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Pfedmétem tohoto fedeni jsou oslabené RNA viry s
negativnim Fetdzcem se sniZenou schopnosti antagonizovat
bun&énou interferonovou (IFN) odpovéd’, a pouZiti té&chto
oslabenych virQi ve vakcing a farmaceutickych prostfedcich.
Resgeni se také tyka vyvoje a pouZiti IFN-deficientnich
systémii pro selekci t&chto oslabenych vird. Reseni se zvl4sts
tyka oslabenych virl chiipky s modifikacemi genu NS1, které
zmenduji nebo odstratiuji schopnost produktu genu NS1
antagonizovat bun&énou odpovéd’ IFN. Mutantni viry se
replikuji in vivo, ale vykazuji sniZzenou patogenicitu, a proto
jsou vhodné pro Zivé virové vakciny a farmaceutické
prostiedky.




Vakcina

Oblast techniky

Ptedkladany vynalez se obecné tykd oslabenych RNA virQ
s negativnim fetézcem s oslabenou schopnosti antagonizovat odpovéd
buné&éného interferonu (IFN) a pouziti téchto oslabenych vird ve
vakciné a farmaceutickych prostiedcich. Vynalez se také tyka vyvoje a
pouZiti IFN-deficientnich systéml pro selekci, identifikaci a mnozeni

takovych oslabenych virQ.

V jednom konkrétnim provedeni se vynalez tyka oslabenych virl
chiipky s modifikacemi genu NS1, které zmenS$uji nebo odstrafuji
schopnost produktu genu NS1 antagonizovat bun&&nou odpovéd IFN.
Mutantni viry se replikuji in vivo, ale vykazuji sniZzenou patogenicitu,
a proto jsou vhodné pro pouZziti ve vakcinach a farmaceutickych

prostifedcich na bazi Zivych vir(.

Dosavadni stav techniky

1. Virus chfipky

Ttidy virh obsahujici jednofetézcovou RNA genomu s
negativnim fetézcem se klasifikuji do skupin s nesegmentovanymi
genomy (Paramyxoviridae, Rhabdoviridae, Filoviridae a virus Bornskeé
nemoci, Borna Disease Virus) nebo do skupin se segmentovanymi
genomy (Orthomyxoviridae, Bunyaviridae a Arenaviridae). Tfida
Orthomyxoviridae  popisovana podrobnéji nize a pouzivana
v pfiloZzenych pfikladech zahrnuje viry chfipky typ( A, B a C stejné jako
viry Thogoto a Dhori, a virus lososi anémie.

Viriony chiipky se skladaji z vnitfniho ribonukleoproteinového

jadra (Sroubovicova nukleokapsida) obsahujiciho genom
jednofetézcové RNA, a vnéjsi lipoproteinové obalky, ktera je uvnitf




.
L ] L
- 2000 LR ] s e0ce L X 4

opatfena proteinem matrice (M1). Segmentovany genom viru chfipky A
se sklddad z osmi molekul (v pripadé chfipky typu C ze sedmi)
linearnich jednofetézcovych RNA s negativni polaritou, které koduji
deset polypeptidll véetné: proteind RNA-dependentni RNA polymerazy
(PB2, PB1 a PA) a nukleoproteinu (NP), ktery tvoii nukleokapsidu;
membranovych proteini matrice (MI, M2); dvou povrchovych
glykoproteintl, které vybihaji z obalky obsahujici lipidy: hemaglutininu
(HA) a neuraminidazy (NA); nestrukturniho proteinu (NS1) a proteinu
exportu jadra (NEP). Transkripce a replikace genomu probiha v jadie a
usporadani probiha pu¢enim na plasmatické membrané. U virl maze v

prib&hu smisenych infekci dochazet k pfeuspofadani gend.

Virus chfipky se adsorbuje prostfednictvim HA na
sialyloligosacharidy v glykoproteinech a glykolipidech bunécne
membrany. Po endocytdéze virionu dojde ke konformalni zméné
v molekule HA uvnitf bun&éného endosomu, coZz umozni
membranovou fizi a tim zahajeni odstrafiovani obalu. Nukleokapsida
migruje do jadra, kde se pfepisuje virovd mRNA. Virova mRNA se
pfepisuje jedineénym mechanismem, pfi kterém virova endonukleaza
odstépuje 5'-konec z bunéénych heterolognich mRNA, které potom
slouzi jako primery pro transkripci templati virové RNA virovou
transkriptazou. Transkripty konéi v mistech vzdalenych 15 az 22 bazi
od koncl svych templatl, kde sekvence oligo (U) pusobi jako signaly
pro pfidani Gsekl poly (A). Z osmi takto vytvofenych molekul virove
RNA je &est monocystronni ,zpravy* (messages), ktere jsou
pfekladany pfimo do proteind HA, NA, NP, a proteind virove
polymerazy PB2, PB1 a PA. Dva dal$i transkripty podléhaji sestfihu
(splicing), pfitemz vznikaji dvé mRNA, které jsou prekladany v
odli§nych &tecich ramcich za vytvofeni M1, M2, NS1 a NEP. Jinymi
slovy, osm segemtn(l virové RNA koéduje deset proteinl. Devét
strukturnich a jeden nestrukturni. Souhrn genl chfipky a jejich

proteinovych produktl je ukazan v tabulce 1 nize.




