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exprimuje in vivo v buiice ptijemce, kterym je kocka,
molekulu nukleové kyseliny majici sekvenci kodujici M
protein viru infek&ni peritonitidy. Déle vynélez poskytuje
kombinovany imunogenni pfipravek pro vyvolani imunitni
odpovédi u ko ek, ktery sestava z imunogenni kompo zice
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Imunogenni kompozice obsahujici nukleovou kyselinu kédujici M protein viru infekéni
peritonitidy kocek a vakcina a kombinovany vakcina¢ni pripravek obsahujici tuto imuno-
genni kompozici

Oblast techniky

Vynalez se tykd imunogenni kompozice a vakciny umoziiujici vakcinaci kocek proti virové
infekéni peritonitide. Dale se vynalez tyka kombinovaného vakcinacniho ptipravku, ktery obsa-
huje imunogenni kompozici podle vynalezu v kombinaci s vakcinou proti jinému koci¢imu pato-
genu.

Dosavadni stav techniky

V minulosti byly jiz navrzeny sdruzené vakciny proti riznym virdm kocek. Sdruzené vakciny
byly donedavna pfipravovany tak, ze se vychazelo z neaktivnich nebo ze zivych vakcin a pripad-
né ze smési takovych vakein. Jejich ptiprava predstavuje problémy se vzajemnou kompatibilitou
mezi vakcinami a se stabilitou. Ve skuteCnosti je tieba zajistit kompatibilitu mezi riiznymi sloz-
kami vakcin, aby neobsahovala rizné pouzité antigeny a formulace, zejména v pfipade, kde se
kombinuji inaktivni vakciny a vakciny zivé. Dale jsou zde problémy s konzervaci takovych sdru-
Zenych vakcin a také problém jejich neskodnosti, zejména v pritomnosti adjuvans. Tyto vakciny
jsou obecné dosti nakladné.

Pfihlasky vynalezu WO-A—90 11092, WO-A-93 19183, WO-A-94 21797 a WO-A-95 20660
nach se uZivaji plazmidové konstrukty pro expresi antigenu ulozeného v plazmidu v burikach
hostitele. Byly navrzeny vSechny zpisoby podavani (intraperitonealni, intravendzni, intramusku-
larni, transkutanni, intradermalni, mukézni atd.). Mohou byt rovnéz pouzity rizné prostredky
vakcinace, jako navazani DNA na povrch ¢astecek zlata a nastielovani tak, aby pronikly pokoz-
kou zvifete (Tang a kol., Nature 356, 152-154, 1992) a injekéni stiikacky na proud kapaliny
umoziujici proniknuti do pokozky, svalu, tukovych tkani a tkani prsu (Furth a kol., Analytical
Biochemistry, 205, 365-368, 1992).

Polynukleotidové vakciny mohou také vyuzivat holé DNA nebo DNA vazané na liposomy nebo
kationtové lipidy.

Cilem predlozeného vynalezu bylo vytvorit viceslozkové vakciny umoznujici vakcinaci proti
urc¢itému poétu virovych chorob kocek.

Dal$im cilem vynalezu bylo vytvorit vakcinu sdruzujici rtizné slozky, pficemz by zachovavala
vSechna pozadovana kritéria, kompatibility mezi jejimi slozkami a jejich stability.

DalSim cilem vynélezu bylo vytvorit vakcinu umoznujici sdruzit rizné slozky v témze nosici.
Dalsim cilem vynalezu bylo vytvofit vakeinu, jejiz vyroba by byla jednoducha a levna.
Dalsi cil vynalezu se tykal zplisobu vakcinace kocek, ktery by umoznil vyznamné zvyseni 0¢in-

nosti vakciny a pfitom byl bezpecny.

Podstata vynalezu

Vynalez fesi vySe uvedené tkoly tim, Ze poskytuje imunogenni kompozici pro vyvolani imunitni
odpovédi proti viru infekéni peritonitidy kocek (FIPV), kterazto kompozice obsahuje plazmid,
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ktery obsahuje a exprimuje in vivo v buiice pifjemce, kterym je kocka, molekulu nukleové kyse-
liny majici sekvenci kodujici M protein viru infekéni peritonitidy.

V jednom provedeni plazmid dale obsahuje Casny promotor cytomegaloviru (CMV-IE) operativ-
né spojeny s molekulou nukleové kyseliny.

Déle vynalez poskytuje vyse popsanou imunogenni kompozici, ktera dale obsahuje Gplnou Zivou
vakeinu proti ko¢i¢imu patogenu, nebo inaktivovanou uplnou vakeinu proti ko¢i¢imu patogenu,
nebo rekombinantni vakeinu proti ko¢i¢imu patogenu nebo podjednotkovou vakeinu proti ko€i-
¢imu patogenu.

Plazmid mGze obsahovat modifikovany S nebo M antigen v ptipadé infekéni peritonitidy.

Vyraz ,slozka™ pouzity v této prihlasce vynalezu znaci alespofi jeden antigen zaji$tujici ochranu
proti uréitému virovému patogenu, pFi¢emz slozka mize obsahovat jako podslozky jeden nebo
nékolik ptirozenych nebo modifikovanych genii urCitého patogenu.

Vyraz ,.gen* patogenniho ¢inidla znagi nejen Uplny gen, nybrz také rizné sekvence nukleotidi
véetné fragmentd se zachovanou schopnosti indukce ochranné odpovédi. Pojem genu obsahuje
sekvence nukleotidd ekvivalentni tém, které jsou presné popsany v piikladech, to znamena riizné
sekvence, aviak kodujici stejny protein. Zahrnuje také sekvence nukleotidd jinych kmenii daného
patogenu, zajidtujici zk¥izenou ochranu nebo specifickou ochranu pro kmen nebo skupinu
kmenti. Zahrnuje také sekvence nukleotidd, které byly modifikovany pro usnadnéni exprese
in vivo hostitelskym zvifetem, av3ak kodujici tentyz protein.

Riizné slozky jsou obsazeny ve vakcinaéni formulaci podle vynalezu v terapeuticky acinném
mnozstvi.

Imunogenni kompozice miize obsahovat gen M nebo modifikovany gen S viru FIPV v jednom
plazmidu nebo soubor genid kédujicich M a modifikovany S v témze plazmidu nebo v riznych
plazmidech.

Vynélez dale poskytuje pouziti jednoho nebo nékolika vyse zminénych plazmidii pro vyrobu
vakeiny uréené k vakcinaci kotek primarné vakcinovanych prvni vakeinou zvolenou ze skupiny
obsahujici celou Zivou vakeinu, celou inaktivovanou vakcinu, podjednotkovou vakeinu, rekombi-
nantni vakcinu, pfiemz tato prvni vakcina predstavuje antigen nebo antigeny kédované plazmi-
dem nebo plazmidy nebo antigeny zajist'ujici zkfizenou ochranu.

Vynélez dile poskytuje soupravu obsahujici vakcinu pro kocky seskupujici formulace vakciny
zvolenou ze skupiny obsahujici celou Zivou vakeinu, celou inaktivovanou vakeinu, podjednotko-
vou vakcinu, rekombinantni vakcinu, pfi¢emz prvni vakcina piedstavuje antigen kédovany poly-
nukleotidovou vakeinou nebo antigen zajistujici zkfizenou ochranu pro podavani druhé vakeiny
v primarni vakcinaci a pro revakcinaci a formulaci vakciny.

Vynélez se dle tyka vakciny definované vyse doplnéné poznamkou oznamujici, Ze tato formu-
lace je pouzitelna pro vyvolani prvni vakeiny pro ko¢ky zvolenou ze skupiny obsahujici celou
zivou vakeinu, celou inaktivovanou vakcinu, podjednotkovou vakeinu, rekombinantni vakcinu,
kterazto prvni vakcina predstavuje antigen kodovany polynukleotidovou vakeinou nebo antigen
zajist'ujici zktizenou ochranu.

