné pro ziskani
peptidd a polypeptidk podle vynélezu a také pro vyrobu Zi-
vych vakcin. Tyto fetézce DNA se s vyhodou spojuji s DNA
viru Vaccinia, ktery se Casto uzivd jako Ziva vakcina.

Kromé svého pouziti jako zivé vakciny majl retézce
DNA a RNA své pouziti také jako sondy.

.V soulasné dobs nejsou k dispesici. Zddné specifické .
latky pro lécbu nemocnych s -ndkazou virem TBE. Exniuge vsak
;nekollk potenC1alnlch moznostl speC1r1cke 1nterference S
21wotn1m cyklem viru vietné postupl, které zahrnuji pouziti.
nestrukturnich bllkov1n Jako je replikace RNA, posttranslac-
ni nlnfpnlyilcke_pochody_a_bestavoxanl_uplnsho—xaru.—Nukieo-

vé kyseliny, které JSOU kodem pro bilkovinu N$-1 nebo JGJl
'tast by mohly_byt pro tente uéel rovnéZz pouzitelné. Kromé

ké mozno blokovat repllkacnl pochody viru pri pouziti proti-
;smyslne RNA.

Existuje rada cest pro pripravu moleku DNA podle vy~
ndlezu. Jednou z moznosti ziskéni molekuly DNA.je postup,
pri némZz se nejprve extrahuje RNA viru. zipadniho podtypu
TBE a molekula RNA se Cisti, nadeZ se provede transkripce
tohoto templatu RNA na molekulu DNA pri pouziti reversni

"-inieﬁierence—s—Iunkénimi -£d-nnestmi—vi-rovyeh—bilkoevin—je—tg-—

—_—
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transkriptdzy. Dalsi moznosti je chemicky synthetizovat mo-
lekulu DNA, jakmile byl zji&tén jeji fetézec.

Ve vyhodnem provedenl zahrnuje vynalez DNA ktera }
hybrldleJe s molekulam1 DNA podle prvnlho provedenl a ZGJ" ' i
ména s fetézci DNA z obr.. 3 a/nebo molekulou DNA, kterd je .
kodem pro bilkovinu z obr. 4 za vymezenych podmlnek napr,
pfi selekci na alespon 90% homologii retézce nukleotidd,

Molekuly DNA tohoto vyhoedného typu mohou sta le jesté byt
kodem. pro peptidy, vyvolédvajici jako odpovéd tvorbu proti-

ldtek, mimoto JSOU tyto molekuly DNA vhodné jake sondy.

v Jednom z provedenl vynalezu - jde o nukleovou kyseli~-
nu, obsahujici uplny retézec genomu divokého 4apadn1ho pod~
typu viru TBE, ktery je kodem pro nestrukturni bilkovinu

NS~ 1 a o molekuly DNA odvozené od RNA genomu, které JSOH

kodem pro alespon &4ast uvedené bilkoviny. Molekuly DNA po-

dle vyndlezu mohou odpovidat nebo mohou byt komplementarni

k RNA s jednoduchym Fetézcem zdpadniho podtypu viru TBE{a

JSOU vhodne _pro ziskani genet1cke 1nformace tyk33101 se ex-

prese uplne b11kov1ny NS 1 nebo Jjeji céstl nebo vet81ho poc-‘ !
tu Jeglch cast1 @ Jjejich pou21t1 Jako .Slozky. vakciny pro. le-_m_p_mﬁé

e e T s

gebné a dlagnostlcké ucely.

Vyndlez se vyslovné tyk4d vSech fetézcl DNA, které Se
11841 od molekul DNA, které odpovidaji nebo jsou komplemen-
tdrni k prirodnimu Fetézci RNA pfo NS-1, at JiZ ke zméné
doslo degemraci genetického kédu a/nebo mutaci a/nebo

h At -Jl_

iaci. Lapau

transposici v ridmei hésin nvch n
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podtypu viru TBE. Tyto Fetézce jsou tedy stale jedté kodem
1

_bro b11kov1ny, které ma}1 zakladni \ldqtnostl (. zeJmena za~ . ...

kladni antigenni vlastfiosti) nestrukturni bilkoviny NS-1

zédpadniho podtypu viru TBE.




Ve vyhodném provedeni vynalezu je mozino tyto fetézce
DNA spojovat s dalsimi retézci DNA.

Tyto dal&i Fetézce mohon umoinovat replikaci a expre-

~ si molekuly DNA v bunééné struktufe. Nejdlleritéjsi retézce -

DNA k tomuto uéelu jsou retézce, které maji funkci promoto=-
ru nebo mohou byt pomocnymi fetézce; polyadenylainimi signa-
ly, a signaly pro &tépeni. Tyto dalsi fetézce je moino spo-
jovat s molekulami FNA podle vynalezu standardnimi postupy.

Vyhody, které jsou spojeny se svrchu uvedenjymi mole-
kulami DN4 plati rovnéz stejnym zplsobem i provmolekuly RNA.
Molekuly RNA podle vyndlezu je moZnoe ziskat izolaci a Cisté-
nim RNA-zdpadniho podtypu viru TBE nebo rekomhinantnim po-
stupem pri pouiiti RNA/DNA. Podstatu vyndlezu tvofi nejen
molekuly RNA,. které byly ziskany risténim BNA zapadniho pod-
typn viru TBE, nybriZ také molekuly RNA, které byly ziskdny
transkripci izolované a ¢i&téné RNA viru na DNA pésobenim

_reversni transkriptédzy s ndslednou transkripei takto ziskané
" DNA zpét do RNA nebo transkripci RNA, zdvislou na RNA,

Podstatu vyndlezu netvori pouze molekuly DNA a RNA,
tak jak byly svrchu popsany, nyhri také vektory, obsahujici
vélenénou molekulu_DNA_nebo_RNA_tohoto_typu. Podstatu_vyni=

2

lezu tedy tvori také vektory, a to vektory pro expresi nebo
pro klonovani, které obsahuji fetézec nukleové kyseliny uve-

oo oo Genéhontypu.=Vektorem-miZe-byt_nap fiklad=plasmid,-virus—{na~-

pfiklad'iivoéién?, jako Vaccinia, nebo fag) nebo kosmid. Jak
je v oboru znédmo, tyto vektbry ohvykle obsahuji fetézce, ri-
dici replikaci a expresi v&lenéné RNA nebo DNA. Tyto fidici
Tetézce mohou obamlovat promotor a mimo jiné ruzné pomocne
rotezce, ucnadnujic1 replikaci a/nebo expresi.

Podstatu vyndlezu rovnéi tvoii hostitelské bunky s ob=
sahem svrchu uvedeného vektoru. Bunky mohou tvorit kulturu,



Vektory se s vyhodou uchovdvaji v bunééné kulture, v
niz dochdzi k expresi ponpeptldu, pro. které jsou. kodem
Fetézce DNA a RNA podle vynalezu, s vyhodou jde o bunéénou
Kulturu savc1ch bunék. Pri pou21t1 bunecné kultury deClCh

‘bunék je moino. doséhnout neryhodne381ch ‘podminek pro expre-

si polypeptidu, ktery ma byt uzit jako vakcina pro ochranu

~savel proti infekcim zépadnim podtypem viru TBE,

Vynalez bude nyni popsén pro lepsi pochopeni v souvis-
losti s prfilozenymi vikresy,

Na obr. 1 je znizornéna fotografie agarozového gelu,
na némz byla provedena elektroforéza nerozstépeného plasmi-
du BS 17-6 (draha b), ktery obsahuje cely kodovy retézec Dro
bilkovinu NS-1, V draze ¢ Jje znazornén tentyi plasmid po roz-
Stépeni enzymem BamHI a obé dréhy a obsahuji znadeni o veli~
kosti 0,6 kb, 2 kb a 100 kb,

Na obr. 2. je zndzornén uplny nukleotidovy retézec

- vélenéné éésti‘l7-§ v plasmidu BS 17-6,

Na obr. 3 je zndzornén Fetézec RNA a Fetézec aminokyse-.

iin, pro néi je tento retezec kodem ( 17-6), Polohy jsou
¢islovany podle &éislovani v uplném genomu viru TBE.

Na obr. 4 je zndzornén retézec aminokyselin_bilkoviny
NS-1, odvozené od klonu 17-6. Polohy jsou ¢islovdny od prv-

ni aminokyseliny bilkoviny NS-1.

Na obr. 5, ktery se tjyka obsahu piikladu 10 je zndzor-

- nén zpisob klonovanl NS-1 v prokaryotlehem vektoru pro ex-.
presi pUC19S.

Na obr. 64 a 6B, které se rovnés tykaji obsahu prikla-
du 10 jsou znazornony nukleotidové fetézce klonu pN81387 na




- -
5. a 3- zakonéeni. V&lenénad &ast NS1 je zarazena ve Ssprav- - g
ném sledu s bakteridlnim genem lacZ. Exprese je pod Fize- v %
nim lac/Z operatoru/promotoru. Na obr. 64 je znazornéna o- Ny ?
becna organisace uvedené konstrukce, NA(ohr. GB.jébutinéio;* ;
nény FetézceiﬂNA a bilkoviny. V této konstrukci ma NS-1 %
40 pfidatﬁ?ch‘nnkleotidﬁ, které odpovidaji 14 aminokyseli=- ;
nam z genu lacZ s vaznym Fetézcem pUC19S na jeho 5:zakonée-l §
ni. Na 3-zakondeni se nachézi 27 pfidétnych nukleotidi, kte- | %
ré nepatri kNS-1 -( odpovidaji 9 aminokyseliném). Polohy nuk- %
leotidi vzhledem ke genomu TBE (z obr.3) jsou oznaéenj pomo- i
ci hvézdicek. E
Na obr. 74, ktery se tykd prikladu 1l je zndzornéna %
strategie klonovani NS1 s autentickym 5-signalnim Fet&zcem E
- v prokarfokibﬁéﬁ vekforu procéxﬁ}ési pﬁClQS. - ) - %
_Na obr. 7B, ktery se rovnéz tyka prikladu 11 Jjsou ;
znézornény nukleotidové fetézce klonu ptSNS1791 na 3% a na %
5. zakonéeni. Vélenény Fetézec NS1 je ve spravném sledu s )
__Ea&}srlalnlm genem lacZ pro expresi pod rlzenim JehO proemo-~ ”_“v__"_g
torového systému. V Casti I je znazornéna obecne strategie i ?
konstrukce. V ¢asti II jsou zndzornény retézce DNA a bilko- ;
viny.V této konstrukci md NS1 celkem 39 pridatniych nukleo- ;
‘tidﬁ,fbdpdvidajicich 13 aminckyéeliném Z genu.lacz a z vaz-
ného retézce pUC19S% na 52 zakondeni. Na 3- zakoncéeni se na- 7

chdzi jesté 30 nukleotidd, jejichZz pivod neni v NS1 a které
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odpovidaji 10 aminokyselinam na 3-zakonéeni. Polohy nukleo-
tidd relativné ke genomu TBE jsou znazornény hvézdiékou

(TBE genom je na obr. 3),

Na obr. 84, ktery se tyka prikladu 12 je zndzornéno
klonovani kodové oblasti NS1 ve vektoru pTKgptFl1S pro rekom-

binaci s virem Vaccinia.