Tabulka 1

Useky genomické RNA viru chfipky a kodované polypeptidy®

Usek Délkap Koédovany Délka Molekuly Poznédmka
(nukleotidy) polypeptidc (aminokyseliny)s na virion

1 2341 PB2 759 30-60 slozka RNA transkriptazy;
vazba na Cepicku RNA
hostitelské buriky

2 2341 PB1 757 30-60 sloZzka RNA transkriptazy;
iniciace transkripce

3 2233 PA 716 30-60 sloZka RNA transkriptazy

4 1778 HA 566 500 hemaglutinin; trimer;
glykoprotein obalu;
zprostiedkuje pfichyceni na
burnky

5 1565 NP 498 1000 nukleoprotein; asociovany
s RNA; strukturni slozka
RNA transkriptazy

6 1413 NA 454 100 neuraminidaza; tetramer,;
glykoprotein obalu

7 1027 M1 252 3000 protein matrice; tvofi
vnitfek obalu

M2 96 ? strukturni protein
plasmatické membrany;
roz8tépenda mRNA

8 890 NS 230 nestrukturni protein; funkce
neznama
NEP 121 ? protein exportu z jadra;

roz$tépena mRNA

a upraveno z publikace R. A. Lamb a P. W. Choppin (1983),
Annual Review of Biochemistry, dil 52, 467 - 506.

b pro kmen A/PR/8/34

c stanoveno biochemickymi a genetickymi metodami




d uréeno analyzou nukleotidové sekvence a sekvenace proteint

Genom viru chfipky typu A obsahuje osm segment(
jednofetézcové RNA s negativni polaritou kédujicich jeden
nestrukturni a devét strukturnich proteinli. Nestrukturni protein NS1 je
pfitomen v nadbytku v bunikach infikovanych virem chfipky, ale nebyl
detekovan ve virionech. NS1 je fosfoprotein, ktery se nachazi v jadie
v 8asné fazi infekce a v pozdéjSich fazich virového cyklu take
v cytoplasmé (King a dal$i, 1975, Virology 64: 378). Studie mutant(
viru chfipky citlivych na teplotu (ts) nesoucich poskozeni genu NS
ukazuji na to, Ze protein NS1 je transkripéni a posttranskripCni
regulator mechanism kterymi je virus schopen inhibovat expresi gend
hostitelské bufiky a stimulovat syntézu virovych protein(. Podobné
jako mnoho dal$ich proteind, které fidi posttranskripéni procesy,
interaguje protein NS1 se specifickymi sekvencemi a strukturami RNA.
Uvadi se, Ze protein NS1 se vaZze na rizné druhy RNA, véetné: VRNA,
poly-A, U6 snRNA, 5’ nepfekladané oblasti virovych mRNA a dsRNA
(Qiu a dalsi, 1995, RNA 1: 304; Qiu a dal3i, 1994, J. Virol. 68: 2425;
Hatada Fukuda 1992, J. Gen. Virol. 73: 3325 - 9). Exprese proteinu
NS1 z cDNA ve transfekovanych burfikach byla spojovana s nékolika
efekty: inhibici nukleocytoplasmatického transportu mRNA, inhibici
8tépeni pre-mRNA, inhibici polyadenylace hostitelské mRNA
a stimulaci translace virové mRNA (Fortes, a dal8i, 1994, EMBO J. 13:
704; Enami, a dal$i, 1994, J. Virol. 68: 1432; de la Luna, a dalSi,
1995, J. Virol. 69: 2427; Lu, a dalsi, 1994, Genes Dev. 8: 1817, Park,
a dal8i, 1995, J. Biol. Chem. 270, 28433; Nemeroff, a dalsi, 1998, Mol.
Cell. 1: 1991; Chen, a dalsi, 1994, EMBO J. 18: 2273 - 83).

2. Oslabené viry

Inaktivované virové vakciny se vyrabé&ji ,usmrcenim” virového

patogenu, napfiklad teplem nebo plsobenim formaldehydu, takze jiz




neni schopen replikace. Inaktivované vakciny maji omezenou
pouZitelnost, protoze neposkytuji dlouhodobou imunitu, a proto
poskytuji pouze omezenou ochranu. Alternativni pfistup k vyrobé
virovych vakcin zahrnuje pouZiti oslabenych Zivych virovych vakecin.
Oslabené viry jsou schopné replikace, ale nejsou patogenni, a proto
poskytuji dlouhotrvajici imunitu s dosazenim vy38i ochrany. BéZné
metody pro vyrobu oslabenych vird v8ak zahrnuji nahodnou izolaci
mutant(l hostitelského kmene, z nichZz mnohé jsou citlivé na teplotu;
napfiklad virus se pasazuje na nepfirozenych hostitelich, a provede se
selekce potomstva virl, pfiCemz se vybiraji kmeny, které jsou

imunogenni, ale ne patogenni.

Bé&zny substrat pro izolaci a mnozeni virt chfipky pro ucely
vakcin jsou vejce s kufecimi embryi. Viry chfipky se typicky péstuji 2
az 4 dny pii 37 °C ve vejcich stafi 10 az 11 dnd. Ackoli vétina
lidskych primarnich izolatl virG chfipky typu A a B roste lépe
v amniotickém vaku embrya, po dvou az tfech pasazich se viry
pfizplisobi ristu v burnkach alantoické dutiny, ktera je dostupna
z vnéjsku vejce (Murphy, B. R., a R. G. Webster, 1996,
Orthomyxoviruses, str. 1397 - 1445, ve Fields Virology, Lippincott-
Raven P. A.)