Nasledujici obrazky, sekvence a piiklady slouzi k ilustraci a lepS$imu pochopeni predlozen¢ho
vynalezu. Jen &ast z nich bezprostiedné doklada predmét, pro ktery je pozadovana patentova
ochrana. Odbornik rozpozna, Ze ostatni maji funkci doplitkovou a ilustracni.
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SED ID ¢.22  Oligonukleotid AB066
SED ID ¢.23  Oligonukleotid AB025
SED ID ¢.24  Oligonukleotid AB026
SED ID ¢.25 Oligonukleotid AB067
SEDID ¢. 26  Oligonukleotid ABO70
SEDID¢.27 Oligonukleotid AB154
SED ID ¢.28 Oligonukleotid AB155
SEDID ¢.29  Oligonukleotid ABO11
SED ID ¢.30 Oligonukieotid ABO12

Priklady provedeni vynalezu

Ptikiad 1: Kultivace viru

Viry se kultivuji na vhodném buné&ném systému az po dosazeni cytopatického efektu. Bunécné
systémy pouzitelné pro urdity virus jsou odbornikim dobfe znamé. Builky citlivé na pouzity
virus, kultivované v minimalnim esencialnim médiu podle Eagleho (médium ,MEM®) nebo v ji-
ném vhodném médiu jsou nao¢kovany vysetfovanym virovym kmenem pfi multiplicité infekce 1.
Infikované buiiky jsou potom inkubovény pii 37 °C po dobu nutnou pro objeveni tipln¢ho cyto-
patického efektu (primérné za 36 hodin).

Ptiklad 2: Extrakce virové genomové DNA

Po kultivaci jsou supernatanty a lyzované buiiky sklizeny a celkové virova suspense se centrifu-
guje pfi 1000 g po dobu 10 minut a pii teploté +4 °C pro eliminaci bunééného odpadu. Virové
&astice jsou potom sklizeny ultracentrifugaci pfi 400 000 g po dobu 1 hodiny a pfi teploté +4 °C.
Sediment je resuspendovan v minimalnim objemu pufru (Tris 10 mM, EDTA | mM). Tato kon-
centrovand virova suspense se zpracuje proteinizou K (vysledna koncentrace 100 pg/ml) za pfi-
tomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS) (vysledna koncentrace 0,5 %) po dobu 2 hodin pfi teplo-
t& 37 °C. Virova DNA se potom extrahuje smési fenolu a chloroformu, potom se vysrazi se
2 objemy absolutniho ethanolu. Po stani pies noc pfi 20 °C se DNA centrifuguje pfi 1000 g po
dobu 15 minut pii teploté +4 °C. Sediment DNA se ususi, potom se rozpusti v minimalnim obje-
mu ultradisté sterilni vody. Potom miZe byt DNA Stépena restrikénimi enzymy.

Ptiklad 3: Izolace virové genomové RNA

RNA viry byly vy¢istény technikami dobfe znamymi odbornikiim. Virovd genomové RNA
kazdého viru byla potom izolovana pomoci metody uzivajici ,,gaunidiumthiokyanat/fenolchloro-
form® popsané autorem P. Chomczynski a N. Sacchi (Anal. Biochem. 1987, 162, 156-159).

Piiklad 4: Techniky molekularni biologie

Viechny konstrukce plazmidi byly realizovany pouzitim standardnich technik molekularni biolo-
gie popsanych autory Sambrook a kol. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2. vydani,
Cold Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor. New York, 1989). V3echny restrikéni frag-
menty pouzité pro piedlozeny vynalez byly izolovany pouzitim soupravy ,.Geneclean* (BIO 101
Inc. La Jolla, CA).
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Priklad 5: Technika RT-PCR

Specifické oligonukleotidy (obsahujici na svych koncich restrikéni mista pro usnadnéni klono-
vani namnozenych fragment) byly syntetizovany tak, ze GpIn€ pokryvaji kodujici oblasti gent,
které maji byt amplifikovany (viz specifické ptiklady). Reakce reverzniho prepisu (RT) a ampli-
fikace v fetézové polymerazové reakci (PCR) byly provedeny standardni technikou (Sambrook J.
a kol. 1989). Kazda reakce RT--PCR byla provedena s dvojici specifickych amplimerd, pfi¢emz
jako matrice byla pouzita extrahovana virova genomova RNA. Amplifikovana komplementarn{
DNA byla extrahovana smési fenolu, chloroformu a isoamylalkoholu (25:24:1) nez byla rozsté-
pena restrikénimi enzymy.

Ptiklad 6: Plazmid pVR1012

Plazmid pVR1012 (obr. 1) byl ziskan od spole¢nosti Vical Inc. San Diego, CA, USA. Jeho konst-
rukci popsali autofi J. Hartikka a kol. (Human Gene Therapy, 1996,7, 1205-1217).

Priklad 7: Konstrukce plazmidu pBP179 (gen env viru FeLV-A)

Reakce RT-PCR technikou podle pFikladu 5 byla provedena s genomovou RNA viru leukémie
kocek (FeLV-A) (kmen Glasgow—1) (N. Stewart a kol. J. Virol., 1986, 58, 825-834), priprave-
nou technikou podle prikladu 3 a s témito oligonukleotidy:
PB247 (29 mer) (SEQ ID ¢&. 1)
5'"TTTGTCGACCATGGAAAGTCCAACGCACC 3!
PB249 (28 mer) (SEQ ID ¢&. 2)
5'TTTGGATCCTCATGGTCGGTCCGGATCG 3!
pro amplifikaci fragmentu 1943 bp obsahujiciho gen kédujici glykoprotein env viru FeLV-A
(kmen Glasgow—1) ve formé fragmentu Sall-BamHI. Po vy¢isténi byl produkt RT-PCR rozsté-
pen Sall a BamHI pro izolaci fragmentu Sall-BamHI o velikosti 1935 bp. Fragment byl ligovan

do vektoru pVR1012 (priklad 6) piedtim rozstépeného Sall a BamHI, ¢imz byl ziskan plazmid
pPB179 (6804 bp) (obr. 2).

Ptiklad 8: Konstrukce plazmidu pPB180 (gen env viru FeLV-B)

Reakce RT-PCR technikou podle piikladu 5 byla provedena a genomovou RNA viru leukémie
ko&ek (podtyp FeLV-B), pfipravenou technikou podle ptikladu 3 a s témito oligonukleotidy:
PB281 (29 mer) (SEQ ID ¢&. 3)
5'"TTTGTCGACATGGAAGGTCCAACGCAQQQ 3
PB282 (32 mer) (SEQ ID ¢. 4)
5'TTGGATCCTCATGGTCGGTCCGGATCATATTG 3'

pro amplifikaci fragmentu 2005 bp obsahujiciho gen kodujici glykoprotein env viru FeLV-B
(obr. 3 a SEQ ID &. 5) ve formé& fragmentu Sall a BamHI pro ziskéni fragmentu Sall-BamHI
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o velikosti 1995 bp. Tento fragment byl ligovan do vektoru pVR1012 (pfiklad 6), pfedtim roz-
stépeného Sall a BamHI, ¢imZ byl ziskan plazmid pPB180 (6863 bp) (obr. 4).

Ptiklad 9: Konstrukce plazmidu pPB181 (gen gag/pol FeLV)

Reakce RT-PCR technikou podle piikladu 5 byla provedena a genomovou RNA viru leukémie
kocek (podtyp FeLV—A) (kmen Glasqow-1), pfipravenou technikou podle pfikladu 3 a s témito
oligonukleotidy:

PB283 (33 mer) (SEQ ID ¢&. 6)

5'TTGTCGACATGTCTGGAGCCTCTAGTGGGACAG 3!