Na obr. 8B, ktery se tyka rovnéz prikladu 12 jsou zna-
zornény nukleotidové Feté;ce klonu pAPNS1338 na 5~ a sna 3~
zakonceni. NS1 obsahuje 19 pridatn¥ch nukleotidi, odpovidaji-
cich 7 aminokyselinadm v ofekavaném translaénim produktu z
polyvazné oblasti . na 5-zakonéeni,30 piidatnych nukleotidd
odpovidajicich 10 aminokyselindm na 3<zakon&eni. Hvézdickou
jsou oznateny pothy.nukleotidﬁ vzhledem ke genomu viru TBE
(obr. @), o | .

"gérﬂg;:ﬁgé ﬁ 9B,7k£;fé_se vztahujimk prikladu 13 jsou
znazornény pedrobnosti klonovdni NS1 a jeho putativniho sig-
nalu reakci s polymerdzou (PCR). Na obr. 84 je zndzornéna
obecnd strategie PCR, na obr, 8B retédzce chemicky syntheti-
zovanych oligonukleotidd, uZitych Jako primery pro amplifi-
kaci DNA. Hvézdickoun jsou oznadeny polohy nukleotidd v ge-

nomu viru podle obr, 3,

Na obr. 10, ktery sc rovnéy vztahuje k prikladu 13 je




tldu 0dp0v1daj’01ch 4 amlnokySellndm z. oblastl vazneho Te-

VLezce na 5= Lakonaenl. Dalsich 41 nukleotldu ( odpov1da31- : §

_difkou__jsou_oznadeny_ —pol-ohy—nukld-eotidd—v—genomu—viru—IBE

znazorneén agarozovy gel s fragmentem NSI, synthetizovanym ;

-

pomoci PCR. Agarozovy gel je obarven ethidiumbromidem. De-
tekce DN& se pro"aui v ultra talovém SVELLG. §1pxa ‘ukazuje

frgsment s delkou pr1b117ne 1130 bp.

Na obr. 11, ktery se rovnéz tyka prikladu 13 je zna-
zornéno klonovani NS1 kodové oblasti s putativpnim signalnim

retézcem po syntéze pomoci PCR do vektoru pSC11-UrthDELTAQ 5

pro rekombinaci s virem vaccinia. ¥

Na obr. 12, ktery se rovnéZ tyka prikiladu 13 jsou
zndzornény retézce klonu pSCSNS1444 na 3< a na 5- zakonleni, -E
Autenticka kédova oblast NS1 vietné signalniho Fretézce ma ' ¢

na sveém ocekdvanem produktu tranblace l° prldatnych nukleo-

o -

01ch 16 aminokyselinam) se nachdzi na 3% zakon&eni, Hvéz~ 5

(obr. 3).

"§a—;ﬁ;:mi§;“ktef§mse tyké piikladu 13 je zndzornéna
analyza plasmidu pSCtSNS1444 &tépenim prislisnymi restriké- "
nimi endonukledzamide znézqrnéna spravna orientace vélené-
ného.fgtézce NS1 do 'vektoru pSCll;Ofth,‘ruvnéi je poﬁvrzen

rozmér fragmentd, odvozeny od fetézce klonu 17-6.



Na obr. 14, ktery se tyka prikladu 14 je znézornéno‘
klonovani NS1 véetné putativniho signdlniho fetézce ve vek-
toru pTKgptF3s pro_pﬁenos a rekdmbinaci_s virem vacciniao;

Na obr. 15, ktery se rovnéi tyka pfikladu 14 je zna-
zornén nukleotidovy retézec plasmidu pTKtSNS1556 na 3< a
5- zakonéeni. V této konstrukci ma NS1 navic 24 nukleotidd,

které odpovidaji 8 aminokyselindm v prislu$ném produktu

P .
. translace z vazného fetézce na 5- zakonéeni. Daldich 26

nukleotidd, které odpovidaji 9 aminokyselindm se nachazi na
3-zakonteni. HvézdiCkami je oznatena poloha mukleotidtt v ge-

nomu viru TBE (obr.3}.

Na obr, 16, ktery se tyka pﬁikladu 15, je zndzornéna
analyza southern blot pro NS1- rekombinanty viru vaccinia,

varecNS1444 a varecNS1556. Bunky CV-1 vyly 1nf1kovany re-

Ao e = e
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antnim ‘vorem vaccinia pii 5 pfi/bunka, Dva any pb in-

-

fekci byla CiSténa celkova bunéénd DNA, material byl rozsté-

pen restrikéni endonukledzou HindIII a délen na 1% agarozovém
gelu. DNA byla prenesena na nitrocelulozovy filtr a byla pro-
vedena hybridizace s radioaktivné znaéenym plasmidem pSCtNS1
444 jako sondou pro detekci vélenéného fragmentu NS1 a pro
sousedici retézce viru tk, Srovnanim rckombinantnich kmentl
vaxec\glISJG 112, -124, -122 a varecNS1l444-121 s divokym ty-

pem viru v4001n1a (vzorek 4) -hyl prokdzan oéekavany posun

fragmentu, ziskaného qtepenlm HindIII smérem k vys$si mole-
kulové hmotnosti, Pouze v pripadé vareeNS1556- 222 bylo moi-
no prokdzat maly pds, odpovidajici w.t. fragmentu. To zna-




méné; je izolat plaku neni homogenni. '1556-122 atd, jsou

o

riizné izolaty plakd z téhoZ rekombinaéniho pokusu po tro-
jim ¢isténi plakt. Jako kontroly a k oznaleni velikosti

ol
T

.fragmentu byly uzity ruzné Qtepne produkty plasmldu pSCt-
SNS1444 ( vzorky 6 a 7). ' ' |

"Na pbr. 17, ktery se tyka prikladu 17 je znazornén
autoradiograf denaturaéniho SDS-gelu s rekombinantnimi vi-
rf varecNS1444 a varecNS1556, u nichz dochdzi k expresi bil-
koviny NS1., Bilkovinu s oéekdvanou moldulovou hmotnosti je
. moZno prokdzat.u téchto vird ( mol. hmotnost 48 000), aviak
nikoliv u divokého typu varecl1342 ( u néhoz dochdzi k ex-
presi odligné bilkoviny v infikovanych bunkach. Velmi silny
péds pro bilkovinu, ktery prechazi pres znacku 97 000 je -
galaktosidaza . ( molekulova hmotnost 116 000}, k jejiZ ex-
presi dochdzi pod fizenim promotoru Pll v rekombinantnich.
kmenech varecNS1444 a varecl342, odvozenych od pSCll-Orth.

“'Jé ‘moZno pripravit nukleovou Kysélinu podle “vyndlezu™

- a stanovit jeji Fetézec nasledujicimi obecnymi postupy:

Predevéim je moino ziskat RNA viru extrakci z bunék,
" infi kovanych zapadnim podtypem viru TBE. Pri-pouziti RNA

gy

jako templatu je moZno ziskat cDNA s dvojitym fetézcem, na
priklad pfi pouZiti reversni transkriptdzy. Pri pouZiti re-
N komb1naqtnl tecchniky je m07no tuto cDNA- ulo71t do DNA vek-

toru, napilklad do plasmldove DNA Esoherlchla 0011, ¢imz o BER

se ziskd rekombinantni.plasmid. Rekombinantni plasmidy je

moZno uzit k transformaci prislusnych hostitelskych bunék, .

napriklad E. coli, kmen HB10l pro amplifikaci plasmidi ne-~
bo pro expresi odpovidajicich hilkovin. Jednotlivé kolonie
s plasmidy, obsahujicimi vloZenou DNA je moine identifiko-
vat postupem, ktgri byl uveden v publikaci Birnboim a Doly,
Nucleic Acids Research 7, 1195-1204, 1979, Retézec bazi
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DNA, specificky pro zapadni subtyp viru , ﬁfitomny v rekom~
binantnim plasmidu je moZno prokdzat postupy pro rychlé sta=-
novéni fetézce DNA, napfiklad pFfi pouziti dideoxyfetézci.

: Podrohne31 Jje mozno, popsat zplusob V}roby cDN4, rekom- .

'blnantnlch plasmldu, bunek transformovanych temito pla%ml-

dy a zplsob stanoveni nukleotidového.fetdzce takto:
Nejprvé se ziskd z Custéného zapadniho subtypu viru TBE

L4 . rd
virova RNA. K tomuto ulelu se virus péstuje na primarnich

bunkdch kufecich embryi, koncentruje se pomoci ultraodattre-
divky a &isti ve dvou cyklech pii odstredéni pomoci sacha-
rozového gradientu. Po solubilizaci bilkovin pomoci SDS za
pritomnosti proteindzy K a inhibitoru RNézy, nanriklad tak,
Zze se material inkubuje 1 hodinu pri teploté 37 °C se RNA
extrahuje napriklad fenolem a srazi cthanolem. Pfi pouziti
této RNA jako templdtu se pak ziskd DNA, komplementarni s
virovou RNA in vitro plsobhenim reversni transkriptazy, na-
pfiklad z viru myelob]astozy ptakd, napfiklad zplsobem pod-
le publlkace Gubler a Hofmann, Gene 23, 263-269, 1983, Pri
pouziti primert, napfiklad hexanukleotidového typu, ziska-

,nych Z telec1ho brzllku a jeho. DNA se VlFOVd RN4- 1nhubuge

za prislusnych podmlnek napriklad podle prlrucky " cDNA

Synthesis system", Amersham, Velka Britdnie pri.pouziti re-._ .

versni transkriptazy spolu s desxyadenosintrifosfatem (dATP),
deoxythymidintrifosfatem (dTTP), deoxyguanosintrifoafatem
(dGTP) a deoxycytidintrifosfatem (dCTP) jako substratem.,
Takto ziskand hybridni cDNA.BNA se zpracovavé pisobenim

RNazy H za presné deflinovanych podminek za vzniku vypusténych
usekd v RNA hybr1dn1 molekuly, Pak je moZno uéinné uzit

DNA-polvmerizu I 2z E, coli &k nahrads

V]
a
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zce RNR pri pouziti

O

RNA s vypusténymi useky Jako primeru, Takto ziskand RN4A s
dvojitym retézcem se¢ deproteinizuje. exprakci smési fenolu a
chloroformu, vysrazi ethanolem a zbyvajici fragmenty RNA se
odstrani pfisobenim BNazy nantiklad v pufru TE 30 minut pri
teplots 37 °C.