Technologie rekombinantni DNA a genetického inzenyrstvi by
teoreticky mohly poskytnout lepsi zplsob vyroby oslabenych vird,
protoZze specifické mutace by mohly byt libovolné vpravovany do
virového genomu. Genetické zmény poZadované pro oslabeni virQ
vS8ak dosud nejsou znamé nebo pfedpovéditelné. Obecné& byly pokusy
o pouziti technologie rekombinantni DNA pro vytvofeni virovych vakcin
ponejvice zaméfeny na produkci podjednotkovych vakcin, které
obsahuji pouze proteinové podjednotky patogenu, které se ucCastni
imunitni odpovédi, exprimované v rekombinantnich virovych vektorech,
jako je virus vakcinie nebo bakulovirus. V posledni dobé& byly techniky
rekombinantni DNA pouzity pfi pokusu o vyrobu deleénich mutant
herpetického viru nebo poliovirli, které napodobuji oslabené viry
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nalézané v pfirodé, nebo znamé mutanty z oblasti hostitele. Do roku
1990 nebylo moZno provadét u RNA virl s negativnimi fetézci mistne
specifické manipulace vibec a tyto typy virG tedy nemohly byt

upravovany metodami genetického inZenyrstvi.

Dosud vyrobené oslabené Zivé viry chfipky nemusi byt schopné
potladit odpovéd interferonu u hostitele, ve kterém se replikuji.
PfestoZze maji tedy tyto viry prospésSné vlastnosti z hlediska
imunogenicity a nepatogenicity, je obtiZné jejich pomnoZeni v béznych

substratech pro Gcely vyroby vakcin.

Navic mohou mit oslabené viry vlastnosti z hlediska virulence,
kterd je tak mirna, Ze neumoznuje vytvofit hostiteli dostate¢nou

imunitni odpovéd, ktera by vyhovéla nasledujicim podanim.

Podstata vynalezu

Ptedkladany vynalez se tyka oslabenych vird s negativnimi
fetézci, které maji snizenou schopnost antagonizovat bunécnou
odpovéd IFN, a pouZiti téchto virl ve vakciné a ve farmaceutickych
prostiedcich. Mutantni viry se sniZzenou antagonistickou aktivitou IFN
jsou oslabené, tj. jsou infekéni, mohou se replikovat in_vivo za
poskytnuti subklinickych hladin infekce, a nejsou patogenni. Proto jsou
idealnimi kandidaty na vakciny zalozené na Zivych virech. Navic
mohou oslabené viry indukovat silnou odpovéd IFN, ktera ma in vivo
dal8i biologické duUsledky, poskytnout ochranu proti naslednym
infek&nim onemocnénim a/nebo indukovat antitumorové odpovédi.
Proto mohou byt oslabené viry vyuzity farmaceuticky pro prevenci
nebo l&&eni jinych infekénich onemocnéni, rakoviny u jedinch
s vysokym rizikem a/nebo onemocnéni |é&itelnych IFN.

RNA viry s negativnim fetézcem pouzivané podle pfedkladaného

vynalezu zahrnuji jak segmentované, tak i nesegmentovane viry;

vyhodna provedeni zahrnuji bez omezeni virus chfipky, respiracni
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syncytialni virus (RSV), virus Newcastleského onemocnéni (NDV),
virus vesikularni stomatitidy (VSV), a virus parainfluenzy (PIV). Viry
pouZivané v ramci vynalezu mohou byt zvoleny z kmenu vyskytujicich
se v pfirod&, jejich variant nebo mutantl; mutagenizovanych virl
(napfiklad  vytvofenych  vystavenim  mutagennimu  pUsobeni,
opakovanym pasazovanim a/nebo pasazovanim v nepermisivnich
hostitelich); pfeuspofadanych virG (reassortants) (v pfipade
segmentovanych virovych genoml); a/nebo virl upravenych
genetickym inZenyrstvim (napfiklad pouZitim reverzné genetickych
technik) s pozadovanym fenotypem, tj. snizenou schopnosti
antagonizovat buné&énou odpovéd IFN. Mutant nebo virus piipraveny
metodami genetického inZenyrstvi mize byt selektovan na zakladé
odli§ného rustu v IFN-deficientnich systémech proti IFN-kompetentnim
systémim. Napiiklad je mozZno vybrat viry, které rostou v [FN-
deficientnim systému, ale nerostou v IFN-kompetentnim systému

(nebo které rostou v IFN-kompetentnim systému méné).

Takto vybrané oslabené viry mohou byt samy o sobé& pouzity
jako uginna slozka vakciny nebo farmaceutickych prostfedkd.
Alternativné mohou byt oslabené viry pouzity jako vektor nebo ,kostra®
rekombinantné vyrabé&nych vakcin. Z tohoto hlediska mohou byt
pouzity technologie ,reverzni genetiky* pro ziskani mutaci nebo
zavedeni cizich epitopli do oslabeného viru, ktery by slouZil jako
,;odiGovsky" kmen. Timto zpisobem je moZno navrhnout vakciny pro
imunizaci proti variantdm kmen( nebo alternativné proti zcela odliSnym
infek&nim g&initelim, nebo antigenim onemocnéni. Napfiklad oslabeny
virus miize byt upraven metodami genetického inZenyrstvi tak, aby
exprimoval neutralizaéni epitopy jinych vybranych kmend. Alternativné
mohou byt do oslabeného mutantniho viru vestavény epitopy nebo viry
jiné nez RNA viry s negativnim fetézcem (napfiklad gp160, gp120
nebo gp41 HIV). Alternativné je moZno také do vird zabudovat
metodami genetického inZenyrstvi epitopy nevirovych infekEnich

patogenil (napfiklad parazitl, bakterii nebo hub). V jesté dalsi
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alternativé mohou byt vyrobeny vakciny proti rakoviné, napfiklad
vlozenim tumorovych antigent do kostry oslabeného viru metodami

genetického inZenyrstvi.