PB284 (40 mer) (SEQ ID &. 7)

5'TTGGATCCTTATTTAATTACTGCAGTTCCAAGGAACTCTC 3'

pro amplifikaci fragmentu 3049 bp obsahujiciho sekvenci kddujici protein gag a Cast 5’ sekvence
kodujici protein pol viru FeLV—A (kmen Glasgow—1) (obr. 5 a SEQ ID €. 8) ve formé fragmentu
Sall-BamH]I. Po vy&isténi byl produkt RT-PCR rozstépen Sall a BamHI pro ziskani fragmentu
Sall-BamHI 3039 bp. Fragment byl ligovan do vektoru pVR1012 (pfiklad 6) predtim rozst€pene-
ho Sall a BamHI, ¢imz byl ziskan plazmid pPB181 (7908 bp) (obr. 6).

Piiklad 10: Konstrukce plazmidu pAB009 (gen VP2 FPV)

Reakce PCR byla provedena sgenomovou DNA viru panleukopenie kocek (kmen 193)
(J. Nartyn a kol. J. Gen. Virol. 1990, 71,2747-2752), pfipravenou technikou podle piikladu 2
a s témito oligonukleotidy:

AB0O21 (34 mer) (SEQ ID ¢. 9)
5'TGCTCTAGAGCAATGAGTGATGGAGCAGTTCAAC 3!

AB024 (33 mer) (SEQ ID ¢. 10)
5'CGCGGATCCATTAATATAATTTTCTAGGTGCTA 3

pro amplifikaci fragmentu 1776 bp obsahujiciho gen kodujici protein kapsidu VP2 FPV. Po vy-
&isténi byl produkt PCR rozstépen Xbal a BamHI pro ziskani fragmentu Xbal-BamHI o velikosti
1764 bp. Tento fragment byl ligovan do vektoru pVR1012 (pfiklad 6), predtim rozstépencho
Xbal a BamHI, ¢imz byl ziskan plazmid pAB009 (6664 bp) (obr. 7).

Priklad 11: Konstrukce plazmidu pABO53 (gen S FIPV)

Reakce RT—PCR byla provedena technikou podle pfikladu 5 a s genomovou RNA viru infekeni
peritonitidy kogek (FIPV) (kmen 79-1146) (R. de Groot a kol. J. Gen. Virol. 1987, 68, 2639
2646), piipravenou technikou podle piikladu 3 a s témito oligonukleotidy:
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AB103 (38 mer) (SEQ ID ¢&. 11)
5'ATAAGAATGCGGCCGCATGATTGTGCTCGTAACTTGCC 3!
AB112 (25 mer) (SEQ ID ¢&. 12)
5'CGTACATGTGGAATTCCACTGGTTG 3'

pro amplifikaci sekvence ¢asti 5" genu kodujiciho glykoprotein S viru ve formé fragmentu Notl—
EcoRI. Po vyc¢isténi byl produkt RT-PCR 492 bp rozstépen Notl a EcoRI pro uvolnéni fragmentu
Notl-EcoRI o velikosti 467 bp (fragment A). Plazmid pJCA089 (ptihlaska vynalezu
PCT/FR95/101128) byl rozstépen EcoRI a Spel pro uvolnéni fragmentu 3378 bp obsahujiciho
stfedni ¢ast genu kddujiciho modifikovany glykoprotein S viru FIPV (fragment B).

Reakce RT-PCR byla provedena technikou podle prikladu 5 a s genomovou RNA viru FIPV
(kmen 79—1146), ptipravenou technikou podle pfikladu 3 a s témito oligonukleotidy:

AB113 (25 mer) (SEQ ID ¢. 13)
5"AGAGTTGCAACTAGTTCTGATTTTG 3'

AB104 (37 mer) (SEQ ID &. 14)
5'ATAAGAATGCGGCCGCTTAGTGGACATGCACTTTTTC 3!

pro amplifikaci sekvence ¢asti 3’ genu kédujiciho glykoprotein S viru FIPV ve formé fragmentu
Spel-Notl. Po vy¢isténi byl produkt RT-PCR o velikosti 543 bp rozstépen Spel a Notl pro uvol-
néni fragmentu Spetl-Notl o velikosti 519 bp (fragment C). Fragmenty A, B a C byly potom spo-
le¢né ligovany vektorem pVR1012 (ptiklad 6), predtim roz§tépeného Notl pro ziskani plazmidu
pABO053 (9282 bp), ktery obsahuje gen S modifikovany v dobré orientaci vzhledem k promotoru
(obr. 8).

Priklad 12: Konstrukce plazmidu pAB052 (gen FIPV M)

Reakce RT-PCR byla provedena technikou podle ptikladu 5 a s genomovou RNA viru infek¢ni
peritonitidy koéek (FIPV) (kmen 79-1146) (H. Venneme a kol. Virology, 1191, 181, 327-335),
pfipravenou technikou podle piikladu 3 a s témito oligonukleotidy:

AB101 (37 mer) (SEQ ID &. 15)
5T"ACGCGTCGACCCACCATGAAGTACATTTTGCTAATAC 3!
AB102 (36 mer) (SEQ ID ¢&. 16)
5'CGCGGATCCTTACACCATATGTAATAATTTTTCATG 3
pro piesnou izolaci genu kddujiciho glykoprotein N viru FIPV ve formé fragmentu Sall-BamHI.
Po vy¢isténi byl produkt RT-PCR o velikosti 812 bp rozstépen Sall a BamHI pro uvolnéni frag-

mentu Sall-BamHI o velikosti 399 bp. Tento fragment byl potom ligovan do vektoru pVR1012
(ptiklad 6), predtim rozstépeného Sall a BamHI pro ziskani plazmidu pAB052 (5668 bp) (obr. 9).
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Piiklad 13: Konstrukce plazmidu pAB056 (gen FIPV N)

Reakce RT-PCR byla provedena technikou podle piikladu 5 a s genomovou RNA viru infekeni
peritonitidy kocek (FIPV) (kmen 79-1146) (Vennema a kol. Virology, 181, 323-335), priprave-
nou technikou podle pfikladu 3 a s témito oligonukleotidy:

AB106 (35 mer) (SEQ ID ¢. 17)

5' ACGCGTCGACGCCATGGCCACACAGGGACAACGCG 3!

AB107 (36 mer) (SEQ ID C. 18)

5'CGCGGATCCTTAGTTCGTAACCTCATCAATCATCTC 3!
pro piesnou izolaci genu kédujiciho protein N viru FIPV ve form& fragmentu Sall-BamHI.
Po vy&isténi byl produkt RT-PCR o velikosti 1156 bp rozstépen Sall a BamHI pro uvolnéni frag-

mentu Sall-BamHI o velikosti 799 byl potom ligovan do vektoru pVR1012 (piiklad 6), pfedtim
rozitépeného Sall a BamHI, &imz byl ziskan plazmid pAB056 (6011 bp) (obr. 10).

