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Epstein-Barr virové sekvence, kodujilci dizgnos4+ck¥-re¢aygﬁtni

virovy kapsidovy antigen, expresni klony ziskané polymerdzovou

fetézovou reakci a pouziti tohoto rekombinantniho antigenu v

diagnostickych testech

Oblast techniky

Pifedlozeny vvnalez se tyka DNA sekvence EBV genomu,
kodujici s EBV-souvisejici antigen, ktery maZe byt pouZit v
metodiach a diagnostickych a farmaceutickych prostredcich
uvedenych dile a metodach lokalizace a izolace alespon ¢&asti z
prislusnych DNA sekvenci. Didle se tento vynidlez tyka metod a
kompozic nebo kitu, pro rychlé, jednoduché, velmi citlivé a
vysoce specifické stanoveni protilétek fizenvch k tomuto
s EBV-souvisejicimu antigenu. V téchto testech uvedeny antigen
EBV podstatné zlep3uje detekci specifické tridy protilatek
v pacientové séru. Tato detekce umozauje spolehlivé zaveéry jak
o stavu infekce u darce jako je preinfekce, éerstva infekce,

chronicka infekce, rekonvalescence a neoplasticky stav.

Oblast techniky

Infekce virem Epstein-Barrové (EBV) a jejich nasledky

EBV vyvolava infekéni mononukleosu jako primarni chorobu.
Predominantné postihuje déti nebo mladé dospélce. Vice nez 90
% prumérné dospélé populace je infikovano EBV, ktery pretrvava
po celou dobu 2zivota u téchto nosic¢a. Tento virus je
produkovan celozivotné do orofarynxu a 3irfi se oralni cestou.
Zatimco infekce malych déti casto vede k témér symptomu prosté
serokonverzi, infekce dospélych &asto pusobi vazné choroby s
vysokou horeékou, dramatickym zvysenim poé&tu bilvch krvinek,

bolestivy jicen, zvétsena jatra a slezinu. Sarlatova horecka,
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toxoplasmosa, difterie a leukemie by mély byt vylouceny

diagnostickymi prostredky.
Chronické infekce.

Vzacnéji vede EBV infekce k chronickym nebo chronicky

fluktuadnim symptomum srovnatelnym s akutni primadrni infekci.
Vlasova leukoplakie

U imunitné postizenych pacientd muZe EBV zpisobit vazini

l1éze na jazyku.
Reaktivace EBV u imunologicky deprivovanych individui

Potlaceni bunédéné zprostredkované imunity vede k
reaktivaci EBV. Zvysené titry protildtek jsou nasledkem =2
byly popsany skodlivé uUcinky mnoha moznosti jako je rejus

transplantata.
X-spojeny proliferativni syndrom

Urcité genetické konstelace jsou odpovédné za infekci
saméich sourozencu, vedouci k fatalni lymforetikularni

chorobé.
Burkittav lymfom a EBV

Vyvoj Burkittova lymfomu je spojen s chromosomélnimi
usporadanimi. Ne v3echny pripady obsahuji EBV genomy v
nadorovych bunkach. Nicméné alespon v oblasteh s vysokyuis
vyskyvtem, je 97 % téchto neoplasii spojeno s EBV a kontrola

EBV infekce pravdépodobné povede ke sniZeni rizika vyvoje



Burkittova lymfomu.

Nasofaryngealni karcinom jako moZna "sekundarni choroba”

spojena s EBV

Jinou chorobou, kde EBV vykazuje 100% spojeni je
nasofaryngealni karcinom (NPC) ("The Biology of Nasofaryngeal
Carcinoma", UICC technical report series, vol.71, M.J.Simons a
K. Shanmugaratnam (vyd.), International Union Against Cancer,
Zeneva, str.l (1982)). NPC nejcastéji zacina v Rosenmuellerove
fosse (Recessus pharyngeus) pfi postnasalnim prostoru. Casto
jsou pacienti hospitalizovéni teprve po vyvinuti prvnich

typickych metastéz v cervikalnich lymfatickych uzlinéach.

Kontrola s EBV-souvisejici neoplasie

Jsou zde mozné tfi zakladni strategie kontroly neoplasie:
{. Ve&asna detekce nasledovana terapifi,
2. odklad nastupu choroby idealné za prumérnou dobu zivota a

3. prevence.

Téchto cild je mozno dosdhnout také u mnohofaktorovych
chorob jako jsou mnohé neoplasie. Vyskyt choroby miZe byt
redukovan eliminaci jednoho nebo vice z podstatnych faktoru,
které samy nejsou nutné schopny vyvolat chorobu, nebo redukci
faktora, které promotuji manifestaci neoplastickych stava.

Pouziti specifickych od viru odvozenych antigena podle tohoto

SRy

vynalezu, protilatek nebo genetickych materiadlda jako nastroju
pro véasnou diagnosu s virem spojenych nadora, by mohlo

usnadnit eliminaci zdkladnich faktora.