V  konkrétnim provedeni tykajicim se viru RNA se
segmentovanymi genomy mohou byt pouzity pro pfenos oslabeného
fenotypu z rodiovského viru se segmentovanou RNA (pfirozeny
mutant, mutagenizovany virus nebo virus ziskany metodou
genetického inzenyrstvi) na odliSny kmen viru (standardni typ viru,
pfirodni mutant, mutagenizovany virus nebo virus ziskany metodou

genetického inZenyrstvi) techniky pfeuspofadani (reassortment).

Oslabené viry, které indukuji silné odpovédi IFN u hostiteld,
mohou byt také pouzZity ve farmaceutickych prostfedcich pro prevenci
nebo 1é€eni jinych virovych infekci nebo onemocnéni [éGitelnych IFN,
jako je rakovina. V tomto smyslu muze byt tropismus oslabeného viru
zménén tak, aby zacilil virus na pozadovany cilovy organ, tkan nebo
buriky in_vivo nebo ex vivo. S pouzitim tohoto pfistupu mulze byt
odpovéd IFN indukovana lokalné, v cilovém misté, a tim je mozno
zabranit nebo minimalizovat vedlej$i u€inky systémovych lééeni IFN.
Z tohoto hlediska mulze byt oslabeny virus upraven metodami
genetického inzenyrstvi tak, aby exprimoval ligand specificky pro

receptor cilového organu, tkané nebo bunék.

Vynalez je z Casti zalozen na objevu pfihlasovatelli, Ze NS1
standardniho typu viru chfipky funguje jako antagonista IFN tim, ze
NS1 inhibuje odpovéd hostitelskych bunék infikovény'/ch virem
zprostiedkovanou IFN. Bylo zjisténo, Ze mutanty virG s chybéjici
aktivitou NS1 jsou silnymi induktory buné&éné odpovédi IFN, a bylo

ukazano, Zze maji in vivo oslabeny fenotyp; tj. mutantni viry se replikuji

in_vivo, ale maji snizené patogenni G&inky. | kdyZ si autofi nepfeji byt
vazani jakoukoli teorii nebo vysvétlenim zplsobu, jakym vynalez
pracuje, oslabené vlastnosti virll podle vynalezu jsou pravdépodobné

zpusobeny jejich schopnosti indukovat silnou buné&&nou odpovéd IFN
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a jejich zmensenou schopnosti antagonizovat odpovéd IFN hostitele.
Prospésné vlastnosti oslabenych vird podle pfedkladaného vynalezu
v8ak nemohou byt pfipisovany vyluéné G&inkim na bunéénou
interferonovou odpovéd. K pozadovanému oslabenému fenotypu

mohou ov8em piispivat zmény v dalSich aktivitach spojenych s NS1.

Mutantni viry chfipky s oslabenou antagonistickou aktivitou IFN

se podle zjisténi replikuji in_vivo za vytvofeni titrG, které jsou

dostateéné pro indukci imunologickych a cytokinovych odpovédi.
Napfiklad vakcinace oslabenym virem chfipky sniZila titr viru u zvifat,
kterym byl nasledné zkuSebné& podan virus chfipky standardniho typu.
Ukazalo se, Ze oslabené viry chfipky maji také antivirové a
antitumorové Gc¢inky. Predchozi infekce oslabenym virem chfipky
inhibovala replikaci jinych kmenu viru chfipky standardniho typu
a jinych vird (jako virus Sendai), kterymi byla embrya ve vejcich
infikovana. Inokulace oslabeného viru chfipky u zvifat, jimZ byly
vstiiknuty tumorové buriky, snizila po€et vytvofenych ohnisek. Protoze
je znamo, Ze virus chfipky indukuje odpovéd CTL (cytotoxickych T-
lymfocytll), oslabeny virus je velmi pfitaZzlivym kandidatem na vakciny

proti rakoviné.

Mutace, které zmens$i, ale neodstrani antagonistickou aktivitu
IFN viru jsou vyhodné pro tvofeni vakcin - takové viry mohou byt
selektovany na rast jak v konvenénich, tak i nekonvencnich
substratech, a na virulenci stfedni sily. PfihlaSovatelé zvlasté ukazali,
Ze mutant NS1 se zkracenym C-koncem se replikuje na vysoké titry
v substratech deficientnich na IFN, jako jsou 6- a 7-denni Kkufeci
embrya, stejné jako v alantoické membrané desetidennich kufecich
embryi, coZ je b&zny substrat pro virus chfipky, ktery nedovoli rist
mutantd viru chfipky, ve kterych doslo k deleci celého genu NS1 (dale
oznadované jako ztratové (knockout) mutanty). Replikace mutantu
s NS1-C-koncovym zkracenim je v8ak zmen3ena u dvanactidennich
kufecich embryi. Tento pfistup umoZiiuje poprvé vytvofit a identifikovat

Zivé oslabené RNA viry s negativnim fetézcem, které maji zmenénou,




LR ) oe LR J L X ] e

(A X R X X4

(L X 2 J
[ XXX J
LR X
.
L]
(XX X1
(XX X ]

- 10:-:. ..: ) e .:.. e

ale nikoli odstranénou antagonistickou aktivitu IFN, a které jsou
schopné rlst v substratech vhodnych pro pfipravu vakcin. Tento
pfistup také poprvé umoziuje ziskat u€inny selekéni identifikaéni
systém pro chfipku nebo jiné viry, které obsahuji mutace poskytujici

zménénou, ale nikoli odstranénou antagonistickou aktivitu interferonu.