Priklad 14: Konstrukce plazmidu pAB028 (gen FHV gB)

Reakce PCR byla provedena s genomovou DNA herpesviru ko¢ek (FHV-1) (kmen C27)
(S. Spetz a kol. Virology, 1993, 197, 125-136), pfipravenou technikou podle pfikladu 2 a s témi-
to oligonukleotidy:

ABO61 (36 mer) (SEQ ID ¢. 19)
5'AARACTGCAGAATCATGTCCACTCGTGGCGATCTTG 3!
AB064 (40 mer) (SEQ ID ¢. 20)
5'ATAAGARTGCGGCCGCTTAGACAAGATTTGTTTCAGTATC 3!
pro amplifikaci fragmentu 2856 bp obsahujiciho gen kodujici glykoprotein gB viru FHV-1 ve
formé fragmentu Pstl-Notl. Po vygisténi byl produkt PCR rozstépen Pstl a Notl pro ziskani frag-

mentu Pstl-Notl o velikosti 2823 bp. Tento fragment byl ligovan do vektoru pVR1012 (piiklad
6), predtim rozstépeného Pstl a Notl, &imZ byl ziskan plazmidu pAB028 (7720 bp) (obr. 11).

Piiklad 15: Konstrukce plazmidu pAB029 (gen FHV gD)

Reakce PCR byla provedena s genomovou DNA herpesviru kotek (FHV-1) (kmen C-27)
(S. Spatz a kol. J. Gen. Virol. 1994, 75, 1235-1244), ptipravenou technikou podle piikladu 2
a s témito oligonukleotidy:

AB065 (36 mer) (SEQ ID ¢. 21)

5 YAAAACTGCAGCCAAGATGACACGTCTACATTTTT 3°
AB066 (33 mer) (SEQ ID ¢&. 22)
5'GGAAGATCTTTAAGGATGGTGAGTTGTATGTAT 3

pro amplifikaci genu kodujiciho glykoprotein gD viru FGV-1 ve formé fragmentu Pstl-BgllL
Po vy&isténi byl produkt PCR 1147 rozstépen Pstl a Bglll pro izolaci fragmentu Pstl-Bglll
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o velikosti 1129 bp. Fragment byl potom ligovan do vektoru pVR1012 (ptiklad 6), predtim roz-
Stépeného Pstl a Bglll, ¢imz byl ziskan plazmid pAB029 (5982 bp (obr. 12).

Priklad 16: Konstrukce plazmidu pAB010 (gen FCV C)

Reakce RT-PCR byla provedena technikou podle prikladu 5 a s genomovou RNA kalciviru
ko¢ek (FCV) (kmen F9) (M. Carter a kol. Virology. 1192, 190, 443-448), ptipravenou technikou
podle piikladu 3 a s témito oligonukleotidy:

AB025 (33 mer) SEQ ID &. 23)

5'ACGCGTCGACGCATGTGCTCAACCTGCGCTAAC 3!

AB026 (31 mer) (SEQ ID &. 24)

5'CGCGGATCCTCATAACTTAGTCATGGGACTC 3!

pro izolaci genu kodujiciho kapsidovy protein viru FCV ve formé fragmentu Sall-BamHI. Po vy-
¢isténi byl produkt RT-PCR 2042 bp rozstépen Sall a BamHI pro izolaci fragmentu Sall-BamHI
o velikosti 2029 bp. Fragment byl potom ligovan do vektoru pVR1012 (priklad 6), ptedtim roz-
stépeného Sall a BamHI, ¢imz byl ziskan plasmid pABO10 (6892 bp) (obr. 13).

Ptiklad 17: Konstrukce plazmidu pAB030 (gen env FIV)

Reakce RT-PCR byla provedena technikou podle prikladu 5 a s genomovou RNA viru imuno-
deficience ko¢ek (FIV) (kmen Pataluma) (R. Olmsted a kol. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1989,
86, 8088-8096), piipravenou technikou podle ptikladu 3 a s témito oligonukleotidy:

ABO67 (36 mer) (SEQ ID &. 25)
5'AAAACTGCAGAAGGAATGGCAGAAGGATTTGCAGCC 3!
ABO70 (36 mer) (SEQ ID &. 26)
5"CGCGGATCCTCATTCCTCCCTTTTTCAGACATGCC 3!
pro amplifikaci fragmentu 2592 bp obsahujiciho gen kddujici glykoprotein env viru FIV (kmen
Petaluma) ve formé fragmentu Pstl-BamHI. Po vy¢isténi byl produkt RT-PCR rozstépen Pstl
a BamHI pro ziskani fragmentu Pstl-BamHI 2575 bp. Tento fragment byl ligovan do vektoru

pV 1012 (ptiklad 6) predtim rozstépeného Pstl a BamHI, ¢imz byl ziskan plazmid pAB030 (7436)
(obr. 14).

Priklad 18: Konstrukce plazmidu pAB083 (gen FIV gag/pro)

Reakce RT-PCR byla provedena technikou podle piikladu 5 a s genomovou RNA viru imunode-
ficience kocek (FIV) (kmen Petaluma) (R. Olmsted a kol. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1989, 86,
8088-8096), ptipravenou technikou podle ptikladu 3 a s témito oligonukleotidy:
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AB154 (32 mer) (SEQ ID ¢&. 27)

5' ACGCGTCGACATGGGGAATGGACAGGGGCGAG 3
AB155 (33 mer) (SEQ ID ¢&. 28)
5'TGAAGATCTTCACTCATCCCCTTCAGGAAGAGC 3'

pro amplifikaci fragmentu 4638 bp obsahujiciho gen kodujici proteiny Gag a Pro viru FIV (kmen
Petaluma) ve formé fragmentu Sall-Bglll. Po vycisténi byl produkt RT-PCR rozstépen Sall
a Bglll pro ziskdni fragmentu Sall-BglIl o velikosti 4622 bp. Tento fragment byl ligovéan do
vektoru pVR1012 (piiklad 6), pfedtim rozstépeného Sall a Bglll, ¢imz byl ziskan plazmid
pABO083 (7436 bp) (obr. 15).

Priklad 19: Konstrukce plazmidu pAB041 (gen G viru vztekliny)

Reakce RT—PCR byla provedena technikou podle piikladu 5 a s genomovou RNA viru vztekliny
(kmen ERA) (A. Anilionia a kol. Nature, 1981, 294, 275-278), pfipravenou technikou podle
prikladu 3 a s témito oligonukleotidy:

ABO11l (33 mer) (SEQ ID &. 29)
5'AAAACTGCAGAGATGGTTCCTCAGGCTCTCCTG 3!
AB012 (34 mer) (SEQ ID &. 30)
5'AAAACTGCAGAGATGGTTCCTCAGGCTCTCCTG 3!

pro amplifikaci fragmentu 1589 bp obsahujiciho gen kodujici glykoprotein G viru vztekliny.
Po vy&isténi byl produkt RT-PCR rozstépen Pstl a BamHI pro ziskani fragmentu Pstl-BamHI
o velikosti 1578 bp. Tento fragment byl ligovan do vektoru pVR1012 (ptiklad 6), predtim rozste-
peného Pstl a BamHI, ¢imz byl ziskan plazmid pAB041 (6437 bp) (obr. 16).

Ptiklad 20: P¥iprava a ¢isténi plazmidi

Pro ptipravu plazmidi uréenych pro vakeinaci zvifat je mozno pouzit viechny techniky umoz-
fiujici ziskat suspensi plazmidd vy&isténych prevazné ve formé nadsroubovic. Tyto techniky jsou
odbornikim dobte znamé. Lze uvést zejména techniku alkalické lyze nasledovanou dvéma po
sobg jdoucimi ultracentrifugacemi na gradientu chloridu cesného za pfitomnosti etidiumbromidu,
jak popisuje napt. J. Sambrook a kol. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2 vydani. Cold
Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor. New York, 1989). Rovnéz je mozno odkazat na
PCT prihlasky vynalezu WO 95/21250 a WO 96/02658, které popisuji zplisob primyslové vyro-
by plazmidi pouzitelnych pro vakeinaci. Pro potiebu vyroby vakcin (viz piiklad 17), se vy€isténé
plazmidy resuspenduji tak, aby se ziskal roztok s vysokou koncentraci (>2 mg/ml) zpiisobily ke
skladovani. Pro tento el se plazmidy resuspenduji bud’ v ultradisté vodé nebo v pufru TE (Tris—
HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0).