Pouziti s EBV-souvisejicich genovych produkta pro diagnozu
s EBV-souvisejicich NPC
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Pfed tim, neZ byly dostupné rekombinantni antigeny
definovaného sloZeni, vétsina béznych virové specifickych
testd byla zaloZena na imunofluorescenénich testech
vyuzivajicich EBV genomové pozitivni bunky s ruazoymi
vlastnostmi a/nebo predchoziho oSetreni jako zdroje obvykle s
buiikami spojenych antigenu v imunofluorescenénich nebo -
imunoenzymatickych testech. Tabulka I uvadi souhrn protiléatek

chorobnych a viralnich antigenu pouZitelnych pro diagnozu. .

Tabulka I
Vztah EBV-vyvolanych chorob a Ig-podtfidové specifické
protilatkové reakce, ktery maze byt stanoven béZnymi

imunofluorescendnimi testy

Choroba: VCA 1gG IgM IgA EA IgG EBNA IgG MA1igC
normalni
dospéli + - - - +

akutni dospéli
(veas) ++ + - + - -

chronicka

infekce + + - +/- +/- +/7
reakti-

vace + + - + + +
XLP? + - - +/= (+) ?
NPC ++ - + +(D) + ++
BL ++ - - +(R) + +

VCA: viralni kapsidovy antigen; EA: &asny antigen; EBNA:
Epstein-Barr nuklearni antigen; l!stanoveno imunoprecipitaci
gp240/200; 2XLP jako priklad imunologicky deprivovanych
hostitelqd.

V soudasnosti pouzivané s EBV souvisejici antigeny



nejsou rozpoznavany u viech EBV infikovanych osob vzhledem k

omezenim imunitni odpovédi. Dale nékteré s EBV souvisejici
antigeny se podileji sekvenéni homologii na proteinové hladineé
s jinymi Herpes viry. Proto je technickym problémem tohctiy
vynédlezu poskytnout s EBV-souvisejici protein, ktery umoini
spravnéjsi diagnozu EBV infekce. Re3eni vyse uvedeného
technického problému se dosidhne poskytnutim provedeni
uvedeného v narocich. Podle prfedloZeného vynalezu je
poskytnuta EBV~-kodujici sonda bez podstatné genetické

variability.

Podstata vvnilezu

Produkce EBV-specifickych antigend podle predloZzeného vynalezu

1. Vysledkem v3ech poznatkd je jednim z objektda tohoto
vyndlezu zlep3eni citlivosti testd pro detekci tfid protilatek
a specifickych protilatel ke tridé virovych kapsidovych
antigent a zlep3eni systému, ktery umoZnuje masové testovani a

lep3i standardizaci.

2. Aplikace technologie rekombinantni DNA umoznila
identifikaci polypeptidu dalezitého pro zlepseni EBV
antigenicity. Produkce by mohlo byt dosaZeno vhodnymi
hostitelskymi bunkami transformovanymi rekombinantnimi DNA

molekulami a narostlymi ve vhodném kultivaénim systému.

3. Podle predlozZeného vynadlezu se pouzivaji rekombinantni DNA
metody, zahrnujici vybér modifikovanych primerd pro
polymeriasovou retézovou reakci, pro expresi genetické
informace genu nebo alespon ¢asti genu, kodujiciho EBV protein
23kDa (&teno od BLLF2) ve vhodnych hostitelskych bunkach jako

jsou bakterie (napr. rod E.coli, Salmonella, Pseudomonas nebo



Bacillus), kvasinky (napf. rodu Candida nebo Saccharomyces),
hmyzi bunky (napf. Spodoptera frugiperda SF251) a sav¢éi buaky
(napf. Vero-bunky, CHO-bunky nebo lymfoblastoidni bunééna

Pinie).

4. Dale genomické regiony kodujici EBV protein 23 kDa byly
identifikovany a jejich relevance pro diagnostické ucely

demonstrovana. Proto je v predloZeném vynédlezu také popséna .
klicova informace pro produkci téchto proteind nebo jejich

antigennich determinantd.