-y




Klonovénl dsDNA se provadl naprlklad pxl pou21t1 syn-bh
thetlckych vaznych retezcu K tomuto uéelu.se dsDNA zpracu-
je pri. pou21t1 Klenowova fragmentu DNA polymerazy I z E. co-~
1li za prislusnych podmlnek podle publikace Maniatis a dals$i,
Molecular Cloning, CSH 1982, ab) bylo mozno zajistit co neJ~
vetel mnoistvi Llonovatelnych zakonceni nacez se provadl
extrakce fenolem a deproteinizace. Pak se dsDNA 1nkubu3e za
vhodnych podminek s vaznymi fetézci BamHI za pritomnosti
DNA-ligézy. Reakéni smés sc nanese na 1% agarozovy gel a z
gelu se vyrfiznou cDNA s riznou molekulovou hmotnosti a ty se
pak dale ¢isti napfiklad elektroeluci. Na druhé strané se
DNA plasmidu, ktery ma byt uzit jako vektor, napfiklad.plas-
mid Bluescript SK- z E. coli roz§tépi restrikéni endonukle-
dzou BamHI a defosforyluje pri pouziti bakterialni alkalické
fosfatazy. Po.roz$tépeni cDNA enzymem BamHI se materidl smi-
si s vektorem, rovnéZ rozitépenym enzymem BamHI a smés se in-
kubuje za prislusnych podminek pro umoznéni hybridizace kom=

_plementarnich predénivajicich fetézel na koncich obou molekul
DNA a provadi se vazba plscbenim T4-DNA-ligazy. Rekombinant-

ni molekula DNA se uzije k transformaci kompetentniho kmene ~~

" E.-coli, napfiklad E. coli XL 1- blue Rekomblnanty, obsahu- = -
jici &élénépou-éést qp901f1ckou pro virus se 1dent1f1hu31
-na zékladé bai‘evné?odllsnostlo Plasmidy se izoluji podle pub-
likace Birrboim-a Doly, Nucleic Acids Research 7, 1195-1204,

1979 a rozméry vélenénych Casti se analyzuji pomoci restriké-
nich enzymd pri pouziti enzymu BamHI s néslednym délenim zi-

__Skanych fragmentll na 1% agarozovém gelu. . _

. Retezec bazi v techto vélenénych gsecich se stanovi
podle publlkace Sanger a dalsi, PNAS USA T4, 5463-5467,1977,
Ziskany fetézec se amalyzuje na homologii s jiZ znadmimi fe-
tézcirjinfch«flaviyirﬁ podle publikace Rice a daldi, Science
229, 726-733, 1985, Dal garno a daldf, J. Mol. Biol. 187,
. 309-323, 1986, Castle a dalsdi, Virology 147, 227-236,1983,




Castle a dalsi, Virology 149, 10-26, 1986, Wengler a dalsi,
& Virology 147, 264-274, 1985, Jams$cikov a Pletnév, Nucleic
Acids Research 16 7750, 1988 pfi pouZiti pofitadovych pro-
v grami pro stanoveni ulozeni fetézce v celkovém fetézci ge-
-noniu RNA.- Na obr. 2. je znazornen uplny nukleotidovy retezec,
a na obr. 3 odpovidachl retezec aminokyselin oblasi NS1
zdpadniho subtypu genomu viru TBE,

Vynalez poprvé poskytuje moZnost ziskat nukleotidovy
Tetézec genu, ktery je‘kédem pro bilkovinu NS1 zapadniho
subtypu viru TBE a v dfisledku toho také objasnuje Fetézec
aminokyselin této bilkoviny.

Retézec bazi na obr. 2 je vyhodnym prikladem DN4,
kterd je kodem pro polypeptidy, charakteristické pro za-

- padni subtyp viru TBE, a to pro jeho bilkovinu NS1. Na
zadkladé degenerace genetického kodu miiZe byt kodovym Fetéz-
cem pro tentyZz fetézec aminokyselin také triplet bazi, od-
liénych od bazi, uvedenych na obr., 2.

Do oboru vynalezu spadaji také fetézce, které jsou .
pozménény mutaci, transposici nebo degradaci, av&ak presto
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kladni antigenni vlastnosti bilkoviny NS1.

Mimoto se vynélez netyka pouze presného retézce ami-
. nokyselin z obr, 3, ktery je pouze prikladem moZiného Fetéz-
ce bilkoviny NS1 piirodniho zapadniho podtypu viru TBE. Je
3 znamou skutelhosti, Ze genomy vird RNA jsou podroheny cas-
téj¥im mutacim nez genomy DNA vir( nebo bunéénych gent, a
to vzhledem k vét&dimu vyskytu chyb v dinnosti RNA ‘polymeréz
a nedostatkdm kontrolnich a ridicich mechanismi, Jah bylo
uvedeno v publikacich Holland.a dal&i, Science 215, 1577~
1585, 1882, Reanney, Ann. Rev. Microbiol., 36, 47-73,1982,
V zavislosti na vlastnostech viru mohou tyto mutace dat
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.vznik novym typl vird vzhledem k posunu antigennich vlasts
nosti, tak’ jako tomu bylo v pfipadé chripkového viru podle
‘publikace Both a dalsi, " Origin of Pandemic Influenza Vi-
ruses", W.G.Laver. (ed.), Elsevier, 1983. Na druhé stfané
_mohou\byﬁ'RNA“Viryﬂantigenné;stélejéi za pFirodnioh1ekold:
gick?ch podmiﬁek, pravdépodobné v dasledku prirodnich
funkénich omezeni, kterd nedovoluji rozséhlejs$i strukturni
zmény v antigenné aktovnich bilkovinidch. Je vsak presto za-
potiebi brat v dvabu urditou miru variace, jak je mozno

prokdzat srovnadnim retdzcd rlznych pfirodnich izoldtd,

Toho je moZno dosdhnout napriklad tak, Ze se analyzuje
retézec RNA z rlznych izolatld pri pouziti dideoxyfetézci na
zakonenich a pri pouziti synthetickych oligonukleotidd ja-

ko primer&. Tyto retézce se pripravi podle prototypového fe-

tézce izolatu z obr. 2.

Vsechny retézce, které maji ve srovnani s retézcem
. ..prototypudrobné variace, napriklad takove, které byly
nalezeny v dalS§ich pfirodnich izolatech zdpadniho subtypu

‘QJViru-TBE:jsbu-do~vyhéléiu_iahrnhtyﬁ Tytofvariéce_je‘moino SR

ziskat také modifikaci nukleové kyseliny im vitro, Vyndlez

proto zahrunuje vSechny retézce, které hybridizuji za omeze-

nych pddminek. napfiklad_pfi_selekci na_alespon_90% homolo=
gii retézce s Tetézcem podle vyndlezu nebo jeho Easti a
které jsou s vyhodou kodem pro bilkoviny nebo peptidy s pod-

ul

subtypu- viru TBE, tj. jeho strukturnich bilkovin,

Uloieni‘nukleotidového_fetézce, ktery je kodem pro
bilkovinu, napfiklad pro NS1 do pfisiuénéhb vektoru nebo
vektord a do hostitelské buﬁky k expresi'tétu'bilkovin§ ve
velkém mnozstvi je udinnou technologii pro studium struktu-
ry a biclogickych funkci bilkovin. Systém, uZity k expresi
vidy zévisi na urdit¥ch vlastnostech molekuly, napf. na

posttranslaéni modifikaci zkoumané molekuly bilkoviny,



-

E

e odal

Expresi je moino uskutefnit v prokaryotiékém nebo
eukaryotickém bunécném systému, V pripadé glykoproteind,
Jjako jsou bilkoviny typu NS1 je k expresi vhodnéjii euka-
ryoticka hostitel ki bunka, protoze tato bunka Je lépe
schopna provést: ﬂlykocylaC1." ' " ' o

Vyhodnym systémem pro exvresi je virus vaccinia a
bunky primatd, které rostou v kontinualni kultufe. Timto
zphschem je moZni zajistit.nebc napomoci zajisténi spravné
posttranslacni modifikace a vysoké urovné syntézy,

Mimoto je ifejmé moZzno prokazat, ze ridid retézce
viru vaccinia jsou schopny fidit syntézu témér kterékoliv
ctzorodé bilkoviny bud pri pouziti promotoru pro " pozdni
fazi" nebo pPi pouziti " konstitutivniho" promotoru, ktery
je ¢inny v pribéhu dasné i pozdni faze replikace viru, jak
bylo popsdnoe v Moss a Flexner, Ann. Rev. Immunol. 4, 305~
324, 1987. Byly v&ak podavéany i zbrévy o tom, 7ze stdlost
cizorodych bilkévin, k jejichZ expresi do$lo v bunkach, in-
flkovanych Vlrem vacclnla je silné ovlivnéna promotorcm
ktery ridi expresl prislusného genu, jak bylo popsano v
Coupar a dal$i, Eur. J. Immunol. 156, 1479, 1986 a lownsend

13 J. Exp. Med. 158, 1211-1224,°1988.°
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Konstrukce pfisluéného plasmidu pro expresi s obsahem
Fetézce, sbecifického pro NS1 vyZaduje extensivni manipula-
¢i s DNA. Je nutno brét v uvahu, e NS1 je &asti polypro-
teinu, ktery je posttransladné zpracovavan na jednotlivé
bilkoviny protedzami viru a buﬁky, jak bylo popséano v Mandl
a dalsi, Virology 173, 291-301, 1989, V pribéhu nrirodni

virové infekce zahrnuje syntéza NSI vuitfni 91gndln1 retv-

Zec na aminotemindlnim zak onceni. Signalni Fetézec Sme1a~
Je vznikajici polypeptidovy retézec do endoplasmatick ého
retikula, coZ je nezbytné pro spravnou posttranslaéni modi-

fikaci, napfiklad pro glykosylaci. ahy bylo moZno ziskat
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spravné zpracovany produkt exprese je nutné, aby tento sig- !
. - . - it

nalni Fetézec nebo heterologni sigmdalni Fetdzec byl zakrnut i
I

v rekombinantni molekule.

Mimoto Vthede k tomu, 7e NSl je tasti polynrotelnu,‘ o
""neohcahuge kodony pro pocatek ant stop kodon' pro translaci,

Tyto kodony je zapottebi zajistit specifickou manipulaci re- ]
kombinantni DNA.

Tt e e

Hydrofobni retézec 5- a retézec 3~ jsou zaFazeny v

klonu 17-6 ( obr. 3). Vzhledem k tomu, #e nejsou k disposici

L S e DAL

mista Stépeni restrikénimi endonukledzami, neni moZno primo

klonovat NS1 s jejim " prirodnim" signdlnim retézcem ve vekto- E
ru pro vélenéni. Z tohoto divodu je mozno synthetizovat na- | i
pfiklad delsi retézec 1200 bp, obsabujici signalni retézec %
NSl a retézec pro ﬁplnou bilkovinu NS1, napriklad pri pou- 4

ziti polymeraza (PCR). Tato technika také umoznuje zafazeni

pripadnfch mist Stépend resirikéni cndonukledzou na obou

T T ST

strandch amplifikované DNA a Tetézch pro potiatek a ukoncéeni, 7
[

Spec1f1cky kontruovnny par prlmeru nro dmp]1f1k301 ?

i dava vznlk rete zci NS1, ktery mé na kazdé strané misto pu-" ‘é
soheni restrikéni endonukledzy EcoRI. PFri pouziti tohoto po- :
stupu je mozné zaménit autenticky signdlni fetézec jakymko- %

- Iiv signdinim ¥etézcem, prirodné se vyskytujicim nebo syn- {
-tetiskim signidlnim Fetézeem, jak bylo popsidno v Heinje, ?
NAR 14, 4583-4680, 1986, s
R . ) e s .é

VSechny plasmidy, sBecificky vyvinuté pro expresi mo-

lekuly je moZpo transponovat do viru vaccinia ( kmen WR ne- "
bo oslabeny derivat tohoto kmene) homologni rekombinaci v
“hostitelské bunce, napiriklad. v bunkdch primath CV-1. Cxpe-
rlmentalnl pos tup pro ziskani rekombinanntniho viru vaccinia

Je zndm a neni jej proto nutno bliZe popisovat {(Mackett a 5 ;
dal$i, JRL Press:DN4 cloning II, Ed.DM Glover, 191-211,1985. }



Vyndlez se rovnéz tyka syntézy molekul NS-1 v bakte-
ridlnim hostiteli. Glykoproteiny, k jejichZ expresi doslo
v bakteridlni bunce obvykle néjsou glykosylovany stejnym.
zpliisobem jako produkty, ziskané v eukaryotickych bunkach. _
Presto muze byt synteza NS-1.1i v neglykosylovane forme u-
Fitedna pro rizné ucely Jako' priklad je moZno uvest ie ‘_ ..
derivaty obalového glykopruteinu (gp} 160 HIV-1, k jejichz
expresi do§lo v bakteridlni bunce podstatné prispély k dia-

gnostice HIV a experimentdlni vakcinaci.