Priklad 21: Primyslova vyroba sdruzenych vakcin
Riizné plazmidy nutné pro primyslovou vyrobu sdruzené vakciny se smichaji pfi pouZiti jejich
koncentrovanych roztoki (ptiklad 16). Smési jsou vytvofeny takovym zplsobem, aby kone¢na

koncentrace kazdého plazmidu odpovidala t¢inné davce kazdého plazmidu. Roztoky pouzitelné
pro nastaveni kone&né koncentrace vakciny mohou byt bud’ roztok 0,9% NaCl nebo pufr PBS.

-10-
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Zvlastni formulace, jako liposomy a kationtové lipidy, mohou byt také pouzity pro vyrobu vak-
cin.

Ptiklad 22: Vakcinace kocek

Koc¢ky se vakcinuji davkami 10 pg, 50 pg nebo 250 pg pro jeden plazmid. Injekce se podavaji
intramuskularnim zptsobem. V téchto ptipadech se davky vakciny podavaji v objemu 1 ml.
Injekce také mohou byt podavany intradermalnim zptsobem. V takovém piipadé se davky vakci-
ny podavaji v celkovém objemu | ml podavaném v 10 dil¢ich davkach po 0,1 ml nebo ve 20 dav-
kach po 0,05 ml. Intradermalni podavani jsou provadéna po vyholeni kize (ze strany hrudniku)
nebo na nékteré pomérné holé anatomické oblasti, naptiklad vnittni strané stehna.

Je také mozné pouzit injekéni pfistroj pro proud kapaliny (bez jehly) pro intradermalni injekce.

PATENTOVE NAROKY

1. Imunogenni kompozice pro vyvolani imunitni odpovédi proti viru infekéni peritonitidy
u piijemce, kterym je kocka, vyznacujici se tim, Ze obsahuje plazmid, ktery obsahuje
a exprimuje in vivo v buiice piijemce, kterym je kocka, molekulu nukleové kyseliny majici
sekvenci kddujici M protein viru infekéni peritonitidy.

2. Imunogenni kompozice podle naroku I, vyznacujici se tim, Ze plazmid dale
obsahuje Casny promotor cytomegaloviru (CMV-IE) operativné spojeny s molekulou nukleové
kyseliny.

3. Imunogenni kompozice podle naroku I, vyznacujici se tim, Ze dale obsahuje
tplnou Zivou vakcinu proti ko¢i¢imu patogenu, nebo inaktivovanou uplnou vakeinu proti ko¢ici-
mu patogenu, nebo rekombinantni vakcinu proti ko¢i¢imu patogenu nebo podjednotkovou vakei-
nu proti koc¢ic¢imu patogenu.

4. Pouziti imunogenni kompozice podle které¢hokoliv z naroku 1, 2 nebo 3 pro vyrobu imuno-
genniho pfipravku pro vyvolani imunitni odpovédi u kocek.

5. Pouziti imunogenni kompozice podle kteréhokoliv z naroki 1, 2 nebo 3 pro vyrobu kombi-
novaného imunogenniho pfipravku pro vyvolani imunitni odpovédi u kocek, kde kombinovany
imunogenni piipravek sestdva z imunogenni kompozice podle kteréhokoliv z naroki 1, 2 nebo 3
a imunogenniho piipravku, ktery je vybran ze skupiny sestavajici z zivé uplné vakciny, inaktivo-
vané uplné vakciny, podjednotkové vakciny a rekombinantni vakciny, pfi¢emz imunogenni kom-
pozice podle kteréhokoliv z naroki 1, 2 nebo 3 se podava po predchozim podani imunogenniho
ptipravku.

6. Pouziti imunogenni kompozice podle kteréhokoliv z naroki 1, 2 nebo 3 pro vyrobu kombi-
novan¢ho imunogenniho piipravku pro vyvolani imunitni odpovédi u kocek, kde kombinovany
imunogenni pFipravek sestdva z imunogenni kompozice podle kteréhokoliv z naroki 1, 2 nebo 3
a imunogenniho ptipravku, ktery je vybran ze skupiny sestavajici z Zivé plné vakciny, inaktivo-
vané uplné vakeiny, podjednotkové vakciny a rekombinantni vakciny, pfi¢emz imunogenni kom-
pozice podle kteréhokoliv z naroki 1, 2 nebo 3 se podava 2 az 6 tydnii po podani imunogenniho
ptipravku.

11 -
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7. Pouziti imunogenni kompozice podle kteréhokoliv z narokii 1, 2 nebo 3 pro vyrobu kombi-
novaného imunogenniho pripravku pro vyvolani imunitni odpovédi u kocek, kde kombinovany
imunogenni pripravek sestivéa z imunogenni kompozice podle které¢hokoliv z narokd 1, 2 nebo 3
a zivé Giplné vakciny proti ko¢i¢imu patogenu, inaktivované Gplné vakeiny proti ko¢i¢imu pato-
genu, rekombinantni vakciny proti ko€i¢imu patogenu a podjednotkové vakciny proti ko¢i¢imu
patogenu.

8. Veterinarni souprava, vyznaéujici se tim, Zze obsahuje (I) imunogenni kompozici
podle naroku 1 a (I1) kogi&i vakeinu vybranou ze skupiny sestavajici z Zivé uplné vakceiny, inakti-
vované uplné vakciny, podjednotkové vakeiny a rekombinantni vakeiny.

9. Plazmid obsahujici a exprimujici in vivo v buiikach pfijemce, kterym je kocka, molekulu
nukleové kyseliny majici sekvenci kodujici M protein viru infekeni peritonitidy.

10. Vakcina pro vyvolani imunitni odpovédi proti viru infekéni peritonitidy u prijemce, kterym
je kotka, vyznadujici se tim, Ze obsahuje plazmid obsahujici a exprimujici in vivo
v buiikdch piijemce, kterym je kotka, molekulu nukleové kyseliny majici sekvenci kodujici M
protein viru infekéni peritonitidy.

11. Vakcina podle naroku 10, vyznadujici se tim, Ze plazmid dale obsahuje Casny
promotor cytomegaloviru (CMV-IE) operativné spojeny s molekulou nukleové kyseliny.

12. Vakcina podle néroku 10, vyznaé&ujici se tim, Ze dile obsahuje uplnou Zivou
vakeinu proti ko&i¢imu patogenu, nebo inaktivovanou uplnou vakcinu proti ko¢i¢imu patogenu,
nebo rekombinantni vakeinu proti kogi¢imu patogenu nebo podjednotkovou vakcinu proti kogici-
mu patogenu.

13. Pouziti vakeiny podle kteréhokoliv z narokd 10, 11 nebo 12 pro vyrobu ko€i¢i vakeiny pro
ockovani kocek.

14. Pouziti vakeiny podle kteréhokoliv z narokd 10, 11 nebo 12 pro vyrobu kombinovan¢ho
vakcinaéniho pripravku pro ogkovani kogek, kde kombinovany vakcinacni ptipravek sestava
z prvni vakeiny vybrané ze skupiny sestavajici z zivé tplné vakciny, inaktivované tplné vakeiny,
podjednotkové vakciny a rekombinantni vakeiny, a druhé vakciny podle kter¢hokoliv z naroki
10, 11 nebo 12, ktera se podava po piedchozim podani prvni vakciny.