Vynalez se také tyka pouziti IFN-deficientnich systémid pro
propagaci oslabenych vir(, které nemohou rlst v béZnych systémech,
které se v soucCasnosti pouzivaji pro vyrobu vakcin. Termin ,IFN-
deficientni systémy", jak se zde pouziva, oznaduje systémy, napfiklad
bunky, buné&né linie a Zivolichy, jako jsou mysSi, kufata, krocani,
kralici, krysy apod., které neprodukuji IFN nebo produkuji nizké
hladiny IFN, neodpovidaji na IFN nebo na né& odpovidaji méné
efektivng, a/nebo jsou deficientni na aktivitu antivirovych genl
indukovanych IFN. Z tohoto hlediska pfihlaSovatelé identifikovali nebo
navrhli celou fadu IFN-deficientnich systém(, které mohou byt pouzity,
véetné bez omezeni mladych kufecich embryi, [IFN-deficientnich
bunéénych linii (jako jsou burfiky VERO nebo buné&éné linie ziskané
metodami genetického inzenyrstvi, jako jsou ztratové mutanty STAT1).
Alternativné mohou byt kufeci embrya nebo bunééné linie pfedem
zpracovany slou€eninami, které inhibuji systém IFN (v€etné I|éCiv,
protilatek, antisense retézcd, ribozymu atd.).

V dal§im provedeni se zahrnuje pouziti vajec deficientnich na
systém IFN, napfiklad vajec produkovanych STAT1-negativnimi ptaky,
zvlasté dribezi, véetné bez omezeni transgennich kufat, kachen nebo

krocanu.

Piehled obrazki na vykresech

Obr. 1. Virus deINS1 inhibuje replikaci viru chfipky viru a ve
vejcich. Desetidenni kufeci embrya byla o¢kovana uvedenymi pfu viru

deINS1. O osm hodin pozdé&ji byla vejce infikovana 10° pfu viru WSN.
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Po dvou dnech inkubace pfi 37 °C byla oddélena alantoicka kapalina
a testem tvorby plakl na bufikach MDBK byly zjistény titry viru WSN.

Vysledky jsou primérné hodnoty ze dvou vajec.

Obr. 2. Indukce antivirové odpovédi u kufecich embryi virem
deINS1. Desetidenni kufeci embrya byla o€kovana PBS (neo$etiena
kontrola) nebo 2 x 10* pfu viru deINS1 (oSetfeno deINS1). O osm
hodin pozdéji byla vejce infikovana 10° pfu viru chfipky A/WSN/33
(H1N1), viru chfipky A/PR8/34 (H+N1), viru chfipky A/X-31 (H3N2),
viru chfipky B/Lee/40 nebo viru Sendai. Po dvou dnech inkubace byla
alantoicka kapalina sklizena a testem hemaglutinace byly zjistény titry

virG. Vysledky jsou primérné hodnoty ze dvou vajec.

Obr. 3. Buniky CV1 byly transfekovany plasmidem exprimujicim
IRF-3 fuzovany se zelené fluoreskujicim proteinem (green fluorescent
protein, GFP). To umoznilo zjisténi lokalizace IRF-3 uvnitf bunék
fluorescenéni mikroskopii. V nékterych pfipadech byl expresni plasmid
NS1 kotransfekovan v uvedenych pomérech expresnim plasmidem
IRF-3. Buniky 24 hod po transfekci byly infikovany pfi vysokém moi
PR8 (WT) nebo virem deINS1, jak je oznaéeno. Deset hodin po infekci
byly burniky analyzovany ve fluorescennim mikroskopu na lokalizaci
IRF-3 GFP. Je ukazano procento bunék vykazujicich vyluéné
cytoplasmatickou lokalizaci (CYT) a jak cytoplasmatickou, tak
i jadernou lokalizaci IRF-3 (Nuc+Cyt).

Podrobny popis vynalezu

Ptedkladany vynalez se tyka vytvareni, selekce a identifikace
oslabenych RNA virll s negativnim fetézcem, které maji snizenou
schopnost antagonizovat buné&nou odpovéd IFN, a pouZiti t&chto virl

ve vakciné a farmaceutickych prostiedcich.

Tyto viry mohou mit segmentované nebo nesegmentované

genomy a mohou byt zvoleny z kmeni vyskytujicich se v pfirode,




variant nebo mutantd; mutagenizovanych virl (ziskanych napfiklad
expozici Uv  zafeni, mutagenim a/nebo pasazovanim);
pfeuspofadanych virQ (v pfipadé virl se segmentovanymi genomy);
a/nebo virll ziskanych metodami genetického inZenyrstvi. Mutantni viry
mohou byt napfiklad vytvareny pfirodni variaci, vystavenim UV zafeni,
expozici chemickym mutageniim, pasaZovanim v nepermisivnich
hostitelich, pfeuspofadanim (tj. soubé&znou infekci oslabeného
segmentovaného viru dal§im kmenem s poZadovanymi antigeny)
a/nebo metodami genetického inZenyrstvi (napfiklad pouzitim
reverzné genetickych“ zplsob(ll). Viry vybrané pro pouziti v ramci
pfedkladaného vynalezu maji defektni IFN-antagonistickou aktivitu

a jsou oslabené; jsou tedy infekéni a mohou se replikovat in vivo, ale

tvofi pouze nizké titry, coz vede k subklinickym hladinam infekce,
které jsou nepatogenni. Tyto oslabené viry jsou idealnimi kandidaty na
Zivé vakciny. Ve vyhodném provedeni by meély byt oslabené viry
vybrané pro pouziti v ramci pfedkldadaného vynalezu schopné
indukovat silnou odpovéd IFN hostiteli, coz je vlastnost, ktera pfispiva
k vytvofeni silné imunitni odpovédi pfi pouziti vakciny, a coz ma dalsi
biologické dusledky, které zplsobuji uZitenost viru jako
farmaceutického prostfedku pro prevenci a/nebo |é&eni jinych virovych
infekci nebo tvorby tumorQ u jedincd s vysokym rizikem, nebo dal$ich

onemocnéni, ktera se |é¢&i IFN.