Analogicky jako zkonstruovany plasmid pro rekombinaci
s virem vaccinia byl syntetizovdn také fetézec pro NS-1
véetné autentického signdlniho Fetézce pomoci PCR a byl
klonovdn napiiklad v plasmidu pUC~19, Je moiné nahradit
IBE sgndlni Fetézec prokaryotickym signalnim retézcem za
utelem dosazeni udinné sekrece molekul NS-1 z bhakteridlni
bunky .Bakteridlnt signalni Fetézec totiz mtiZe zabranit a-
gregaci NS-1 a tvorbé inklusnich télisek, ktera je pak nut-
no rozpustit pomoci smdcedel nebo jinvymi solubilizadnimi
prostfedky.

Kfomé syntézy‘dplné bilkoviny NS-1 jé hoinb tento”ex—

_ perimentdlni postup aplikovat také na zkracené_formy mole- ..... ..

T

kuly NS-1. Tyto zkrdcené molekuly je moZno pouzit k vyvola-
ni imunologické odpovédi, namifené proti specifickym mistim
bilkoviny. Tyto formy jsou rovnéZ cennym nastrojem pro tak

t1

zvanou serologii, namirenou proti specifickym mistdm".

Imunologicky relevantni epitopy v bilkoviné N$-1 je mozno
vilenit do nosnych molekul jako pomocné ﬁseky (napfikiad

. Castice HB jidra) neho do imunest D
podle publikace Morein a dal€i, Immunology today 8 (11),
333-333, 1987, .

Jakakoliv z molekul NS-1, synteiizovanﬁch v prokaryo-

tickyeh a eukaryotickych systémech pro expresj pepsanych v
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priibéhu pFfihladky predstavuje molekulu, vhodnou jako slozka
NS-1 vakciny, molekulu je mozno uzit jako takovou nebo va-

zanou na rekombinantni glykoprotein E viru TBE {EP 284791)
-nebo je moZno tyto molekuly pFidavat do existujici vakciny

., .S obsahem inaktivovaného viru TBE.

Mimoto miZe byt analyza imunologicke odpovédi proti
témto nestrukturnim bilkovinam pnebo jejich castem Kritic-
pro porozuméni pathogenidty:viru TBE a dal&ich ¢lenl

ké
skupiny flaviviri.

Do genomu Zivych virid je rovné¢Z moZno zaradit cizoro-=

dé Fetézce DNA nebo RNA, &imZz vzniknou rekombinantni viry,

které je mozno uzit jako Zivou vakcinu. Shrouti této moZnos-
. ti bylo popsano v publikaci Mackett a Smisth, J. Gen. Virol.
67, 2067-2082, 1986.

Také kombinace rlznych genii, napriklad odvozenych od

Zie je moino dosédhnout jejich exprese a pouzit pro vakcinaci
" (Perkus a daldi, Science,. 229, 981-984,-1985). Vynilez pro-.
to zahrnuje jakékoliv kombinace retézct, uvedenych v pribéhu

pFihladky s daléimi retdzci, jako jsou geny, které jsou ko~

~ rlznych virid je moiro zpracovat genetickou technologii tak,

R ST

Y,

T e N

Tirns
—

dem_pro odligné bilkoviny nebo fetézce, které piispivaji k

eTEann PRI AR T

tézce podle ¥ynalezu je vSak rovnéZ moino uzit k ziskani in-

formaci, které lze vyuiit pri syntéze oligopeptid. 0 tomto

expresi bilkovin jako jsou promotory, podpirné retézce, po- %
lyadenylaéni nebo &tépné signdly. i
e : é
Je-zndmo, Ze k imunizaénim nebo diagnostickym udéelim - %

neni bezpodminedéné nutné pouzit uplnou pfirodné se vyskytu- y i

jici bilkovinu ( Lerner, Nature 299, 552-596, 1982, Arnon, g

TIBS ‘11, 521-524, 1986). :

Bilkoviny nebo &dsti bilkovin, jichz je moino uzit §

jako vakcin nebo diagnostickych ¢inidel je moZno ziskat re- E
kombinantni svrchu popsanou technologii s pouzitim DNA, re- §



&

predmétu je k disposici rozsahla literature. Peptidy, synte-
tizované pomoci retézcd DNA byly pripraveny a DOuthy pro‘

 fadu uéeld napfiklad pro biologické a imunoloegické studle,
jak bylo popsdno v Lerner a dal$i, Cell, 23, 309 a7 310,.

.'1981, -Lérner, Neture 299, 592-596, 1982, PouZiti. pro vak- -

cinaci bylo popsadno v Shinnick a’'dal$i, Ann. Rev. Micro-
biel., 37, 425-446, 1983, DiMarchi a dalsi, Science 232,639~
641, 1986. Obecnd priprava peptidd nebo kombinace peptidi
je tedy zndma., |

Dale je znamo pouziti nukleovych kyselin a retézci,
ziskanych pomoci téchto kyselin pro pfipravu hybridizacénich
$ond, napifiklad pro pouziti pri prlkazu virové RNA u klis-
fat nebo v krevnim séru ( Meinkoth d& Wahl, Anal.B;ochem 138,
267-284, 1984, Kulski a Norval, ‘Arch. Virel. 83, 3-15,1885.
Tyto sondy je moZno pripravit bud techpologii pri pouziti

- rekombinantni DNA nebo chemickou syntézou oligonukleotidd’

na zakladé poZadovaného retézce.

- Vanalez bude osvetlen nasledu31c1m1 prlklddy. Neni-li
vysldvne uvédeno J1nak provadi se Jednotllve postupy zpu—'
sobem, ktery je sdm o sobe znam. Tyto postupy je moino na-
“1ézt v radé standardnich publlkac; vietné publikace  “Sam-
brook, Fritsch a Maniatis " Molecular Cloning: A Laborato-
ry Manual" (2. vydéni), Cold Spring Harbor Laboratory Press,
1689, '
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Priklady provedeni vynalezu

Priklod 1
Propagace a ¢ifténi viru TBE

19% susnenze viru ZBE ve formé infikovanych mozki
infantilnich my&i byla uZita k infekel primarnich bunék
kurecich embryi ve jedné vrstve, udrzovanych na minimdl=-
nim zakladnim prostredi oMEM) s prisadou pufru 13 mM He-
pes a 15 mM EPPS o pH 7,6. Po 40 hodindch inkubace pri te-
plote 37 °c byl supernatant vyceren odstredénim pri
10 GO0 g po 30 minut pri teploté 4 % a virus byl usazen
ultraodstiedénim pri 50 0060 g po dobu 3 hodiny pri teplote
4 °C. Pak byl virus znow uveden do suspenze V p$isiudném
objemu pufru TNa ( 0,05 M triethanolaminu, 0,1 M chloridu
sodného o pH §,0) .a pak byl material podroben zonalnimu
odstiedéni v sacharezovém gradientu.d aZ 20 % hmotnostnich
CpTicl7 777 gricelkem 11U minut pri teplote 4 °C. Nejvetsi . ...
- koncentrace viru byla pak stanovena sledovanim garientu '
pii 254'nm,”naéeiubyl material znovu odstfedén ve 20 azZ
50% sacharozovém. gradientu k dosaZeni rovnovdiného stavu
18 hodin p#i tenloté 4 °C a pri 15 000 g. Pak byl virus

dialyzovan proti pufru T&N pri pH 8707k odstraneni—prebyt-

kKu sacharozy.

‘!:J }‘]_k] ad 2 — - e i S S S

Priprava RNA viru

100 ﬁug ¢istenédho viru.se ziedi na 400 A1l p%idénim puflra
prd reakel s proteinazou K (1o mM Lris,o pH 7,8m 5 mi
EDTA, 0,5 % SDS), Proteindza K se prida do konecéné kon-
centace 200 /ugﬁml 4 smés se hodinu inkubuje pri teplote

0 . : L . .
37 %C. Pak se roztok demroteinizuje tak, ze se dvakrat ex-

)



‘se.prida 26

trahuje stejoym objemem ( 400 /ul) fenolu a pak jesSté jed-

nou chloroformem a isoamylalkoholem v poméru 24 @ 1, pak
/ul oM roztoku octanu sodného a KNA se vysrazi

prfididnim 2,5 objem’ ethanolu. Pred dalsim pouzitim se po-

dil RNA denaturu je glyoxalem a pak sc-po@robi_e}ektrqfqré-

ze na agarozovém gelu ke kotrole v¥tézku a kvality ziska- . ..

ného materialu.
Priklad 3

Syntéza cDNA s dvojitym Fetézcem

w

JuE RNA, vysrazené ethanolem se znovu uvede do sus-
penze ve 40 ,ul pufru pro syntézu prvniho retézce @mersham,
UK) s obsahem 5 /ug ndhodne volenfch oligonukleotidovych
primer, smés se zahteje na 70 °C na 1 minutu a pak se ne-
cha pomalu zchladnout na teplotu mistnosti. Pak se pridaji
viechny &tari deoxynukleotidtrifusfaty do konelné koncent-
race 1 mM. Mimoto se ke smési prida 5 jednotek inhibitoru

ribonukledzy z lidské placenty a 10 uCi %-22p dCTP. Syn-

© téze prvniho retézce se zahdji:pridanim 100 jednotek revers-

ni transkriptazy ( Amersham) a reakce se nechd probihat 2
thiny;pfjwtnplntéi42koﬂ-_Pak,sqrrenkénj:smés uloiiqﬁp”Lhdub
a reakéni sloZzky pro tvorbu druhého retézce se pfidaji v
tomto pofadi: 93,5 /ul pufru pro syntécu druhélio retézce
(Amersham, UK), 4 jednotky ribonukledzy H, 23 jednotek DNA-
polymerdazy z F. coli a voda do konecného objemu 2350 /ul.

syntéze druhého fetézece se provadi ndslednou inkubaci pri
0

0. C . . Yy , )

12 °C a pri 22 "C ( dvé hodiny pokaZdé) a pak se zastavi
DT S N W YT ) P o I 2 S T T =t RSO, e Of" Y le e~ TANT G
Aokl bl M UL LUMNLE et W LA [y} L ’J.i.L Ll i v v o Ik O virav A
retézcem roz&tépi pivobenim 10 jedotek T4 DNA-

-

s dvojitim
polymerdzy

30 minut priteploté 37 “C pro vznik. vhodnych za~. .
konceni, Pak se ¢DNA ¢isti extraukei fenolem a chloroformem
a vysrazi dveéma objemy ethanolu,

e ——— !




PrikYad 4
Vazba pomoei vaznVch retozeu

e et oy N
Syhtetické 5=fosforylované vazné retézce BamHI - (New

England Biolahs) se pricdaji k cDNA a reakce se necha probi-

hat pres noc pril teploté 12 OC, Reakéni smés obsahovala v
koneéném objemu 200 ,ul pufru pro uskuteénéni vazby ( 50
mM tris o .pH 7,5, § mM MgCl,, 5 md DTT, 1w ATP} pribliZ-
né 1 sug cDNA, 1 g vazné DNa a 1 /ul T4 DNa=-ligazy (New
England Biolabs).