15. Pouziti vakeiny podle kteréhokoliv z naroki 10, 11 nebo 12 pro vyrobu kombinovaného
vakcina&niho pripravku pro otkovani kodek, kde kombinovany vakcinacni piipravek sestava
z prvni vakeiny vybrané ze skupiny sestavajici z Zivé iplné vakciny, inaktivované aplné vakeiny,
podjednotkové vakeiny a rekombinantni vakeiny, a druhé vakeiny podle kteréhokoliv z naroki
10, 11 nebo 12, ktera se podava 2 az 6 tydnl po podani prvni vakciny.

16. Pouziti vakciny podle kteréhokoliv z naroki 10, 11 nebo 12 pro vyrobu kombinovaného
vakcina¢niho pripravku pro otkovani kocek, kde kombinovany vakcina¢ni pfipravek je tvofen
kombinaci vakeiny podle kteréhokoliv z narokii 10, 11 nebo 12 a zivé ipIné vakciny proti koCi-
&imu patogenu, nebo inaktivované GpIné vakciny proti ko¢i¢imu patogenu, nebo rekombinantni
vakeiny proti ko¢i¢imu patogenu nebo podjednotkové vakciny proti ko¢i¢imu patogenu.

19 vykrest
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L ATEGAAGGTCCAACGCACCCAAAACCCTCTAAAGATAAGACTTTCTCGTGGGACCTAATGATT
L>Hecclgg;yprorhruisP:obylP:osarbylxnpnylrthheSazrtpAlDbcuuotzla

A4 CUSSTGCGCGTCTTACTAAGACTGGACGTGCGAATGGCCAATCCTAGTCCOCACCAAATATAT
2¥LeuValGlyValleulauArgLeuAspValGlyMetAlahanProSerProKisGlallatyr

127 AATGTAACTTGGACAATAACCAACCTTGTAACTGGAACAAAGGCTAATGCCACCTCCATCTTG
437 AsnValThzTrpThrIleThroAsnLeuvalPhrGlythrlhysAlaAsnAlaThrSerMet ey

190 GGAACCCTGACAGACGCCTTCCCTACCATGTATTTTGACTTATGTCATATAATAGCAAATACA
64>GLyThrLouTh:A-pAlthaProwh:uttryr?blhlpnouCYlAlptltIlcclya:nrhr

253 TGGAACCCTTCAGATCAAGAACCATTCCCAGGGTATGGATGTGATCAGCCTATGAGGAGGTGS
85” TrpAsnProSerAspGlnGluProPheProGlyTyrGlyCysASpOLlaProMetAZgAEgTLD

316 CGACAGAGAAACACACCCTTTTATCTCTGTCCAGCGACATCCCAACCGCAAGCAATCTGGGGGS
106*A:gcln&rq&nnTh:P:oPhcterthyIP:oclyull&lnhan&:qbyoGlnCynOlyGly

379 CCACAGGATGGGTTCTGCGCTGTATGGGGTTGCGAGACCACCGGGCAAACCTATTGGAGACCE
l27>ProclnaapclyPn.cy:AlaV.lT:pclycyloluthzrh:GlyalurhzryrrrphtgPro

442 ACCTCCTCATGGGACTACATCACAGTAAAAPAAGGGGTTACTCAGGGAATATATCAATGTAGT
148> ThrSar3erTrpAspTyrIlaThrVallysLysGlyValThrGlnGlylleTyrOlncysdar

505 GGAGGTGGTTGGTGIGGGCCCTGTTACCATAAAGCTGTTCACTCCTCGACAACGGGAGCTAGT.
169> GlyGlyGly Tz pCysdlyProCysTyrAspLysAlavaliisgersesThrThrGlyAlaSer

568 GAAGGGGGCCGGTGCAACCCCTTGATCTTGCAATTTACCCAAMAGGGAAGACAAACATCTTGG
190P GLuGlyGLlyAXgCYsAsnProLetlleleudinPhethzdinLysGlyArgGlnthrSezep

831 GATGGACCTAAGTCATGGGGGCTACGACTATACCGTTCAGGATATGACCCTATAGCCCTGTTC
211> A%p0LlyProLlysSerTspALlyLauATgLeuTyTASgIazGlytyrAspProlleAlakeulths

694 TCGGTATCCCGGCAAGTAATGACCATTACGCCGCCTCAGGCCATGGGACCAAATCTAGTCCTG
232V ServValSerArgdinValNetThrIlaThzProProGlailaNetGly?roAsnleuvallay

757 CCTGATCAAARACCCCCATCCAGGCAATCTCAAATAGAGTCCCGAGTAACACCTCACCATTCC
2537 ProAspGlnLysProProSerArgGlnsarGlnlledlulerArgValThrProlistiisder:

820 CAAGGCAACGGAGGCACCCCAGGTATAACTCTTGTTAATGCCTCCATTGCCCCTCTACGTACS
274>clncly&unalyaly!h:P:aalyvnlrh:&.uvalxlnxllsc::lch;z?robnu&:g?h:

* 883 CCTGTCACCCCCGCAAGTCCCAAACGTATAGGGACCGGAAATAGGTTAATARATTTAGTGCAA
295% ProvalThrProAlaSer?ralysAzglleGlyThGlyAsnArgleulleAsnLeuvalaln

9456 GGGACATACCTAGCC'I‘TI\.AATGCCACCGACCCCMCAAAACT_)\AAGACTGTTGGCTCTGCCTG
L6 GlyThrTyrleuAlaleuAsnAlaThrAspProAsSnLysThELYSASpPCYSTrpleuCyslan

1999 GTTTCTCGACCACCTTATTACGAAGGGATTGCAATCTTAGGTAACTACAGCAACCAAACAAAC
3}7*ValsarArgProProTyrTyzGluGlyZleAlallsheudlyAanTyzrSarAsnGlnThrAsn

1072 CCCTCCCCATCCTGCCTATCTACTCCGCAACATAAGCTAACTATATCTGAGGTGTCAGGGCAA
J58? ProserProSerCyslLauSarThrProGlaKisLysleuthrIiledezaluvalseasGlyGln

1135 . GGACTGTGCATACGGACTGTTCCTAAGACCCACCAGGCTTTGTGCAATAAGACACAACAGGGA
3797 GlyLauCysI1aGlyTheValProLysThriisGlnoAlaheuCyeAsniysThzGlaGlnGly

1198 CATACAGGGGCTCACTATCTACCCGCCCCCAATGGCACCTATTGEGCCTGTAACACTGGACTC
400> HinThrGlyALlaHisTyrLauAlaAlaProAsnGlyTheTyr TrpAlaCysAanThrGlyLau

Obr. 3
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1261 ACCCCATGCATTTCCATGGCAGTGCTCAATTGGACCTCTGATTTTTGTGTCTTAATCGAATTA
4217 threroCysllaSerMatAlavalleuAsn?rpThrSerAspPheCyaValliauIleGluLsuy

1324 TGGCCCAGAGTGACCTACCATCAACCCGAATACATTTACACACATTTCCACAAAGCTGTCAGG
442 TrpProArgValThrryrHisgilnProGlutyrZlaTysTheHisPheAaplysAlavalacg

1387 TTCCGAAGAGAACCAATATCACTAACCGTTGCCCTTATAATGGGAGGACTCACTGTAGGGGGC
461 PhaArgArgGluprollaSerLeuThrValAlaLeuIlatterd 1yGlylLauThzValclycly

1450 ATAGCCGC GGGGGTCGGAACAGGGACTAAAGCCCTCC??GAAACAGCC CAGTTCAGACAACTA
484Y TlaAlaAlaGglyValGlyThrolyThrlysalaLeuleud tuThrAlaGinpheirgGlnLey