Vynalez je z &asti zaloZen na celé Ffadé objevl a pozorovani
udinénych pfihlagovateli pfi praci s mutanty viru chiipky. Tyto principy
v8ak mohou byt analogicky aplikovany a extrapolovany na jiné
segmentované a nesegmentované RNA viry s negativnimi Fetézci,
véetn& bez omezeni paramyxovirli (virus Sendai, virus parainfluenzy,
virus pfiudnic, virus Newcastleské nemoci), morbilivirl (virus
spalni¢ek, virus psinky a virus dobytéiho moru); pneumovird
(respiraéni syncytialni virus a bovinni respiraéni virus); a rhabdovir(

(virus vezikularni stomatitidy a virus vztekliny).




o0 s LR e LA
.

.

. e
L
L

(A XX J
LE X R J
(XX X ]

-

.
LN N 3
[ X2 X J

doseae

- 13:.. e LR J .:.. oo

IFN odpovéd je za prvé dllezita pro potladeni virové infekce in
vivo. Pfihlasovatelé zjistili, zZe rdst viru chfipky standardniho typu
A/WSN/33 v IFN-deficientnich mysich (mys$i STAT1-/-) vedl k infekci
vdech organu; tj. virova infekce nebyla omezena na plice, jak je tomu
u standardnich mysi, které vytvareji odpovéd IFN (Garcia-Sastre, a
dal§i, 1998, J. Virol. 72: 8550, zafazeno odkazem jako celek). Za
druhé, prihlasovatelé zjistili, Zze NS1 viru chfipky funguje jako
antagonista IFN. Pfihlasovatelé objevili, Ze mutant viru chfipky
s deletovanym celym genem NS1 (ij. ,NS1 ztratovy“) nebyl schopen
rist do vysokych titrG v IFN-kompetentnich hostitelskych burikach,
a mohl byt propagovan pouze v IFN-deficientnich hostitelskych
bufikach. NS1-ztratovy virus vykazoval oslabeny fenotyp (tj. byl letalni
u IFN-deficientni mysi STAT1-/-, ale nikoli u mysi standardniho typu)
a bylo zji§téno, Ze je silnym induktorem odpovédi IFN v hostitelskych
butikach (Garcia-Sastre, a dal$i, 1998, Virology 252: 324 - 330, ktery
se zafazuje ve svém celku odkazem). Pfedinfekce s NS1-ztratovym
mutantnim virem sniZila titry chfipky standardniho typu a jinych virQ
(napf. Sendai), kterymi byla embrya navic infikovana. V dalSim
experimentu sniZila infekce NS1-ztratovym mutantem viru chfipky
tvorbu ohnisek u zvifat, kterym byly nao¢kovany tumorové buriky. NS1-
ztratovy virus chfipky tedy ukazal zajimavé biologické vlastnosti. NS1-
ztratové mutantni viry v8ak nemohly byt pomnoZovany v béZnych
systémech pro vyrobu vakcin. Aby bylo moZno pfedejit tomuto
problému pfihlasovatelé pouzili a vyvinuli IFN-deficientni systémy,

které umoziuji produkci oslabeného viru s rozumnymi vytézky.

Navic pfihlasovatelé navrhli deleéni mutanty NS1, u kterych
nechybi cely gen. Piekvapivé bylo zjist€no, Ze tyto mutanty NS1 maji
fenotyp ,meziproduktu” - virus je mozno péstovat v béZnych hostitelich
pouZivanych pro pomnoZovani viru chfipky (i kdyZ rust je lepsi v IFN-
deficientnich systémech, kde se dosahuje vyS8ich titrd). Co je

vvvvvv

odpovéd IFN. Vakcinace NS1-zkracenymi mutanty viru chfipky vedla
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k nizkym titrGm viru u zvifat, kterym byl potom zkuSebné& podan virus

standardniho typu, a poskytovala ochranu proti onemocnéni.

Pfedkladany vynalez se také tyka substratd navrZzenych pro
izolaci, identifikaci a rast virG pro Géely vakcin. Popisuji se zvlasté
substraty deficientni na interferon pro G¢inné péstovani mutantl viru
chfipky. Podle predkladaného vynalezu je substrat deficientni na
interferon takovy substrat, ktery ma nedostateénou schopnost
produkovat interferon, nebo na né& odpovidat. Substrat podle
pfedkladaného vynalezu mize byt pouZit pro rist jakychkoli virQ, ktere
mohou vyZadovat ristové prostfedi deficientni na interferon. Tyto viry
mohou bez omezeni zahrnovat paramyxoviry (virus Sendai, virus
parainfluenzy, virus pfiusnic, virus Newcastleské nemoci), morbiliviry
(virus spalni¢ek, virus psinky a virus dobytéiho moru); pneumoviry
(respiraéni syncytialni virus a bovinni respiraéni virus); a rhabdoviry

(virus vezikularni stomatitidy a virus vztekliny).