Priklad 5
Francionace cDikd podle velikosti

cDN4 byle frakcionovana na 1% agarozovém gelu,
Frapnce s riznou velikosti byly z gelu veriznuty a DNA by-
» Ja extrahovana .z agarozy.elektroeluci v aralytickém zarize---.

w

ni. pro tenot ucel (IBI) podle pokynd virobee. Pfeso, Ze

mnozstvi DNA" bylo velmi malé, takie je bylo jen s obtiZe~
mi mczno prokiazat barvenim ethidiumbromidem, bylo moino

”

- extrakci snadno sledovyt vzhledem Kk radiocaktivnimu znaleni

=

NAT—rakciomatni—stupen—je—tedy prostiredkem—pro—ziskant
velk¥eh Fragmentid cBNA vhodn¥ch pro selektivni klounovani a

‘:.
¢ umoznuje cONA uplné coddelit od nenavazanvch vaznych

|
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Tetdzon T - S
Priklad 6
Klonovani v hakteridainim plasmidu

cINA byla roz&tépena pasobenim 10 jenotek restrikéni

endonukledzy Bamill, reakce trvala 1 hodinu pii teploté 37
Py extrakei fenolem a chloroformem byla DNA vysrazena 2 obh-

jemv ethanolu a znovu uvedena do suspenze v malém obiemu vo-
A I J
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dy. Pax bylo 20 aZ 30 ng cDNA smiseno s 50 ng lagemidu
Bluescript SK- (Stratagene}, kterty byl linearizovan roz-
&tépenim enzymem BamiI ( v¥raz Bluescript je ohchodni
znackal. Tvto dvi sloZzky byly na sebe navazény pisobenim.
T4 bNA:iigéz&'V 10 ?ulzévf0hu Q§edehéh0:pufﬁQ-ﬁ;o.Vaibu' .
pres noc pfi 16 °c. Nasledujiciho rédna byla smés zahfata

na & minut na 05 OC, zredéna 100 x vodou a uzita k trans-
formaci bunék E. coli XL1 (Blue). Kompetentni bakterie by-

ly ziskdny od [irmy Stratagene a transformevany ve 3 /ul
zfedéné smasi pro vazbu presné podle ndvodu v¥robce. Bak-
terie hyly naneseny na LB agarové plotny s obsahem ampici-
linu, tetracyklinu, 1IPTG a X-~Gal,

Prikliad 7
Identifikace fagemid( s obsahem vilenéného retézce

V systému Bluescript nabyvaji fagemidy se vElenénym

retézcem bilého zbarveni bakterialnich kolonii, kdezto

~nmavzajem viazané fagemidy poskytuji modte zbarvené kolonie.

Tytd'bilé kolonie byly izolovany a pouzity k naoékovani

2 @L}pyostfédirLB,SWobgahpgﬁgmggqi%inu_aibylyfpéﬁtovéng )
pres noc pti 37 °C na trepécce pri 220 otdackdch za minu-
tu, Nadsledujiciho dpe byl rychle pripraven plasmid stan-
dardnim zplisobem pri pouiiti varu podle publikace Birn-
hoim a Doly, Nucleic Acids Research 7, 1185-1204, 1979,
Plasmidy byl rozstépeny restrikcnim enzymem BamHI a analy-
zovany na 1% agrozovém- gelu. Jeden z klon(, ktery byl tim-
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vilenériou ¢4ast, specifickou nro virus, v délce priblizné
2,000 hp, Na obr,. 1 je zpazornén na 1% agarozovém gelu.
takto pripraveny plasmid BD 17-6 jak v cirkuldrni forme,

tak ve formé po rozstépeni enzymem Bamil.
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Priklad 8
Analyza Tetézce viélene casti v klonu BS 17-6
£

DNA S jeandGch§ﬁ Fetézcem klonu BS 17-6 byla pripra-
vena pridanim pomoecného fagu VCS (Stratagene) v poméru
20 : 1 K exponencidlné rostouci Kulture Bakterii E. coli
XL1{Blue) s obsahem BS 17-6. Smés se energicky micha 16
hodin pri teploté 37 °C a pak ze ze supernatantu ¢éisti
ssDNA znamym zpdsobem. DNA s jednoduchym retézcem se ana-
lyzuje v. celé oblasti vélenéné. ¢asti postupem podle.bubli-
kace Sanger a dals&i, PNAS USA 74, 5463-5467, 1977 pri po-
uziti enzymu Sequanizy { United States Biochemicals) a re-
akénich ¢inidel, dodanych vyrobcem. (Vyraz Sequendza je
obechodni ndzev). Oligonukleotidy, specifické pro virus a
pro vektor byiy uzity jako primery pro analyzu retézce.

uplny retézec vélenéné ¢asti 17-6 je zndzornén na obr, 2,
Priklad 9
Odvozeni rfetézce aminokyselin bilkoviny NSl

“Translace:nukleotidového retézce Klonu BS " 17-6 ve

viech smérech objevila pouze jedinou moznost spravné trans-

lace delé&iho retézce.Retézec aminokyselin, odvozenty timto

»

zpﬁsuham, byl'sruvndvén's fetézei pro dalsi flaviviry kte-

726-723, 1855, Coia a dalgi, J. Gen. Virol. 59, 1-21,1988,

ré byly uvedeny v publikacich Rice a dalfi, Science ;:9, ?.

Chnmhcrs a dalgi, Virolegy 169, 10u.az 108, 1959. Pro tyto

anglvzy byl wiit software Beclwan MICROGENIE (verse 4.0)

na 123 esohnim poditali. Yyraz WICRGGUNILE je obchodnl nd-

cev. Analyza prokazala, ze klon 17-6 obsahuje Gplnj kodo-
vy Fetdzec pro bilkovinu NS-1 a Cdsti kodového felézee pro
bilkovinu E a NS24, které ohranicuji gen NS1 protl gen omu
Flaviviru.




Na obr. 3 je znazornén fetézec RNA a fetézec ami-
nokyselin, pro. které je tento retézec kédem, odvozen ¥ od
klonn 17-6. Aminotermindlni'zakonceni NS1 je patrné uvol-
néno bunéénou signaldzou, karboxyterminilni zakonéeni enzy-
men, podobnfm-éighalézé@ ‘Delsi forma. bilkovidy NS1, ktera:
obsahuje také aminotermindlni zukonéeni hilkoviny NS24 by-
la pozorovéna Masonem a dal&imi ( Virology 158, 361-372,
1987). Karboxytermindlni formu této bilkoviny NS1 je moZno
uvolnit pro virus specifickou protedazou nebo bunécnou sig-
naldzou podle publikace Rice a dalsi, Science 229, 726-733,
1885, Aminotermindlni zakondeni a tfi mpZnd karboxyterminal-
ni zakonéeni jsou zndzornéna na obr. 3. Karboxyterminalni
zakonteni, uvolnénd enzymem, podobn¥m signaldze ( Chambers
a dalsi, Virology 169, 100-109, 1888) je popsano jako
"COCH~Terminus 1", Karboxyterminalni zakonfeni, které je
pravdénodobné tvofeno pro virus specifickecu protedzou je
oznacteno "COOH~Terminus 2" a potencialni karboxytermindlini
zakonfeni, uvolnéné hunéiénou signaldzou je znozornéno jako
"COOH~Terminus 3". Cisla polch, uvedend na obr. 3 odpovi-

daji plné délce genomu viru TBE,

Na obr. 4 je zndzornén retédzec aminokyselin bilkovi-
7=6. Moina COOH=termi-

T

ny -NSl, o eny o©d retezee Kionu 1

o
™
3

[
-

ndlni zakonéeni jsou oznalena stejné jako na obr. 3, Ci~-
selné oznaéeni polohy je poéitdno od prvni aminokyseliny
bilkoviny NS1. Na obr. 4 je rovnéz znizornéno umisténi tii
potencialnich mist pro N-glykosylaci, ktera jsou pritomna

v hilkoviné NS1 virus

Priklad 10

" Klonovani oblasti, kterd je kodem pro NS1 v prokaryolickém

vektoru pro expresi

i

Nukleotidovy Fetézec, ktery je kodem pro bilkovinu
NSl se_podrobi: subklonovani _z_klenu_17=6_do_plasmidu -
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pUC19S. Veéktor pUCI®S je derivat plasmidu pUCl9, ktery ob-

. foe s ; b
sahuje stop-vazny retézec s obsahem stop kodonu TAG ve
viech trech Fetdzcich, klonovanych v misté &tépeni BamHI,

&

‘ﬁetézec pro NS1, ktery obsahuje malou ¢ist Fetézce pro
bilkovinu NS24 na svém 3 terminilnim zakondeni se vy jme
piisobenim restrikéni endonukledazy Cfol a zakonleni se upra-
vi piisobenim Sl-nukledzy. Vektor pUCl9S pro klonovini se '
"linearizuje v polyvazné oblasti plsohenim Sall a zakoncendi
se vyplni T4-DNA—p01ymerézuﬁ ( ohr. 5). Vazba vektoru a
vélenéného fetézce dava vznik mistu pisobeni enzymu Sall a
tim se viaze retézec pro bilkovinu NSl na gen lacZ ve sprav-
ném poradi { Obr. 64 a 6B). Na 3-terminilnim zakonceni je
fetézec pro hilkovinu NS1 ohranidéen prokaryotickymi stop-
signaly pro transkripei a translaci, které jsou obsaZeny

ve vektoru, plasmid je oznaCen pNS1387,
Priklad 11

Klornovani Kodové oblasti pro NS1 vCetné 5- proximélniho za- =

konéeni hydrofobniho signdlniho Ffetdzce.pii pouziti PCR

Aby bylo moino konstruovat indukovateln§ prokaryotic=-

k¥ plasmid pro exvresi s obsahem kodové oblasti pro NS1

vietné autentického signdlniho Fetézce byl prenesen fragment
plasmidu pSCtSNS1444 po &tépeni enzywem Sall {(Priklad 13)
do plasmidu pUC18S, cimz byl 2iskan klon ptSNS16582. aby bylo

mozno ulozit gen pro NSI do spravné polohy vzhledem Ke genu :
lacZ byl klon ptSNS1682 rozétépen enzymem HindITII, zakon-
ceni byla upravena pomoci Sl-nukledzy a zoovu navizana za
veniku Klonu ptSNS1791 s vypndtontmi 4 nukleotidy, jak je

zndzorntno na obr., Ta o Th.
Prikiad 12

Ronstrukce plasmidu pro rekombinaci ve viru vaccinia: Feoté-

zec pro bilkovinu NS1 pod fizenim promotoru VV-pli(L)




i

_ rikéni endonukleazy EcoRI_a Sall-na 5- zakonc ni a Squ a

Kodova oblast pro bilkovinn NS1, napriklad z prikladu
10 se podrobi subklonovani v misté stépeni cnzymem Sall
plasmidu pTxgptFlé ( Falkner G.F. a Moss B., J. Virol 62,
1849-1854, 1988, OthPP pro YSl se ulozi ve spravném smys-
T \/hledem-ke kod-onu AFG nro pof dtck transluce ve vektntu,
Translacni stop signdal je rovnéiZ obsaZen ve vektoru. Poly-
vaznd oblast vektoru je pfiCinou pfiddni 7 aminokyselin na
55 zakonteni a 10 aminokyselin na 32 zakonCeni, Strategie
klonovani a hrani¢ni oblasti bilkoviny jsou znadzornény na
cbr. 8a a 8b. Plasmid byl oznacden pAPNS1338

Priklad 13
Konstrukece plasmidu pro rekombinaci ve viru vaccinia: reté«
zce pro bilkovinu NS1 s prirodnim -signdlnim fetézcem pod

rizenim promotoru VV-p7.5(E/L)

Retézec nukleotidfi s obsahem kodové oblasti pro hil-

kovinu NS1 s jejim signdlnim rfetdzcem se Syntetrizuje pomo-

. ci PCR pvl pou41t1 Klonu 17-6 Jnko tpmplatu. Chemlckv Se

Synth9t1LU31 ‘dva ollgonukleotldy se Qtepnvm mlsty pre rebt-

HpaI na 3~ Ldkﬂntenl tyto olluonukleotldy se uziji jako pri-
mery pri PCR ( obr, 94 a 9B}, &mplifikovany fragment NS1 se
¢cisti na azarozovém gelu ( obr. 10) po #tépeni Sall a pak

se kKlonuje v mistd &tépeni Sall vektoru pSCli-Orth po ma-
Iveh modifikacich, Plasmid pSCl1-Orth byl uloZen ve verejne
ébirce D.S.M., Braunschweig, SBN pod ¢islem DSM 5734 dne

*
I S
v A ie

($]]

15. ledné 1890, Strategie klonovani a Fetézce na i TS
kon¢eni nové konstrukce jsou uvedeny na ohr. 11 a 12. Ana-
lyza restrikénich fragment( klonu na agurozovém gelu potvr-
zujé sprivinou orientaci vélenéné Gasti, jak je Zrejmé z obr.
13. Plasmid byl oznalen pSCtSNS1444.