DNA sekvence hybridizuje k DNA sekvenci ziskané
z jakéhokoliv zdroje, zahrnujici prirozeny, synteticky nebo
polosynteticky zdroj, ktery je odvozen mutacemi, zahrnuji:iwm:
nukleotidové substituce, nukleotidové delece, nukleotidov¢
inzerce a inverze nukleotidové natazeni k DNA sekvenci,ktera
koduje alespon ¢ast proteinu vztazeného ke 23 kDa proteinu,
kodovaného ctecim ramcem BLFR2 B95-8 proteinu viru
Epstein-Barrové. Vyhodné jsou hybridizaéni podminky v rozmezi
15 az 27 °C pod teplotou tani homodimerni DNA molekuly.
Predlozeny vynalez se tvka produkce EBV-specifického antigenu
rekombinantni DNA technologii a jeho pouziti v diagnoze,
profylaxi a terapii chorob spojenych s EBV. Proto je objektem
tohoto vynalezu identifikovat novy Epstein-Barr virovy
antigen, ktery je spojen s chorobami spojenymi svirem

Epstein-Barr jako je nasofarynge&lni karcinom (NPC), infekéni

< A 05

mononukleosa a Burkittuv lymfom (viz legenda u tabulky I)

FYprogsn

imunologickymi metodami. Dalsim objektem prfedloZeného vynalezu
je lokalizace a identifikace genomickych regiond EBV,
napriklad jak byly klonovany z B95-8 bunék (American Type
Culture Collection, Rockville, MD, USA (ATCC) CRL1612) (Sk=zre
J. a Strominger J.L. Clonning and mapping of BamHI

endonuclease fragments of the DNA from transforming B95-8



strain of Epstein-Barr virus. Proc.Natl.Acad.Sci. USA
77:3860(1980)), které koduji uvedené antigeny diagnosticky

dilezité a relevantni pro medikalni tcéely. Toho se dos&ahne

pouZitim hybridni selekéni metody kombinované s imunosrédZenim
s pacientovym sérem (obr.l). Dal3im objektem predloZeného
vynadlezu je subklonovani genomického regionu EBV, napf. z
existujicich knihoven EBV,klonovaného z B95-8 bunék, ktery
koduje alespon &4st -vhodného antigenu p23. Toho se dosahne
polymerédsovou retézovou reakci (PCR), ktera amplifikuje
gnomické DNA fragmenty bez vyZadovani vhodnych restrikénich
enzymovych mist 3tépeni na koncich éteciho rdmce a inzertovani
takovych amplifikovanych genu, obsahujicich systetizované
konce od primerovych sekvenci po vhodnych klonovacich
postupech do expresnich plasmidi. Je zfejmé, Ze stejného
klonovacih postupu lze dosdhnout amplifikaci pozadovaného genu
z jinvych virovych izolatda, které se mohou 1isit od B93-8
kodujicich sekvenci. Jiné primery mohou byt nezbytné pro tento
ucel, selekci a produkci, které jsou znamé v oboru. Vybér
primerd s dalsimi sekvencemi S' ze sekvenci komplementarnich
ke kodujicimu regionu (§' primery) nebo 3' sekvenci
komplementdrnich ke kodujicim regionim je mozny bez nutnosti
rozsdhlého subklonovani pro dosaZeni klonu primo z produktu
polymerdsové retézové reakce, které jsou optimalizovany pro
dalsi kontrolni signdly. Dalsim objektem tohoto vynalezu je
produkce proteinu expresi pripadné genetické informace ve
vhodnych hostitelskych burnkach, jako jsou bakterie (napf. rodu
Escherichia, Salmonella, Pseudomonas nebo Bacillus), kvasinky
(napr. rodu Candida nebo Saccharomyces), zvirfeci bunky a
lidské bunky (napf. vero-bunky; CHO-dhfr-bunky; v kombinaci se
vhodnym selekénim systémem, popripadé plasmidem nesoucim
funkéni dhrf gen jakoz i genetickou informaci pro EBV gen pod
kontrolou vhodné regulaéni sekvence; nebo lymfoblastoidni

bunééné linie). Proteiny produkované témito hostitelskymi



buiikami obsahuji 23kDa-spriznéné antigenni determinanty

(epitopy) a jsou, v z&vislosti na expresnim systému,
syntetizovany bud jako fuzni protein nebo nefuzni protein. ?ru
produkci fuzniho proteinu bakteriemi byla exprese genonmickvch
subfragmentd, kodujicich p23 EBV B95-8 zavedena do zné&mého
plasmidu pUC8 a indukovéana napr.
isopropyl-B-D-thiogalakto-pyranosidem (IPTG). Prislusné
expresni produkty byly identifikovéany imunologickymi metodami.
P:o produkci nefuznich proteina, které v podstaté obsahuji
aminokyselinové sekvence prfirozené se vyskytujicich proteinua
nebo jejich &asti mohou byt rekombinantni plasmidy podle
pfedlozeného vyndlezu modifikovény. Jestlize je
oligonukleotidovy linker inzertovan mezi bakteridlni protein,
kodujici region a EBV-souvisejici protein, kodujici regioun
expresniho vektoru, stava se aminokyselinovi sekvence,
odpovidajici oligonukleotidovému linkeru casti exprimovaného
fuzniho proteinu. Po izolaci tohoto fuzniho proteinu z
transformanta, které jej exprimuji, je tento Stépen bud
proteasami specifickymi pro aminokyselinové sekvence v
zavdeném aminokvselinovém linkeru nebo, jestliZe
aminokvselinovy linker obsahuje peptidové vazby citlivé ke
kyselému 5tépeni, zpracovanim s kyselinami, napr. kyselinou

mravendéi.