Vynalez se tako tyka pouziti oslabeného viru podle vynalezu ve
vakcinach a farmaceutickych prostfedcich pro viry nebo zvirata.
Oslabené viry mohou byt zvlasté pouZzity jako vakciny proti Sirokému
spektru virll a/nebo antigend, véetné bez omezeni antigent variant
kmen@, odli§nych vird nebo jinych infekénich patogent (napfiklad
bakterii, parazitd a hub) nebo antigend specifickych proti tumorim.
V dal§im provedeni mohou byt oslabené viry, které inhibuji virovou
replikaci a tvorbu tumordl pouzity pro prevenci nebo IéCeni infekce
(virovymi nebo nevirovymi patogeny) nebo tvorby tumorid nebo léeni
onemocnéni, pro které interferon pfinasi terapeuticky prospéch. Pro
zavadéni prostfedkll s obsahem Zivého oslabeného viru do Clovéka
nebo zvifete, u kterych ma dojit k indukci imunitni nebo pfislusné
cytokinové odpovédi, mlzZe byt pouzito riznych metod. Sem patfi bez
omezeni intranazalni, intratrachealni, oralni, intradermalni,
intramuskularni, intraperitonealni, intravendzni a subkutanni cesty
podavani. Ve vyhodném provedeni se oslabené viry podie

pfedkladaného vynalezu formuluji pro intranazaini podavani.
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Tvorba mutantli se zménénou antagonistickou aktivitou viéi IFN

Podle pfedkladaného vynalezu muzZe byt selektovan a pouzit
jakykoli mutantni virus nebo kmen, ktery ma sniZenou antagonistickou
aktivitu va&i IFN. V jednom provedeni je mozno provést selekci
v pfirodé se vyskytujicich mutantl nebo variant nebo spontannich
mutant, které maji sniZzenou schopnost antagonizovat bunécnou
odpovéd IFN. V dal§im provedeni je mozno vytvafet mutantni viry
vystavenim viru plsobeni mutagen(, jako je ultrafialové zafeni nebo
chemické mutageny, nebo vicenasobnym pasaZovanim a/nebo
pasazovanim v nepermisivnich hostitelich. Pro selekci na mutanty
s omezenou |FN-antagonistickou funkci mlze byt pouZit screening
v diferencialnim ristovém systému. V pfipadé virl se segmentovanymi
genomy muizZe byt oslabeny fenotyp pfeveden do jiného kmene
s pozadovanym antigenem pfeuspofadani, tj. spoleCnou infekci
oslabeného viru a poZadovaného kmene, a selekci na pfeuspofadané

varianty vykazujici oba fenotypy.

V daldim provedeni mohou byt mutace zavedeny do RNA viru
s negativnim Fet&zcem jako je chfipka, RSV, NDV, VSV a PIV,
metodami genetického inZenyrstvi s pouZitim pfistupu ,reverzni
genetiky*. Timto zplsobem je mozné zavést do vakcinacnich kmenu
pfirodni nebo jiné mutace, které kmenu propajCuji oslabeny fenotyp.
Metodami genetického inZenyrstvi je napfiklad mozné ziskat delece,
inzerce nebo substituce kdédujici oblasti genu odpovédného za IFN-
antagonistické aktivity (jako je NS1 chfipky). Jsou mozné také delece,
substituce nebo inzerce v nekddujici oblasti genu, odpovédného za
IFN-antagonistickou aktivitu. Metodami genetického inZenyrstvi mohou
také byt ziskany mutace signalti odpovédnych za transkripci, replikaci,
polyadenylaci a/nebo sbalovani genu odpovédného za IFN-
antagonistickou aktivitu. Napfiklad v pfipadé chfipky mohou takové

modifikace bez omezeni zahrnovat: substituci nekédujicich oblaasti
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genu viru chiipky typu A nekddujicimi oblastmi genu viru chfipky typu
B (Muster, a dal$i, 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88: 5177),
zamény parld bazi v nekodujicich oblastech genu viru chfipky (Fodor, a
dalsi, 1998, J. Virol. 72: 6283), mutace v promotorové oblasti genu
viru chfipky (Piccone, a dal$i, 1993, Virus Res. 28: 99; Li, a dalsi,
1992, J. Virol. 66: 4331), substituce a delece v Fadé& uridinovych
zbytkll na 5'-konci genu viru chfipky ovliviiuji polyadenylaci (Luo, a
dalgi, 1991, J. Virol. 65: 2861; Li, a dalsi, J. Virol. 1994, 68 (2): 1245 -
9). Takové mutace, napfiklad promotoru, by mohly sniZit expresi genu
odpovédného za IFN-antagonistickou aktivitu. Mutace ve virovych
genech, které mohou regulovat expresi genu odpovédného za IFN-
antagonistickou aktivitu, spadaji také do rozsahu vird, které mohou byt
pouzity podle pfedkladaného vynalezu.

Pfedkladany vynalez se tako tyka mutaci segmentu genu NS1,
které nemusi vést ke zménéné [FN-antagonistické aktivité nebo
zmé&né&nému IFN-indukujicimu fenotypu, ale mohou vést spiSe ke
zmé&né&nym virovym funkcim a oslabenému fenotypu, napfiklad
zmé&néna inhibice exportu mRNA obsahujici poly(A) z jadra, zmeénéna
inhibice aktivace PKR sekvestraci dsRNA, zménény vliv na translaci
virové RNA a zmé&néna inhibice polyadenylace u hostitelské mRNA (viz
Krug, Textbook of Influenza, Nicholson, a dal$i. ed. 1998, 82-92, a
tam uvedené odkazy).