Priklad 14

Konstrukce plasmidu pro rekombinaci ve viru vaccinia:
Retézec pro bilkovinu NS1 s plivednim signalnim fetézcem

pod fizenim promotoru VV=-pll(L)

Plasmid pTKtSNS1556 je vysledkem subklonovani fe-
tézce pro NS1 z klonu pSCtSNS1444 ve vektoru pTKgptF3s
(Falkner a Moss, J. Virol. 62, 1849-1854, 1988). Retézec
pro NSl se vyjme pri pouziti enzymu Sall a vileni se do
mista £tépeni enzymem Sall v plamidu pTKgptF3s. Strategie
klonovéni a Fetézec nukleotiddi pro plasmid pTKLSNS1556 je

zndzornén na ohr., 14 a 15.

Veéchny plasmidy se péstuji pri pouziti selekce am-
picilinem v mnoZstvi 100 ug/ml v E. coli, kmenech DKI,
. BH101 pebo JM jako v hostiteli ( JMIQ5, Ju83).

- Priklad 15

&

Vytvofeni rekombinantd viru vaccinia pro expresi bilkoviny
NS1 '

J?_J

Rexumbinantnl viry se ziskaji standardnim zplsobem
(Mackett M., Smith G. a Moss B,: DNA Cloning: & Practical

Approach, str, 191-121,ed. D.M, Glover, Oxford: IRL Press), -

“DYNA pidéﬁféﬁ béCf§§51a44‘a ﬁiaé&iﬁﬁ_pTKEéﬁéigéﬁuée_ﬁbdrohi
transfekci v bufikdch CV-1, infikovanych virem vaccinia, di-
vokfm'typém, Rekombinant varecNS1444, odvozeny od plasmidu
pSC11-0rth se podrobi selekeci na BuDR v bunkich 143tk. Re-
kombinunt varecNS1556, odvozend od pikgptls se izolujc sg-
lekei gpt v bunkédch CV-1, Véechny rekombinanty byly &iste-
ny }Fikrét ve forme plakd, Sprdvond organizace rekombinanti

byla zjisténa analyzou Southern blot ( Ubr. 16).



W

ny se oddéli na 12%

Priklad 16

Exnrese bilkoviny NS1 v bunkdch CV-1, infikovanych rekombi-

nanty viru vaccinia

\

- Loam e e mie o m = e st v v T

--sm . - g om o4 e -

Bunky CV-1 se Lnf1RUJ1 rekombinanty varec\bld44 a
varec N5155€ viru vaccinia. Dva dny po infekci se bunkv
oznati methioninem, znaCenfm S po dobu 4 hodin. Bllkovi~
ShS=-polyakrylamidovém gelu s denaturad-
nim néinkem a rdentafikuji autoradiegraficky. Pas bhilkovi-
ny, odpovidajici odekidvané molekuloveé hmotnosti pribhlifng
48 8885 je moino
divokého typu viru nebo v rekombinantcch viru typu varec
1342, jak |

oddélit. Tento pdas neni obsaZen v bunkach

je znazornénoe na obr. 17,
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1, Peptld nebo polypeptid, vy z na ¢ u j ic i nSig

t i m , %e obsehuje alespon cust Fetdzce aminokvselin hil-

koviny NS-1 zapadniho subtypu viru IBE,

2. Peptid nebo polypeptid podle naroku 1, vy zna -
dujici s e tim, Z e obsahuje retézec amino-
kKyselin, znazornény ne obr, 4,

- - . . "

3. Bilkovina NS-1 zdpadniho subtypu viru TBE,

4, Bilkovina nebo polypeptid,v y zn a c¢u jic i S e

tim, 7 e ohsahuje Fetézec aminokyselin, ktery se lisi

od fetézce prirodni bilkoviny NS-1 na zakladé mutace a/nebo

transposice v ramci beéeznych variaci zapadniho subtypu viru

5. Bilkovina, peptid nebo polypentid podle naroku 1 aZ
4 pro pouziti v lékarstvi.

¢ -

6..—Vakeina,v—y z n_a & u j i c_i s_g t i m_,_ 7 e

obsahuje peptid, polypentid nebo bilkovinu podle ndrokd 1

az 4 a jedno nebo vEétei podet dalfich =loZek, prijatelnvch

—g—{armaceutiektho—trtedishkae——see - om e o o

.

7. Diagnostické éinidlo, v .y znacu jici s e

tiom, Zz e ohsahuje renL1d polvpeptid nebo bhilkovinu

podle nirokt 1 az 4.

8. Nukleova kyselina,v y znma ¢ u jicli S e
tim, z ¢ je kodem pro peptid, polypeptid rebo bilko-

vinu podle narok®t 1 az 4.
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;'Uhﬁdhd]e itk Le o vou ky:?llnu nod?e naroku '8,
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9. Ziva vakcina, vy znaéu jicid S

ze obsahuje nukleovou kyselinu podle bodu 8.

10, Sonda, vy z n actu J ici s e tim, Ze .

L11. Nukleovd kyselina, v yzna & u jici se

tim, Z e hybridizuje s fetézcem DN4, znazornénym na

12, Nukleovd kyselina, vy z n a é u jici S @

tim, ie 0o bsahugje retézec Z.  naroku &,

13. Nukleovd kyselina, vy znacé¢u jici s e
tim, e ‘jeji Fetdzec se 1id1 od Fetézce'molekuly
DN4, které odpovidaji nebo jsou Xomplementarni s prirodnim
tetézcem RNA pro bilkovinu NS-1 v dlisledku degénerace gene-
tického kodu a/neho mutace a‘nebo transposice v ramci bés-

nych variaci zdpadniho subtypu viru TBE,

14, Nukleovd Kyselina podle narokd § a2 13, vyzna
cu ji ¢ i se tim, Ze je vazana na dalsi Fe-

it L LT e S T ST T

“tézce” nuKLCOV)Ch kyselln°

15, Nukleovd kyselina podle nérokn 14, vy zna -
cu jici S e t im, Z e jde o DNA, pridem? pri-
datné Tetézce umoiﬁuji replikaci @ expresi molekuly DN4

1

v bunécfné kultufe a s vyhodou obsahuji retézece, které maji

foie
a

funkei promotoru, podpGrného tetézce, polyadenylaéniho g

nilu a/nebo signilu pro &tépeni.

- — L ke e - A e R 5 PR e ———-
T I -t

16;‘Vekt0r ndp Lkldd pld\mld virus nebo fag, vy -
znadcujicid s g t im, .7 e ohsahuje nukleo-
vou Kysclinu podle narokt 8 az 13,

T e o
AR A A e —
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Vektor podle naroku 16, v
m o, Z e je odvozen od v
Voktor podle naroku 16 '
m ; Z'e “je odvoien od b
Hostitelska bunka, v y z n
Z ¢ obsahuje vektor nodle
Kultura hunék, y znatd
7z e obsahuje hostitelské b

Kultura‘bunék podle naroku

tim, z e jde o bun

e

yznadéu jic
1ru vaccinia,.

yrnadcujici
dktorlulnlho prasmidu,-
acujici
17

s e

naroku 16, nebo 18,
ugjic 1 s e

unky podle naroku 19.

20, vy znaduji-

8tnou kulturu savaich

Zastupujes

#

S




R

~—10kb
= 2kb .
= 0-6kb

LIV6T7()

Bl chnie e 1)

i




Xguvtv v

17-6

10
GGATCCCAGT
CCTAGGGTCA

70
CGCCAAACCC
GCGGTTTGGG

130
GGGATAACAT
CCCTATTGTA

190
TCGGAAGGGT
AGCCTTCCCA

: 250
ACGCCTGGGA
TGCGGACCCT

310
CGGTCCTTGG

" GCCAGGAACC

370
TATTAGGAGT
ATAATCCTCA

430
GCTTTCTCTT
CGAAAGAGAA

. 20
CAGGGCAGTG
GTCCCGTCAC

. 80
AACAATTGAA
TTGTTAACTT

; 140
0»HOH>HQHH

GTAGATACAA

. 200
TTTCCAAAAG
AAAGGTTTTC

E 260
CTTCGGTTCT
GAAGCCAAGA

o 320
TGGCGCTTTC
ACCGCGAAAG

.. 380
GGCATTGGCT
CCGTAACCGA

: 440
GGCTGGAGGT
CCGACCTCCA

30
GCACATGGAT
CGTGTACCTA

90
AACAATGGAG
TTGTTACCTC

150
GGGGAACTGA
CCCCTTIGACT

. 210
ACCAAGAAAG
TGGTTCTITTC

270
GCTGGAGGCT
CGACCTCCGA

330
AACAGCATICT
TTGTCGTAGA

390
TGGTTGGGCC
ACCAACCCGG

450
CTGGTCTTGG
GACCAGAACC

40
CTCCAGATGT
GAGGTCTACA

100
GTGGCTTCAT
CACCGAAGTA

160 -

GTCATCAATG
CAGTAGTTAC

220
GCATAGAAAG
CGTATCITIC

280
TTCTGAGTTC
AAGACTCAAG

340.

TCGGGGGAGT
AGCCCCCTCA

400

. TGAACATGAG

ACTTIGTACTC

460
CCATGACCCT
GGTACTGGGA

50
GAACGTGGCC
CTTGCACCGG

110
AGAGATGCAG
TCTCTACGTC.

- 170
GTTCCAAAAA
CAAGGTTTTT

230
ACTGACAGTG
TGACTGTCAC

290
AATTGGGAAG
TTAACCCTTC

350,
GGGGTTTCTA .
CCCCAAAGAT

410
AAACCCTACA
TTTGGGATGT

470 -
TGGAGTGGGG
ACCTCACCCC

AE0G

PR T
b

P

I 60
ATGCTGATAA
TACGACTATT

4
il

y 120
CTGCCCCCAG
GACGGGGGTC

L 180
GGGAGCAGCA
CCCICGTCGT

1 240
ATAGGAGAGC
TATCCTCTCG

1 300
GCGSTACATA
CGCTATGTAT

R
Y 360
CCAAAACTTT
GGTTTTGAAA
S 420
ATGTCCATGA
TACAGGTACT

{1/

‘




4

QU0

490
GTTGCGCTGT
CAACGCGACA

550 .