Dalsim objektem predlozeného vynadlezu je vyuziti
s EBV-souvisejiciho proteinu 23 kDa nebo jeho subregionua nebo,

je=1i to vhodné,s EBV-souvisejicich DNA fragmentd nebo klong,

 r s S R e

pro produkci diagnostickych kompozic (kitd) vhodnych v
klinické diagnoze nebo védeckém vyzkumu. Tyto testy jsou
zalozeny na znamych principech jako je ELISA, RIA (Radio
immunoassay) nebo neprimé hemaglutinaéni zkousce. Dale

s EBV-souvisejici protein maze byt pouZit napr. pro sledovaul

vakcinaé&nich programd, analyzu epidemiologickych problému, pro




léceni pacienta (slozka) medikace) a pro produkci vakcin jako

mira profylaxe v terapii EBV-souvisejicich chorob, jako je
mononukleosa, Burkittdv lymfom a nasofaryngeédlni karcinom.
Koneéné je protein vhodny pro profylaxi a terapii

s EBV-souvisejicich chorob, protoze je schopen modulovat
imunitni odezvu u pacientd postiZenvych chorobami jako je NPC,
chronickd infekéni mononukleosa nebo s EBV-souvisejici
Burkittiv lymfonm.

Popis obrazki na prfipojenvch vvkresech

Obr.l:Autoradiografie in vitro translaénich produktda z RNA
hybridu vybraného s BamHI DNA fragment EBV genomu.

Pro imunoprecipitaci byl pouzit pool EBV-specifického
séra od pacientd postiZenvch NPC. Imunoprecipitované
358-znagené proteiny byly separovany SDS-polyakrylamidovou
gelovou elektroforézou a rentgenovy film byl vystaven gelu.
Kontrola, ozna&ena ("pool") obsahuje viechny z
imnosrédzitelnych EBV-specifickych proteinad. Z autoradiografie
je moZno konstatovat, Ze protilédtky ke 23kDa jsou pritomny v
EBV-pozitivnim séru. Je také zrfejmé, 2e RNA z forbolesterem
indukovanych P3HR! bunék byla hybridizovana proti BamHI
restrikénim fragmentam EBV DNA, eluovana a translatovana in
vitro. Translaéni produkty byly imunoprecipitovany s poolem
EBV reaktivniho séra predadsorbovaného s EBV genomové
negativnimi BJAB bunkami jak bylo jiZ pops4no (Seibl'R. a Wolf
H., Mapping of Epstein-Barr virus proteins on the genome by
translation of hybrid-selected RNA from induced P3HR! cells
and induced Raji cells. Virology 141:1-13 (1985)).

Obr. 2 Jemné mapovani mRNA souvisejicich s EBV B95-8 genomem
BamHI restrikéni mista EBV B95-8 genomu jsou uwdena na

spodku obrazku a prislu3né restrikéni fragmenty jsou oznadeny



nahore vét3imi a mensimi pismeny. mRNA z proteint lokalizovanych
hybrid-selekci k jednotlivym BamHI restrikénim fragmentim jsou
oznadeny ¢&isly a &arami. Z jemného mapovani je zfejmé, Ze
protilatky ke 23kDa jsou pritomny v EBV-rekonvalescentniw

serv.

Obr.3 A) Lokalizace étecich ramci v BamHI-L fragmentu

EBV-antigen o velikosti 23kDa byl mapovan hybridni .
selekéni translaci. BLLF! koduje EBV hlavni membranovy
antigen, BLLF2, BLRF! a BLRF3 koduji proteiny s vypod&tenymi
molekulovymi hmotnostmi 31,11 kDa a 12 kDa. BLLF3 také mapuje
v sousednim BamHI-S fragmentu, zatimco 23 kDa antigen kodujici
region byl nalezen pouze v BamJI-L. Proto se
nejprevdépodobnéjsim kandidatem pro kodovani 23kDa antige::
jevi byt BLR2 kodujici protein.

B) Prodlouzeni S' a 3' konce BLRF2 s jak rfetézci tak
oligodeoxynukleotidovymi primery pouzitymi v PCR.

Primer | hybridizuje k DNA sekvencim, kodujicim N-ko-.o.
23-kDa proteinu. Komplementarni sekvence zadind po druhém
kodonu. Region kolem startu translace byl zménén na BspHI
misto pro klonovani do ATG-expresniho vektoru. Tento zahrnuje
zménu druhého kodonu z TCA na AGC, oba kodujici serin.
Oligodeoxynukleotidovad sekvence proti sméru od ATG start
kodonu koduje BamHI restrikéni misto a nékolik malo dalsich nt
pro usnadnéni restrikéniho enzymového 3tépeni a klonovani.
Primer 2 hybridizuje prfi translaénim stop 23-kDa a obsahuje
HindIII misto na svém 5' konci pro inzerci do vektord. Protoze
nehybridizujici S' konce primerad nejsou syntetizovany béhem
prvniho béhu PCR na komplementdrnim retézci, ale v
nadsledujicich bézich, kdy se nové generované PCR produkty

pouziji jako templéat.