1513 CAAATGGCTATGC ACGCAGACATCCAGGCCCTAGMGAGTCAATTJ\GTGCCTTAGAAMATCC
50SP GlaMecAlaMetHi IAl.a.AlpIlldlm\llbtua].uGIuSC:II.S.:&Llb‘udlubyuSQ:

1576 CTGACCTCCCTCTCCGAGGTAGTCTTACAAMTAGACGGGGCCTAGATATTCTGTTCTTACAA-
526 LeuThrSexrLeus o:aluVll'll.ltuudluhtna:ck:gclynauhlpz10Lcu9h.hcuoln

1639 AAGGGAGGGCTCTGTGCCGCC’L‘TAAAGGMGAATGCTGCTTCTATGCAGA’I‘CACACCGGACTC
547 LysGlyGlyLesuCysAlaAlalsubysdluglucyscys PhaTyrAlaAspHisThzGlyleu

1702 GTCAGAGACAATATGGCTWWMGAGAMGACTGMACAGCGACMCMCTGTTTGACTCC
§68» ValAzgAapAsndetidl aly2LeudzgOluATgleulysGloArgGindlaLeudnorspisr

1765 CAACAGGGATGGTTTGAAGGATGGTTCMCAAGTCCCCCTGG'I’I’TACA.ACCCTM’I'I‘TCCTCC
589»aina lacl.y'r:pPhtclualytzprhu.lnhycac:?ro‘!:prh.'th:!hr peulleSarSex

1828 ATTATAGGCCCCTTACTMTCCTACTCC’I‘MTTCTCCTCTTCGGCCCATGCATCC’ITMCCGA
610> TleIleGlyProLeuleulleleulstuLeullabeulaulhaglyProCys ZleLeuAsnAzg

1391 TTAGTGCAATTC GTAAAAGACAGMTATCTGTGGTACMGCCTTMTTTTMCCCMCAGTAC
6311 LeuValGinPheVallkysAspAzrglledexvValva 181nAlabaullaleuThzGladlinTys

1954 CAACAGATACAGCAATATGATCCGGACCGACCATGA
6527 GlnGinIleGinGinTyrASpRTOASDAZYRE O

Obr. 3 - pokracovani
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1 ATGTCTCGAGCLTCTAGTGCCACAGCCATTCSSGCTCATCTGTTTCCGGTCTCACCTGAATAC
|PHetSerGlyAlaSerSerGlyThrAlalleGlyAlaisheuPheGlyValSssProGluTyr
4 A330TCTTGATCGGAGACGAGCGAGCCSGACCCTCAAGCGTCTCTTTCTCAGGTTTCATTTTCG

2:YArgVallaullaGlyAspGLluGlyAlaGlyProSerArgSarLeuSarGluvalSerPhasSer

127 GTTTGGTACCAAAGACGCGCGGCACGTCTTGTCATTTTTTGTCTGGTTGCGTCTTTTCTTGTC
43’ valTrpTyrGlnArgArgAlaAlairglauValllephaCysliauValAladarfhoaleuval

196 CCTTGTCTAACCTTTTTAATTGCAGAAACCGTCATGGGCCAAACTATAACTACCCCCTTAAGC
64Y PraCysleuThrPhaleulleAladluthrValMetGlycinThrxIlaThzThrProlauser

251 CTCACCCTTGATCACTGGTCTGAAGTCCGGCCACGAGCCCATAATCAAGGTGTCGAGGTCCGG
33” LeuThrLauAspHiaTrpSearQluvValAzrgAlaAzgAlaHisAsnclnGlyValGluvValaryg

315 AAAAAGAAATGGATTACCTTATGTGAGGCCCAATGGGTGATGATGAATGTGGGCTGCCCCCGA
105’ LysLyslLysTrpIlaThrLauCysGluAlaGluTrpValMetMetAanvValGlyTopProArg

379 GAAGGAACTTTTTCTCTTGATAGCATTTCCCAGGTTGAAAAGAAGATCTTCGCCCCGGGACCA
1277 GluClyThrPheSerLeuispSerIleseradlavalGilutysLysIlePhaAlaPzroGly?ro

442 TATGGACACCCCGACCAAGTTCCTTACATTACTACATGGAGATCCTTAGCCACAGACCCCCCT
148> TyzGlyHisPxoAspGinValProTy 2 leThrThrTrpArgSarhetAlaThrARpPTOPTO

5565 TCGTCCGTTCGTCCGTTCCTACCCCCTCCCAAACCTCCCACACCCCTCCCTCAACCTCTTTCG
1697 SarTrpValArgProPheleuProProbrolysProfrothrProLeubPradliaRroLlausSsr

568 CCGCAGCCCTCCGCCCCTCTTACCTCTTCCCTCTACCCCGTTCTCCCCAAGCCAGACCCCCCC
199? ProginProSerAlaProlLeuThrSerIerleuTyrProVallauPzoLysProAsplrolro

831 AAACCGCCTGTGTTACCGCCTGATCCTTCTTCCCCTTTAATTGATCTCTTAACAGAAGAGCCA
211 LysProproValleuProProAspProferserProleulleAspleuleunzdluglurro

6§94 CCTCCCTATCCGGGGCGGTCACGGECCACCGCCATCAGGTCCTAGGACCCCAACCGCTTCCCCG
232? ProPro?yrProGlyGlyHisdlyProprofroserdlyfroAzgThzProThrAlager?ro

757 ATTGCAAGCCGGCTAAGGGAACGACCAGAAAACCOTGCTGAAGAATCGCAAGCCCTCCCCTTG
253 IleAlaSesArglLeuArgGlulArgArgGlulsrProAlagdiugluserGlnilatsufroleu

820 AGGGAAGGCCCCAACAACCGACCCCAGTATTGGCCATTCTCAGCTTCAGACTTGTATAACTGG
274 AzgaluGlyProAsnAsnArgrroGlaryrTrpProPhe3erAlaiarAspleuTyrAsaTry

833 AAGTCGCATAACCCCCCTTTCTCCCAAGATCCAGTGGCCCTAACTAACCTAATTGAGTCCATT
295Y LysSerHisAsnPraProPheSarGlnAspProvalilaleuThrAsnLeulleGlusarile

946 TTAGTGACGCATCAACCAACCTGGGACGACTGCCAGCAGCTCTTGCAGGCACTCCTGACAGGC
316 LeuvalThzHisGlnProThETrpARpASPCYSGinGlaLeuhauglaAlaLeukeuThraly

160% GAAGAAAGGCAAAGGCTCCTTCTTGAGGCCCCAAAGCAGGTTCCAGGCGAGGACGGACGGCCA
337 GluGluALgGlnArgValleulauGluAlaAzgLysGlavalProGlyGLluAspGlyArgREo

1972 ACCCMCTACCCMTGTCATTGACGAGI\CTTTCCCC’I“I‘GACCCGTCCCMCTGGGATTTTGCT
353 ThrolnLeuProAsnValIleAspGluThrPheProleuThTAXgPToASRTEPASPRhOAL

1135 aCGCCGGL AGG'?AGGGAGCACCTACGCC'H‘TA‘I‘CGCCAGTTGCTM‘TP.GCGGGTCTCCGCGGG
173 ThrProAlaGlyArgGluRisLeurrgleuTyrArgGlnleuksuleourl aGlyLeuArgely

Obr. 5
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1143 :’.'-C'.'GQ&AGACGCCCCACTAATTTGGC:‘\CAGGTMAGCAGGTTGTACAAG GAAAGAGG e}
1057 M.aALah:ql«:q?rorhuun!.eualndanall:.yucxnv:.l.vuclnciybylcxucmg:

1261 ZCAZCA

oL seas aGC ATTTTTAGAAAGATTAAAAGAGGCTTATAGAATGTACACTCCCTATGACCCTG AGC

AL uneLouc1u.ugbaunyoclu.ua‘ryzugue:‘r?r'rh:?:o‘ryrmpProGlu

1324 GACCCAGGGCAAGCGGCTAGTCTTATCCTATCCTTTATATACCAGTCTAGCCCAGATATAAGA
4427 AspProGlyGlnAladlagarvallilsLeuSesPhiallafyrGlnSersezProAsplilearyg

1137 AATAAGTTACAAAGGCTAGAAGGCCTACAAGGGTTCACCCTATCTGATCTGCTAAAAGAGGCA
4632 AanLyslLeuGlnArgleucluGlyLeuGlnGlyPhaThrhoauSarAspleulouliysGluala

1450 GAAAAGATATACAACAAAAGGGAGACCCCAGAGGAAAGGGAAGAAAGATTATGGCAGCGACAG
484> GluLysIlaTyrAsnLysArgGluThr?roGluGluArgGluCludrgleuTrpGlaArgsla

1513 GAAGAAAGAGATAAAAAGCGCCACAAGGAGATGACTAAAGTTCTGGCCACAGTAGTTGCTCAG
S0SP CLUGLUATGASDLYsLYSATgHIaLYsGluMstThrLysValheuAlaTheValvalAlaGln

1576 AATAGAGATAAGGATAGAGAAGAAAGTAAACTGGGGGATCAAAGGAAAATACCTCTGGGGAAA
S267 ASDATGASPLYSASPAXGGLRGLlUSazLYsLeuGlyAspOinAsglysilaProLeuGlyLys

1639 GACCAGTGTGCCTATTGCAAGGMAAGGGGCATTGGGTTCGCGAT’I‘GCCCéAAACGACCCAGG
S472 AspGInCYysAlaTyrCyslysGluLysGlyHiaTrpValAzgAspCysProLysAzgProAryg

1702 AAGAAACCCGCCAACTCCACTCTCCTCAACTTAGGAGATTAGGAGAGTCAGGGCCAGGACCCC
S68» LysLysProAlaAsn3exThrlieulisuAsnLauGlyAspee»
1P GluLleATgAZgValAZgALaAEgThE P

1765 CCCCCCTGAGCCCAGGATAACCTTAAAAATAGGGGGGCAACCGGTCACTITTCTGGTGGAC
10? 0ProProGluProArglleThrLeulysileGlyGlyolnProValThr?halauvValaspTh
1828 GGGAGCCCAGCACTCAGTACTGACTCGACCAGATGGACCTCTCAGTGACCGCACAGCCCTGAT
J1P 2ClyAlaGinHisServallieuThrArglroAspGlyProLeudesAspAzgThrilaleuva
1891 GCAAGGAGCCACGGGAAGCAAAAACTACCGGTGGACCACCGACAGGAGGGTACAACTGGCAAC
52” 101lnGLlyALlaThrOlySerLysAsnTYEATgTEPTheThzASpARgALgVAlGinkeuAlath
1954 CGGTAAGGTGACTCATTCTTTTTTATATGTACCTGAATGTCCCTACCCGTTATTAGGGAGAGA
73% zGlyLysValThrHisSsrPheleultyrvalProGlucysProfyrfroleuleuGlyArgis
2017 CCTATTAACTAAACTTAAGGCCCAAATCCATTTTACCCGAGAAGGGGCTAATGTTGTTGGGCC
94* plLeuLauThrLysheuLysAlaglinlleiisPheThzGlyGluGlyAlaAsnValvalGlyer
2080 CAGGGGTTTACCCCTACAAGTCCTTACTITACAATTAGAAGAGGAGTATCGGCTATTTGAGCC
115 oArgGlyLauProbeuGlnVallauThrheuGlnLeuGluGluGluTyrArgleuPheGluPr
214} AGAAAGTACACAAAAACAGGAGATGGACACTTGGCTTAAAAACTTTCCCCAGGCGTGGGCAGA

136» 0GluSerThrGlalysGlnCluMatAspTheTrpLeulysAsnPheProGinAlaTxpAlasl

Obr. 5 - pokracovani
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1256 AACARCCAGGTATGGGAATGCCTCATTGTCAAGCCCCOSTTCTCATTCAAC TTAAGGCTAC TGS

157> uThrGlyGlyHacGlyMatAlaKiaCysGlnAlaprovalLleaulleGlnLauLysAlaTheAl
2269 CACTCCAATCTCCATCCCGACAGTATCCTATGCCCCATGAAGCGTACCAGGGAATTAAGCCTCA
178’arh:P:oI1eSctxlohrqclnTy:P:ono:?:axxsclualaryrclnclyrleny:9:0K£
2332 TATAAGAAGAATGCTAGATCAAGGCATCCTCAAGCCCTGCCAGTCCCCATGGAATACACCCTT

199® sIlaArgArgMatLeuAspGlaGlyllaLaulysProCysGlnSarProTrpAsnThrProke

2395 ATTACCTGTTAAGAAGCCAGGGACCGAGGATTACAGACCAGTCCAGGACTTAAGAGAAGTAAA
220 ulLeuProVallLysLysRZcGlyYTREGLUARDTYTARGPYOVALGLIRASDLEeUATGGLUVRLIAR
2458 CAAAAGAGTAGAAGACATCCATCCTACTGTGCCAAATCCATATAACCTCCTTAGCACCCTCCC
241!uhyn&:q?a101u&npzlaai-?:orh:VxxvzoA-nP:ory:annboubouSczth:LouP:
2521 GCCGTCTCACCCTTGGTACACTGTCCTAGATTTARAGGACGCTTTTTTCTGCCTGCGACTACA
262P oProSarRiaProTrpTyrThrValleulspleulysAispAlaPhePhaCysbevArghoutl
2584 CTCTGAGAGTCAGTTACTTTTTGCATTTGAATGGAGAGATCCAGAAATAGGACTGTCAGGGCA
283> sSerGluSezGinLeulauPheAlaPheGluTrpAZGASDRroGlullsdlyLeuseardlyal
2647 ACTAACCTGGACACGCCTTCCTCAGGGGTTCAAGAATAGCCCCACCCTATTTGATGAGGCCCT
3104P nLeuThr?rpThrArglaulreGinGlydhelysAsnser2roThrhauPheAispadluilale
2710 GCACTCAGACCTGGCCCATTTCAGGGTAAGGTACCCGGCTCTAGTCCTCCTACAATATGTAGA
335P uHisSarAspleurlakspPheArgValArgTyrProAlaLeuVallasuleuGlnrysValis
2773 TGACCTCTTGCTGGCTGCGGCAACCAGGACTGAATGCCTGCAAGGGACTAAGGCACTCCTTGA
3469 pAsplieuLeuLeuAlaAlaAlaThrArgThrGluCysteudludly?hrtysilaLeuleudl
2516 GACTTTGGGCAATAAGGGGTACCGAGCCTCTGGAAACAAGGCCTAAATTTGCCTGCAAGAAGT
367P UThrLeuGLlyASnLYysGlyTyrArgAlaserGlyLyslysAlaGlallaCysleuGlnGluva
2299 CACATACCTGGGGTACTCTTTAAAAGATGGCCAAAGGTGCCTTACCAARGCTCGGARAGAAGC
I88% 1ThzTyrLauGlyTyrSerLeuLysAspdlyGlaAzgPrpleuThely sALaATgLYSGLUAL
2962 CATCCTATCCATCCCTGTGCCTAAAAACCCACGACAAGSTGAGAGAGTTCCTTGGAACTGCAG

459P aTletausarllepProValProLysAsufroArgGinvalArgGluPhaLauGlyThrila

Obr. 5 - pokracovani
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