GAGAGGTCTC
CTCTCCAGAG

610

CATCAGCCAT

GTAGTCGGTA

670

TCGAGATGGC

AGCTCTACCG

730
AGGCAAATCT
TCCGTTTAGA

- 790
CTIGGTTTACT
GACCAAATGA

850

TGATCTGGAG
ACTAGACCTC

910

AGTGTCCCCT
TCACAGGGGA

970

TGAGAACAAA
ACTCTTGTTT

500
GGACACGGAA
CCTGTGCCTT

560
AGAATGGTAT

TCTTACCATA

620
AAAGGAGACA

TTTCCTCTGT

680

CATGTGGAGA

GTACACCTICT

740
CACAGTGGTG
GTGTCACCAC

800
GAAAAAAGGA

CTTTTTTCCT

860
CATTCCTGAG
GTAAGGACTC

‘920
AGAGAGACGG

~TCTCTCTGCC

980

- GGTCTTCTTG

CCAGAAGAAC

510
CGAATGGAGC
GCTTACCTCG

570
GACAATTATG
CTGTTAATAC

630
TTTGAGGAGG
AAACTCCTCC

690
AGCTCGGTCA

TCGAGCCAGT

750
GTGGACAAGT
CACCTGTTCA

810
AAGGACATAA
TTCCTGTATT

870
GCCCCCCGTC
CGGGGGGCAG

930
AAGACAGGTG
TTCTGTCCAC

930
GATTTCAGAC
CTAAAGTICTG

520
TCCGCTGTGG
AGGCGACACC

580
CCTACTACCC
GGATGATGGG

640
GAAGCTGTGG
CTITCGACACC

700
CAGAGCTGAA
GTCTCGACTT

760
TTGACCCCAC

AACTGGGGTG

820
AAGTCTCCTIG
TTCAGAGGAC

880
GCTTCATGGT
CGAAGTACCA

940
TTTTCACGGT
AAAAGTGCCA

1000
AGGAACCAAC
TCCTTGGTTG

- 530
CGAGGGCCTG
GCTCCCGGAC

590

GGAGACACCG
CCTCTGTGGC

650
TGTAGTCCCC:

ACATCAGGGG

710
TTTGGCTCTG
AAACCGAGAC

770
TGACTACCGA
ACTGATGGCT

830 .

GAAAAGCTGG
CTTTTCGAGC

‘890
GGGCACGGAA
CCCGTGCCTT

. 950

GGCAGAATTC
CCGTCTTAAG

1010
ACATGAGTIGT
TGTACTCACA

| 540
GTCGTGTGGA
CAGCACACCT

GGGGCCCTTG
CCCCGGGAAC

660
CAGAACAGGC
5TCTTGTCCG

720
FCGGAAGGGG
2GCCTTCCCC

; - 780
3GTGGTGTCC
ZCACCACAGG

iy 840
SGCCATTCAA
ZCGGTAAGTT
L . 900
'3GACAAAGTG
ZCTGTITTICAC

.

960
3GGGTTGGCC
i2CCCAACCGG

© 1020

3ACACAGGAG §

ZTGTGTCCTC

1

600.




. JQup — IV

1030
TGATGGGAGC
ACTACCCTCG

1090
GATCAATGAA
CTAGTTACTT

1150
ACTGCTCATG
TGACGAGTAC

1210
TCCTTCCGGC
AGGAAGGCCG

1270
AACAGGTGAA
TTGTCCACTT

1330
GCACGACCGT
CGTGCTGGCA

1390
CAGAGAGTGG
GTCTCTCACC

1450

CGTTCCGGAC
GCAAGGCCTG

1510

GGGGGCTTGT
CCCCCGAACA

4%

T

o 1040
TGCAGTCAAG
ACGTCAGTIC

_ 1100
AAATGACACA
TTTACTGTGT

1160

GCCTGCTAGC

CGGACGATCG

‘ 1220
GAGCCTGGCA
CTCGGACCGT

: 1280
AGGGCCATGG
TCCCGGTACC

1340
TACCATCAAC
ATGGTAGTTG

1400
CAAGGTTATC
GTTCCAATAG

1460

‘TGGAACTGAT

ACCTTGACTA

1520
TCGCTCAATG
AGCGAGTTAC

1050
AACGGCATGG
TTGCCGTACC

- 1110
GGCACTTACA
CCGTGAATGT

1170
CACACTATCG
GTGTGATAGC

1230
GGACCCAGAT
CCTGGGTCTA

1290
AAGTACACGC
TTCATGTGCG

1350
GCCAAGTGTG
CGGTTCACAC

1410

CCAGAATGGT

GGTCTTACCA

1470
TGCTGGTATG
ACGACCATAC

| 1530
GTGGTTGCGG
CACCAACGCC

1060
CAATCCACAC
GTTAGGTGTG

1120
TAGTTGAACT
ATCAACTTGA

1180
ATAATGCTGA
TATTACGACT

1240
CCTGGTACAA
GGACCATGTT

1300
CTATCCGTGT
GATAGGCACA

1360
ACAAAAGAGG
TGTTTTCTCC

1420
GCTGCCGAGC
CGACGGCTCG

1480
CCATGGAAAT
GGTACCTTTA

1540
ACAACGGTGA
TGTTIGCCACT

1070
AGATCAAAGT
TCTAGTTTCA

1130
TTTGGTCACT
AAACCAGTGA

1190

CGTGGTGGAC.

GCACCACCTG

1250
CAGGATACCT
GTCCTATGGA

1310
TATCAGAGAG
ATAGTCTCTC

1370
AGCATCTGTG
TCGTAGACAC

1430

GTGCACAATG
CACGTGTTAC

1490
ACGGCCAGTC

TGCCGGTCAG
1550

ATTACTTAGT

TAATGAATCA

i 1080
CTC'TGGATGA
GACLACCTACT
T 1140
CACCTGAGGA

OHAﬂbOHOOH

| 1200
TCALGAGTTAT
AGTCTCAATA

. 1260
GGCTATTCAG
CCCATAAGTC

i 1320
GAC'TGTCCCG
CTCACAGGGC

i 1380
AGGAGTACCA
TCCTCATGGT

B B

1440

CCACCAGTGA
GGTGGTCACT

- 1500
CATGACCAGG
GTACTGGTCC

. 1560
GAGGGAGGAG
CTCCCTCCTC

b
|
gl

Kl

4

OsR.2
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1570 -
TCCCCGGAAT
AGGGGCCTTA

1630
CGGGAACGAC
GCCCTTGCTG

1690

TCAGGATAGA
AGTCCTATCT

1750

TGGGGCCAGA
ACCCCGGTCT

. 1810
TGCTCAGCGC
ACGAGTCGCG

. 1870
TTCTITTTGCT
AAGAAAACGA

1930

GGGGTGATGC
CCCCACTACG

1580
AGTGGCATTG
TCACCGTAAC

1640

-GGTTGTGTGG

CCAACACACC

1700
GAGCCTGGTG
CTCGGACCAC

. 1760
o>enoanooo

‘CTAGCACCGG

1820

ATTTGCATTG

TAAACGTAAC

. 1880
GGTCCTGGAA

'CCAGGACCTT

1940
ACTGGCCATG
TGACCGGTAC

1590
TTTGTGGTCC
AAACACCAGG

| 1650
GGGGGTATCG
CCCCCATAGC

1710
CGCTATGTGG
GCGATACACC

1770
TTGATGCTAC
AACTACGATG

1830
CGCAGAAGCC
GCGTCTTCGG

1890
TTGGGGCTGC
AACCCCGACG

1950
GGGGCGCCGC
CCCCGCGGCa

1600
TTGAATACAT
AACTTATGTA

1660
TCGTTCTCGC
AGCAAGAGCG

1720
TGGCAGTGGG
ACCGTCACCC

1780
TCCAGGCTGT
AGGTCCGACA

. 1840
TCACCGTCCG
AGTGGCAGGC

1900
CGGGTGCGAG
GCCCACGCTC

GGATCC
CCTAGG

L 2(1v)

1610
CATCCGTAGG
GTAGGCATCC

1670
TCTGCTTGTC
AGACGAACAG

1730
GATCACATTC
CTAGTGTAAG

1790
GTTTGAGCTG
CAAACTCGAC

1850
AGAGATGGTG
TCTCTACCAC

1910
CCTTGAGGAG

GGAACTCCTC

a 1620
AGGCCCTCCA
TCCGGGAGGT

i 1680
ACCGGGATGG

CLCCTTGAGC
GIGGAACTCG

1800
AGGGTGGGTT
TCCCACCCAA

ﬁw 1860
ACCACCTACT
TGGTGGATGA

, 1920
TICTGGAAAT
AAGACCTTTA

i
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TBE(RNA) 1975 3916

2002 2032
ADC CCA GOC AGG GCA GUG GCA CAD GGA UCD CCA GAU GUG AAC GUG GCC AUG CUG AUA ACG

Ile Pro-Val Arg Ala Val Ala His Gly Ser Pro Asp Val Asn Val Ala Met Len Ile Thr

© 2062 o L 0

‘CCA AAC CCA ACh A4 CA4 AAC AﬁU BEA GO G6C UUC AUA GAG AUG €AG CUG CCC CTA GGG

Pro Asn Pro Thr Ile Glu Asn Asn Gly Gly Gly Phe Ile Glu Met Gla Leu Pro Pro Gly

122 2152
GAU AAC AUC AUC UAU GUU GGG GAA CUG AGD CAU CAA UGG UUC CAA AAA GGG AGC AGC AUC
Asp Asn [le Ile Tyr Val Gly Glu Leu Ser Eis Gln Trp Phe Gln Lys Gly Ser Ser Ile

2182 21
GGA AGG GO0 OUC CAA AAG ACC AAG AAA GEC AUA GAA AGA CUG ACA GUG AUA GGA GAG CAC
Gly Arg Val Phe Bln Lys Thr Lys Lys Gly Ile Glu Arg Len Thr Val Ile Gly &lu Ris

2242 2N
GCC UGG GAC UUC GG UCY GCO GGA GGT DD CUG AGY UCA AUU GGG AAG GCG GUA CAU ACG
Ala Trp Asp Phe Gly Ser Ala &ly &ly Phe Lew Ser Ser Ile Gly Lys Ala Val His Thr

2502 332
GUC CUY GGU 66C GCU UUC AAC AGC AUC VIC GGG GGA GUG GGG UUU CUA CCA AAA CUU UUA
Val Lewr Gly &1y Ala Phe Asn Ser Ile Phe Gly Gly Val Gly Phe Leu Pro Lys Leu Len

262 2592
UUA G&A GUG GCA UUG GCU UGG UUG GGC CUG AAC AUG AGA AAC CCU ACA AUG OCC AUG AGC

Leu Gly Val Ala Leu Ala Trp Len Gly len Asn Het Arg Asn Pro Thr Net Ser Met Ser

- RH2-

- C AN ' 152
Ulu -coc UUG GCU GGA GGU CUG GUC OUG GCC AUG ACC CUU GGA GUG GGG GCGIE?ETGUU GGU
P

Phe Len Leu Ala Gly Ely Leu Val Leu Ala Met Thr Leu Gly Val Giy Ala| Asp Val Gly

UGC GCU 6UG GAC ACG GAA CGA AUG GAG CUC CEC UGU GGC GAG GGC CUG GUC GUG UGG AGA
Cys Ala Val Asp Thr Glu Arg Met Glu Lew Arg Cys Gly.Glu Gly Leu Val Val Trp Arg