Obr.4 Generovani amplifikované DNA a klonovani



Oligodeoxynukleotidové primery uvedené v {(B) byly
syntetizovany na 8700 DNA syntez4dtoru (Biosearch/MILLIGEN) v 1
mol kolondch. ProtcZe syntéza byla velmi GUéinna, byly primery

pouzity bez dalsiho é¢isténi v PCR po odstépeni z kolony. Paté

PCR reakce, obsahujici paralelné stejné slozeni 100 pi kozda.

byly provedeny s 0,25 % celkového primerového vytézku, 4 ng

plasmidu, obsahujiciho BamHI-L fragment EBV (Skare J. a

Strominger J.L Cloning and mapping of BamHI endonuclease

fragments of DNA from transforming B95-8 strain of

Epstein-Barr virus. Proc.Natl.Acad.Sci. USA 77:3860 (1980)),

nukleotidy, pfr a Tag-polymerasu podle instrukci vyrobce. ;
Reakce byla provedena v Ricomp teplotnim cykla s 50 oC ‘ g
zahrfivaci teploty po 2 min, prodlouZeni pfi 72 °C po 4 min a 1| §
min prfi 94 °C pro denaturaci. Bylo provedeno padesat cykluy,
vyslednd DNA byla odebrédna, vysrézZena ethanolem a susena. Po
resuspendovani ve 200 1 H20 byla DNA Stépena s BamHI a
HindIII. DNA fragmenty byly ¢&istény pres 1,5% agarozovou
gelovou elektroforézu, izolovany a ligovany s pUR289
linearizovanym s BamIII v HindIII. Po transformaci do E.coli
JM109 (Yarnish-Perron a spol. Improved M13 phage cloning
vectors and host strains nucleotide sequences of Mi3mpl8 and
pUCL9 vectors. Gene 33:103-119 (1983)) byly plasmidy z kolonii
screenovany na 23kDa antigen, kodujici fragment restrukénim
enzymovym 5tépenim. Produkce EBV antigenu byla vizualizovana
IPTG indukci pozitivnich klonu, PAGE proteind a bud vybarvenim
Coomassie modfi nebo Western bloty (obr.5). Z produkéniho
klonu pUR23k, byl opét izolovan 23kDa kodujici segment
Stépenim s BamHI a HindIII a inzertovdn do pDS (pDS23k). Ve
tretim stupni byl fragment izolovdn BspHI a HindIII stépenim a
ligovdn s pKK233-2 linearizovanym s Ncol a HindIII (pKK23k).
Nakonec z pDS23k byl ziskan N1aIV/HindIII fragment se 370 bp a

ligovadn s pUC8 linearizovanym s HindIII v ramci translaédni

e

funkce z vektorovych sekvencich do EBV souvisejiciho
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fragmentu.

Obr.S5 Identifikace 23kDa expresniho produktu v E.coli
Proteiny IPTG indukovanych klona (! mM IPTG po 3 h pfi 37
oC) byly analyzovany SDS-17,5 PAGE a vybarvenim Coomassie
mod#i (levy panel) nebo pres Western blot a imunovybarvenim s
vysoce titrovanym serovym poolem od NPC pacientd. Draha I:
pUR289, B-Gal exprese; draha 2: pUR23k; drdha 3: pDS23k; draha
4: pKK23k: draha 5: pUCN23k. B-Gal::23kDa fuzni protein v
draze 2 je vétsi nez BGal v draze | (116 kDa), coZz indikuje
predteni amplifikovaného DNA fragmentu. 23kDa expresni prudukt
ve draze 3 ma velikost asi 24 kDa a je syntetizovan ve velkém
rozsahu. Nicméné autenticky 23kDa expresni produkt z ATG
vektoru ve driaze 4 neni produkovan tdéinné. C-koncovy 23kDa
antigenovy fragment z pUCN23 ve draze S se jevi byt stabiini a
produkovan velmi Géinné. Viechny antigeny reaguji s NPC
sérovym poolem, co2? velmi silné indikuje antigenicitu tobire

proteinu béhem virové infekce.

Obr.6 DNA a aminokyselinova sekvence 23kDa antigenu ze ¢teiho

ramce BLRF2 viru Epstein-Barrové
Nasledujici pfiklady ilustruji vynélez.

Priklady provedeni vvnéalezu

Priklad 1
Amplifikace 23kDa protein kodujiciho regionu.