542 2572
GAG GOC UCA GAA UGG UAU GAC AAU UAU GCC UAC UAC CCG GAG ACA CCG GEG G6CC CUU GCA
Glo Val Ser Glu Trp Tyr Asp Asn Tyr Ala Tyr Tyr Pro Glu Thr Pro Gly Ala Len Ala

2602 2632

OCA GCC AUA AAG EAG ACA TUTE SAG GAG £6A ART NGH GG GUA GUC CEC CAG AAC ARG CUC
Ser Ala Ile Lys Glu Thr Phe Glu Gla €ly Ser Cys Gly Val Val Pro Gln Asn Arg Len

sk 3(1).
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2662 2692
GAG AUG GCC AUG UGG AGA AGC UCG GUC ACA GAG CUG AAU UUG GTU CUG GCG GAA 6GE .GAG
Glo Het Ala Met Trp Arg Ser Ser Val Thr Glu Lea Asn Leu Ala Len Ala Glu Gly Glu

m | 2752
GCA AU CUC ACA GUG GUG GUG GAC AAG UOD GAC CCC ACU GAC UAC CGA 660 GGU 6UC CCU

 Al7 Asn Led Thr Val Val Val Asp Lys Phe Asp Pro Thr Asp Tyr Arg Gly Gly Val Pro

2782 2812
GGU DUA COG AAA AAK GGA AAG GAC AUA AAA GHC UCC UGG AKA AGC UGE GEC CAD UCA AUE
61y Leu Leu Lys Lys Gly Lys Asp Ile Lys Val Ser Trp Lys Ser Trp Gly His Ser Met

1Y) 7
AUC UGG AGC AUU CCU GAG GCC CCC CGU CGC UUC AUG GUG GGC ACG GAA GGA CAA AGD GAE
[le Trp Ser Ile Pro Glu Ala Pro Arg Arg Phe Ket Val Gty Thr Glu Gly Gla Ser Glu

- 902 : 2932
UGT CCC COA GAG AGA CGG AAG ACA GGD GUD UTC ACG GUG GCA GAA TUC GGG GUU GGC CTUG
Cys Pro Len Gln Arg Arg lys Thr &ly Val Phe Thr Val Ala Gl Phe Gly Val Gly Lea

2962 ‘ 2932
AGA ACA 4G GUC UGC UUG GAD UUC AGA CAG GAA CCA ACA CAU GAG UGU GAC ACA GGA GUC
Arg Thr Lys Val Phe Leu Asp Phe Arg Gln Glu Pro Thr Bis Glu Cys Asp Thr Gly Val

3022 3052
AUG SGA GCU GCA GUC AAG AAC GGC AUG GCA AUC CAC ACA GAU CAA AGD CUC UGG AUG AGA
Het Gly Ala Ala Val Lys Asn 6ly Met Ala Ile His Thr Asp Gln Ser Leu Trp Met Arg

3082 11V

" UCK AUG AAA AAU GAC ACA BGC ACT UAC AUA GUU GAA CUU.UUS Gl ACU GAC CUG 456 RAC

Ser Met Lys Asn Asp Thr Gly Thr Tyr Ile Val Glu Len Len Val Thr Asp Lew Arg Asn

. R 11 [
" UGC"UCA UGG CCO GEY AGE CAC ACU AUC GAU AAU GCU GAC GUG GUG GAC UCA GAG UUA DUC
Cys Ser Trp Pro Ala Ser His Thr Ile Asp Asn Ala Asp Val Val Asp Ser Glu Len Phe

3202 332
COU CCG GEG AGC CUG GCA 6GA CCC AGA UCC UGG UAC AAC AGG AUA CCU GGC UAU UCA GAA
Leu Pro Ala Ser Leu Ala Gly Pro Arg Ser Trp Tyr Asn Arg Ile Pro &ly Tyr Ser Glu

3262 3292

CAG GUG AAA GGG CCA UGG AAG DAC ACG CCU AUC CGU GUU AUC AGA GAG GAG UGU-CCC GGC
GIn Val Lys Gly Pro Irp Lys Tyr Thr Pro Ile Arg Val Tle Arg Glu E1u Cys Pro Gly

O 3(i).
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»n ' 3352
ACG ACC GOU ACC AUC AAC GCC AAG UGU GAC AAA AGA GSA GCA UCU GUG AGG AGU ACC ACA
Thr Thr Val Thr 1le Asn Ala Lys Cys Asp Lys Arg Gly Ala Ser Val Arg Ser Thr Thr

3382 312
GAG AGD GGC AAG. GUU AUC CCA GAA USG UGC UGC CGA GCG UGC ACA AUG CCA CCA GUG ACG
Glu Ser Gly Lys Val [le Pro Gla Trp Cys Cys Arg Ala Cys Thr Met Pro Pro Val Thr

34 3472
TUC CGG ACU GGA ACU GAU UGC UGG UAU GCC AUG GAA AUA CGG CCA GUC CAU. GAC CAG GGG
Phe Arg Thr Gly Thr Asp Cys Trp Tyr Ala Met Glu Ile Arg Pro Val His Asp Gln &ly

502 3532
G6G COU GUU CGC OCA AUG GUG GUU GCGY GAC AAC GGU GAA UUA CUU AGU GAG GGA GGA GUC
Gly Leu Val Arg Ser Met Val Val AlafAsp Asn Gly Glu Len Leu Ser Glu Gly Gly Val

3562 3592
CCC GGA ADA GUG GEA UG OUY GUG GOC CUU GAA DAC AUC AUC CGU AGG AGG)CCC UCC ACG
Pro Gly Ile Val Ala Len Phe Val Val Len Glu Tyr Ile Ile Arg Arg Arg|Pro Ser Thr

3622 3652

§6A ACG ACG 600 GUG UGG GGG GGT AUC &OC GUU CUC GCU CUG CUT GUC ACC GGG ADG GUC

Gly Thr Thr Val Val Trp Gy Gly Ile Val Val Leu Ala Leu Leu Val Thr Gly Met Val

‘ : 3682 31112
AGG ADA GAG AGC CUG GUG CGC UAU GUG GUG GCA[GUG GEG AUC ACA UUC CAC CUU GAG CUG
Arg Ile Giu Ser Leu Val Arg Tyr Val Val Ala[Val Gly Ile Thr Phe His Leu Glu Leu

3742 3112

~ GGG CCA GAG -AUC GUG GCC UUG AUG CUA CUC CAG GCU GUG UYU GAG CUG AGG GUG GEU BUG -
-Gly Pro Glu Ile Val Ala Len Met Lenm Lea Gin Ala Val Phe Glu Lew Arg Val Gly len

- 3802 3832
CUC AGC GCA UUD GCA UUG CGC AGA AGC CUC ACC GUC CGA GAG AUG GUG ACC ACC UAC TUD
Len Ser Ala Phe Ala Len Arg Arg Ser Leu Thr Val Arg Glu Met Val Thr Thr Tyr Phe

3862 3892

C0U UG CUG GUC CUG GAA UUG.GGG CUG CCG GEU GCE AGC CUU GAG GAG UUC UGG AAA UGG
Leu Lev Leu Val Len Glu Leu Gly Lew Pro Gly Ala Ser Leu Glu Glu Phe Irp Lys Trp

GGU GAD GCA CUG GCC AUG GBG GCG
Gly Asp Ala Len Ala Met Gly Ala

- Ogr. 3int)
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TBE-RS T

Asp Val Gly Cys Ala Val Asp Thr Glu Arg Met Glu Leu Arg Cys Gly Glu 6ly Leu Val

30 ' 40

Val Trp Arg Glu Val Ser Glu Trp Tyr Asp sn Tyr Ala Tyr Tyr Pro Glu Thr Pro Gly

50 60
Ala Leu Ala Ser Ala Ile Lys Glu Thr Phe Glu Glu Gly Ser Cys Gly Val Val Pro Gln

' : 70 80
Asn Arg Len Glu Met Ala Met Trp Arg Ser Ser Val Thr Glu Leu Asn Leu Ala Leu Aa

90 . 100
Glu Gly Glu Ala Asn Lén Thr Val Val Val Asp Lys Phe Asp Pro Thr Asp Tyr Arg Gly

110 , 120
Gly Val Pro Gly Leu Len Lys Lys Gly Lys Asp Ile Lys Val Ser Trp Lys Ser Trp Gly

130 140
His Ser Met 1le Trp Ser Ile Pro Glu Ala Pro Arg Arg Phe Met Val Gly Thr Glu Gly

150 160
~GIn Ser Glu Cys Pro Leu Glu Arg Arg Lys Thr Gly Val Phe Thr Val Ala Glu Phe Gly

m S )
Val Gly Leu Arg Thr Lys Val Phe Len Asp Phe Arg 6ln Glu Pro Thr His Glu Cys Asp
190 200

L)

Thr Gly Val Met Gly Ala Ala Val Lys Asn Gly Met Ala Tle His Thr Asp Gln Ser Lew

At ' 220 -

Trp Het Arg Ser Met Lys Asn Asp Thr Gly Thr Tyr Ilé Val Glu Leu [eu Val Thr Asp

CBR.L(j)

R
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270 ' U0

Leu Arg Asp Ey Ser Trp Pro tia Ser His Thr Ile Asp Asn Ala Asp Val Val Asp Ser

5 | %
Clu Len Phe Leu Pro Ala Ser lew Ala Gly Pro Arg Ser Trp Tyr Asn Arg Ile Pro Gly

270 ' 280
Tyr Ser Giu Gla Val Lys §ly Pro Trp Lys Tyr Thr Pro Ile Arg Val Ile Arg Glu G6le

290 300
Cys Fro Gly Thr Thr Val Thr [le Asn Ala Lys Cys Asp Lys Arg Gly Ala Ser Val Arg

310 320
Ser Thr Thr' Gln Ser Gly Lys Val Ile Pro Gle Trp Cys Cys Arg Ala Cys Thr Het Pro

330 340

Pro Val Thr Phe Arg Thr Gly Thr Asp Cys Trp Tyr Ala Met Glu Ile Arg Pro Val Bis

350 360
Asp Gln Gly Gly Lew Val Arg Ser Met Val Val Azglhsp Asn Gly Glu Leu Leu Ser Glu

370 38
Gly Gly Val Pro Gly Lle Vai Ala Leu Phe Val Val Leu Glu Tyr lle Ile Arg Arg Arg]

o o Lo 400 -
Pro Ser Thr Gty Thr Thr Val Val Trp Gly Gly Ile Val Val Leu Alz Leu Leu Val Thr -

410 ~]
Gly Het Vai rg Ile §lu Ser Leu Val Arg Tyr Val Val Alaj

Cag 4(11)
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met :.:. met ile thr pro ser _ma._m. his ala cys arg ser thr val asp
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met gly arg leu asn pro thr met ser met ser phe

"' v
Ncol Salt *
. 2372

vat val ala val asn val asp phe glu asp leu ala arg tyr

pro gly met pro ser

w_J. AAC GTC GAC TTC GAA GAT CTG GCC AGG TAC CCG GGC ATGC

) CT AGT
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