Mo2ny kodujici region pro 23kDa protein (BLRF2) na
BamHI-L fragmentu EBV obsahuje 162 aminokyselin, Nejsou
dostupna 24dn4 vhodn4 restrikéni enzymovd mista na 5' a 3

koncich pro primé klonovani plné délky c&teciho ramce. Pro

L A S SRS g o



tento Ucel byly syntetizovany dva oligonukleotidy

komplementdrni k S' a 3' koncum kodujiciho regionu a pouzity
jako primery v PCR. Kaz?dy primer obsahuje dalsi sekvence na 5'
konci pro restrikéni mista pouZitelnid v klonovani amlifikované
DNA (Obr.!) a nékolik dal3ich nukleotida pro usnadnéni
rozrezani témito restrikénimi enzymy. Po PCR byly

amplifikované DNA segmenty 3tépeny s BamHI a HindIII, &istény

elektroforézou na agarosovém gelu a pouzity pro klonovéani s
plasmidovymi vektory. Plasmid, obsahujici cely BamHI-L
fragment z B95-8 izolatu EBV (Skare J. a Strominger J.L.,
Cloning and mapping BamHI endonuclease fragments of the DNA
from transforming B95-8 strain of Epstein-Barr virus.
Proc.Natl.Acad.Sci. USA 77:3860 (1980) byl pouzit jako
templat.

Priklad 2
Exprese 23kDa VCA v E.coli jako B-galaktosidasového fuzniho
proteinu
ProtoZze mnoho rekombinantnich antigenu neni stabilné
exprimovdno jako nefuzni antigeny v E.coli, byla provedena
prvni hodnoceni produkci (-galaktosidasovych fuznich proteint,
kde velky bakteriialni protein teoreticky chrani nestabilni
proteinové segmenty pred degradaci.Proto byla amplifikovana
DNA stépend s BamHI a HindIII klonovana v rémci 3' lacZ genu
BGal expresniho vektoru pUR289 (Riither a Miiller, Easy )
identification of ¢DNA clones. EMBO J. §
2(1983)1791-1794) (obr.4.). E.coli klon, obsahujici tento 5
vektor byl indukovdn s IPTG za tUcéelem exprese fGal::23kDa
fuzniho proteinu. Obr.S5 demonstruje, 2e byl syntetizovan
produkt s molekulovou hmotnosti vy33i ne2 ma autenticky BGal.
Fuzni protein reaguje specificky se serem, obsahujicim vysoké
EBV protilatkové titry. Toto indikuje, 2e probséhla spravna

translace,, nebyly zavedeny 24dné podstatné chyby nebo stop
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kodony pri PCR a Ze byl produkova&n imunogenicky EBV antigen.

Priklad 3
Exprese 23kDa jako autentického proteinu

Z pUR289-23k byl izolové&n EBV kodujici region s BamHI a
HindIII a klonovan do pDS12/RBSII-2, ktery byl pfejmenovan na
pDS3 pro tuto prezeqtaci (Bujard H. a spol. The TS .
promotor-based transcription translation system for the
analysis in vitro and in vivo. Meth.Enzymol. 155:416 (1987)),
ktery dopliuje stejny translaéni rédmec jak je uveden ve 23kDa

kodujicim regionu (obr.4). Po indukci s ITPG se objevuje ncvy

- A ey e s

proteinovy pruh se 23 kDa v Coomassie vybarvené PAGE.
Specificky reaguje s EBV serem na Western blotech a
predstavuje asi 10 % celkového E.coli proteinu jak maZe byt
stanoveno z Coomassie-vybarveného gelu (obr.3). ProtoZe
expresni produkt obsahuje malo aminokyselin odvozenych od
klonovaciho mista a oligonukleotidovych sekveni, bylo exi - ...
autentického proteinu dosaZeno izolaci tohoto fragmentu s
BspHI a HindIII a jeho inzertovanim do Ncol a HindIII mist ATG
vektoru pKK233-2 (Amam E., a Brosius J., J.'ATG vectors' for
regulated high—-level expression of cloned genes in Escherichia
coli. Gene 40:183-190 (1985)). Av3iak expresni vytazek 23kDa
antigenu z tohoto vektoru byl mnohem mensi neZ z pDS vektoru,
coZ muZ2e byt zpusobeno nedlinnou translaci tohoto proteinu v

E.coli bunkach zpisobenou zménénou N-koncovou sekvenci.

Dal3i exprese bylo dosaZeno z meni3iho fragmentu,

kodujiciho C-koncovou ¢&ast 23kDa antigenu. Z kodujiciho

et v S g WSS

regionu NlalIV/HindIII fragment byl izolovan a inzertovan do
HindII/HindIII pUC8 (Vieira B. a Messing B. The pUC plasmids,
a M13mp7-derived system for insertion mutagenesis and

seqencing with svnthetic universal primers. Gene 19



(1982)259-268) zgz uUcelem produkce pUCN23k. Opét byla nalezena
velmi G¢innd produkce antigenu po ITPG indukci. Ale protoze

tento antigen neobsahuje N-konec autentického proteinu neni

pouZitelny pro dal3si hodnoceni.

Priklad 4
Reakce a specifita 23kDa VCA

Pocateéni hodnoceni diagnostické hodnoty rekombinantniho
antigenu bylo provedeno s EBV pozitivnim a negativnim sérem
ziskanYm z ruznych serovych zdroja, tj. pacientd s infeké&ni
mononukleosou, pacientd postizenych NPC a zravych nosiga.
Surové bakteridlni lyzaty, obsahujici 23kDa antigen z pD23k a
lyzaty s necizimi antigeny jako kontroly bézely oddélené na
PAGE. Proteiny byly prfeneseny na nitrocelulozové filtry a
jejich pasy byly inkubovany se sérem. Vysledky
imunovybarvenych Western blot pasd jsou shrnuty v tabulce II.
Pri porovnani s béznymi imunofluorescenénimi testy VCA
pozitivniho séra od zdravych nosiéd a NPC pacienta byly jasné
pozitivni pro 23kDa antigen. Pouze dvé séra reaktivni v IF
testu nevykazuji 24dnou reakci. Trfi séra od cerstvs
infikovanych osob, stanoveno z IF, také nevykazuji Zadnou
reakci a tri sera povaZovana za EBV negativni byla nalezena
jako pozitivni s p23kDa antigenem. Souhrnné, je moZno vidét
Sirokou korelaci IF a Western blot aktivity. Nicméné je
nezbytné dalsi testovani pro zkousSeni relevance a citlivosti

tohoto antigenu ve srovnidni s IF testy.



Tabulka II
Reaktivita 23kDa antigenu s raznymi séry ve srovnani s IF
vysledky
IF-reaktivita EBV status2 ¢&.testovaného reaktivita s
séra s rekombinant-
nim 23k antigenem?

. poz. neg.
VCA+EBNA+ zdravy nosié¢ 34 32 2
VCA+EBNA+ NPC pacient 4 4 0
VCA+EBNA- gerstva inf. 9 6 3 é
VCA-EBNA- EBV negativni 6 3 3 3

aEBV status byl stanoven rutinnimi diagnostikami s IF

reaktivitou a dalsimi klinickymi udaji.

bReaktivita 23kDa antigenu byla stanovena Western blot

analyzou.

Klasifikace séra podle IF testa byla: VCA+, EBNA+ = zdravy
nosié; VCA+,EBNA+ klinické udaje = NPC; VCA+,EBNA-, klické
Gidaje = éerstvad infekce; VCA-, EBNA-= negativni pro EBV.

e S A e



PATENTOVE NAROKY

1. DNA sekvence EBV-genomu, vyznacujici se tim, Ze
odpovidd s EBV-souvisejicimu antigennimu proteinu, majicimu

aminokyselinovou sekvenci jak je uvedena na obr. 6

2. DNA sekvence podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze

koduje s EBV-souvisejici antigenni protein o molekulové

hmotnosti 23 kDa.

3. DNA sekvence hybridizujici k DNA sekvenci podle
ndroku 1 nebo 2, z jakéhokoliv ziskaného zdroje,
zahrnujiciho pfirodni, syntetické nebo polosyntetickeé
zdroje, kterd je pfibuznd mutacemi, zahrnujicimi
nukleotidové substituce, nukleotidové delece, nukleotidové

inzerce a inverze nukleotidovych pasd s DNA sekvenci podle
naroku 1 a kterd koduje protein, majici antigenni vlastnosti

uvedeného 23 kDA EBV proteinu.

DNA sekvence podle naroku 1 nebo 2, vyznacujici se

4.
tim, Ze je inzertovédna do rekombinantniho plasmidu

pUR289-23k, pDS-23k, pUC8-N23, kde konstrukce uvedenych
plasmidd je uvedena na obr.4.

5. DNA sekvence podle kteréhokoliv z naroku 1 azZ 4,

vyznadujici se tim, Ze obsahuje na svém 5' konci
oligonukleotid kodujici oligopeptid, ktery slouZi ve
vysledném $tépici misto pro sekvencéné specifickou proteasu
nebo ktery je $tépitelny zpracovanim s kyselinou jako je
kyselina mravenéi nebo ktery usnadfiuje nasledne ¢isteéni.
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6. Rekombinantni DNA molekula pro klonovani,
vyznacujici se tim, Ze obsahuje DNA sekvenci podle

kteréhokoliv z naroki 1 az 5.

7. Rekombinantni DNA molekula pro expresi, vyznacdujici
se tim, Ze obsahuje DNA sekvenci podle kteréhokoliv z naroki -
1 aZz 5, ktera je operativné napojena k expresni kontrolni

sekvenci.

8. Rekombinantni DNA molekula podle ndroku 7,
vyznacujici se tim, Ze expresni kontrolni sekvence je
E.coli lambda-promotorovy systém, E.coli lac-systém, E.coli
B-laktamdsovy systém, E.coli trp-systém, E.coli
lipoproteinovy promotorovy systém, kvasinkova expresni
kontrolni sekvence nebo jind eukaryotickd expresni kontrolni

sekvence.

9. Heostitel, vyznacujici se tim, Ze je transformovan
alesponn jednou rekombinantni DNA molekulou podle

kteréhokoliv z naroka 6 az 8.

10. Hostitel podle naroku 9, kterym je kmen E.coli,
jind bakterie, jind kvasinka, jind houba, Zivoc¢isna nebo

lidska bunka.

11. Protein, majici s EBV-souvisejici antigenni
determinanty vhodné pro diagndézu a terapii s EBV-spojenych
chorob, vyznac¢ujici se tim, Ze je kdédovan DNA sekvenci podie

kteréhokoliv z naroku 1 azZ 5.

12. Fuzni protein, vyznadujici se tim, Ze obsahuje

protein pcdle naroku 11.



13. Nefuzni protein, vyznacujici se tim, Ze obsahuje

protein podle ndroku 11l.

14. Zpusob produkce proteinu podle kteréhokoliv
Zz nadrokl 11 az 13, vyznacujici se tim, Ze zahrnuje kultivaci
hostitele podle ndroku 9 nebo 10 za vhodnych pcdminek
v médiu, akumulaci proteinu v kultufe a jeho ziskani z ni.

15. Diagnosticka kompozice pro detekci
anti~-EBV-protildtek, vyznacujici se tim, Ze obsahuje alespon
jeden protein podle kteréhokoliv z naroku 11 az 13
v mnozstvi dostac¢ujicim k navdzani uvedenych
anti-EBV-protilatek ve vzorku.

16. ZpUsob konstrukce klonovatelné a/nebo
exprimovatelné DNA sekvence, zahrnujici stupné anelace
vhodnych oligonukleotidovych primerd k DNA sekvenci pcdle
kteréhokoliv z ndrokd 1 az 5 a provedeni polymerasove
rFetézové reakce (PCR), vyznacujici se tim, Ze primery
obsahuji na svém 5'- a 3'-konci, dalsi nehomologni sekvence,

teré predstavuji klonovaci a/nebo expresni kontrolni

sekvence.

17. Zpusob podle ndroku 16, vyznacéujici se tim, Ze
expresni kontrolni sekvence obsahuje transkripéni a/nebo
translaéni zacatek a/nebo zvétsené misto a signdly pro
ﬁkonéeni transkripce a/nebo translace nebo sekvence dulezZité

pro zpracovani kddovaného transkriptu.

18. Kit, vyznacdujici se tim, Ze obsahuje alespon jeden

protein podle kteréhokoliv z ndroku 11 aZ 13.



19. Farmaceuticky pripravek, vyznacujici se tim, Ze
obsahuje alespon jeden protein podle kteréhokoliv z narocisi

11 az 13 a farmaceuticky prijatelny nosic.

20. Vakcina, vyznadéujici se tim, Ze obsahuje protein

podle kteréhokoliv z ndroku 11 azZ 13.

21. PouzZiti proteinu podle kteréhokoliv z naroku 11 az
13 pro pripravu farmaceutického pfipravku pro profylaxi nebo
terapii s EBV-souvisejicich chorob, kde uvedenou
s EBV-souvisejici chorobou je NPC, chronickda infekéni
mononukleosa nebo s EBV-souvisejici Burkittim lymfom,
Hodgkinova choroba, nasofaryngedlni karcinom, EBV reaktivace

v souvislosti s transplantaci organu.

22. ZplUsob specifické detekce EBV infekci, vyznadujici
se tim, zZe pouéivé celé nebo fragmenty DNA sekvence podle
kteréhokoliv z ndrokd 1 aZ 5 pro detekci EBV DNA
v klinickych vzorcich pfi hybridizaci s nebo bez dalsi

amplifikace.

23. Primerovy par, ktery hybridizuje k 5' a 3' koncum
kodujici oblasti DNA sekvence podle ndroku 1 nebo 2 a jeho

komplementarni rfetézce.

Zastupuje :
Dr. Milos VsSetecka
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l PCR, 50 cycles o
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BamH! / Hindlll | )
pUR289 ‘- (01308
BamH! / Hindlll 0k epo
s |
pDS3
BamHl / Hindlil

" BamH! / Hindlll
530 bp

NlalV / Hindlll
369 bp

BspH! / Hindlll
526 bp

 pUCS - Hincll / Hindli!
DKK233-2
Ncol / Hindlll
pKK233-23K

pUC8-N23K
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