Techniky reverzni genetiky zahrnuji pfipravu syntetickych
rekombinantnich virovych RNA, které obsahuji nekddujici oblasti viru
RNA s negativnim fetézcem, které jsou nezbytné pro rozpoznavani
virovymi polymerazami a pro signaly sbalovani nezbytné k vytvoreni
zralého  virionu. Rekombinantni RNA  jsou  syntetizovany
z rekombinantniho templatu DNA a rekonstituovany in__vitro
purifikovanym  komplexem virové polymerdzy za  vytvofeni
rekombinantnich ribonukleoproteinl (RNP), které mohou byt pouZity
pro transfekci bunék. Uginngjsi transfekce se dosahuje, jestlize jsou

proteiny virové polymerazy pfitomny v prab&hu transkripce
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syntetickych RNA bud in vitro nebo in vivo. Syntetické rekombinantni

RNP mohou byt vneseny zpé&t do infek&nich virovych Ccastic.
Nasledujici techniky se popisuji v US patentu No. 5,166,057 udélenem
24. listopadu 1992; v US patentu No. 5,854,037 ud€leném
29. prosince 1998; v evropské zvefejnéné patentové piihlasce EP
0702085A1, zvefejnéné 20. unora 1996; v US patentové pfihlaSce No.
09/152,845; v mezinarodnich zvefejnénych patentovych pfihlaskach
PCT WO 97/12032 zvefejnéné 3. dubna 1997, WO 96/34625
zveiejnéné 7. listopadu 1996; v evropské patentove zveiejnénée
pfihla§ce EP-A780475; WO 99/02657 zvefejnéné 21. ledna 1999; WO
98/53078 zveiejnéné 26. listopadu 1998; WO 98/02530 zvefejnéné
22.ledna 1998; WO 99/15672 zvefejnéné 1. dubna 1999; WO
98/13501 zvefejnéné 2. dubna 1998; WO 97/06270 zvefejnéne
20. Gnora 1997; a EPO 780 47SA1 zveiejnéné 25. &ervna 1997,
pficemz v8echny tyto dokumenty se zafazuji jako celek odkazem.

Oslabené viry vytvofené metodami reverzni genetiky mohou byt
pouzity v popisovanych vakcinach a farmaceutickych prostifedcich.
Techniky reverzni genetiky mohou byt také pouZity pro zavedeni
dalSich mutaci metodami genetického inZenyrstvi do jinych virovych
geni dulezitych pro vyrobu vakciny - tj. do oslabeného viru mohou byt
metodami genetického inzenyrstvi zavedeny epitopy uziteénych variant
vakcinaéniho kmene. Do oslabeného fetézce mohou byt metodami
genetického inzenyrstvi také alternativné zavedeny upiné cizi epitopy
véetné antigenl odvozenych z jinych virovych nebo nevirovych
patogenli. Do oslabeného kmene mohou byt metodami genetického
inzenyrstvi zavedeny napfiklad antigeny nepfibuznych vir( jako je HIV
(gp160, gp120, gp41), antigeny parazitd (napfiklad maléarie), antigeny
bakterii nebo hub nebo tumorové antigeny. Alternativnhé mohou byt do
chimerickych oslabenych virl podle pfedkladaného vynalezu zavedeny

epitopy, které méni tropismus viru in vivo.

V odli§ném provedeni mohou byt pro ziskani oslabenych virl
s pozadovanymi epitopy v segmentovanych RNA virech pouZity




kombinace technologii reverzni genetiky a technologii pfeuspofadani.
Naptiklad oslabeny virus (vytvofeny pfirozenou selekci, mutagenezi
nebo metodami reverzni genetiky) a kmen nesouci poZadovany epitop
vakciny (vytvofeny pfirozenou selekci, mutagenezi nebo metodami
reverzni genetiky) mohou byt zavedeny spoleénou infekci do hostitele,
ktery umozfiuje pfeuspofadani segmentovanych genomd. Potom je
moZné provést selekci preuspofadanych genotypl, které maji jak

oslabeny fenotyp, tak i obsahuji poZadovany epitop.

V dal$im provedeni je mutovanym virem virus DNA (napf. virus
vakcinie, adenovirus, bakulovirus) nebo virus s pozitivhim fetézcem
RNA (napf. poliovirus). V takovych pfipadech mohou byt také pouZzity
techniky rekombinantni DNA, které jsou dobfe znamé v oboru (viz
napfiklad US patent No. 4,769,330 Paoletti, US patent No. 4,215,051

Smith, z nichz oba jsou zafazeny ve svém celku odkazem.

Metodami genetického inZenyrstvi podle pfedkladaného
vynalezu mlze byt ziskan jakykoli virus, véetné bez omezeni skupin
uvedenych v tabulce 2 nizZe.

Tabulka 2

Skupiny lidskych a zivogisnych virl

Vlastnosti viru Skupina viru

dsDNA Poxviridae

s obalem Irididoviridae
Herpesviridae

Bez obalu Adenoviridae
Papovaviridae
Hepadnaviridae

ssDNA Parvoviridae

bez obalu

dsRNA Reoviridae

bez obalu Birnaviridae

ssRNA s obalem

Togaviridae
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Genom s pozitivnim fetézcem Flaviviridae
Bez kroku DNA pfi replikaci Coronaviridae

Hepatitis C Virus

S krokem DNA pfi replikaci Retroviridae
Genom s negativnim fetézcem Paramyxoviridae
Nesegmentovany genom Rhabdoviridae
Filoviridae
Segmentovany genom Orthomyxoviridae

Bunyaviridae
Arenaviridae

Bez obalu Picornaviridae
Caliciviridae

Pouzité zkratky: ds = dvojfetézcovy; ss = jednofetézcovy, s obalem =
obsahuji vné&jsi lipidovou dvojvrstvu odvozenou z membrany
hostitelské bunky; genom s pozitivnim fetézcem = pro RNA viry,
genomy, které jsou sloZené z nukleotidovych sekvenci, které se piimo
pfekladaji na ribozomech, = pro viry DNA, genomy, které jsou sloZzené
z nukleotidovych sekvenci stejnych jako mRNA; genom s negativnim
fetézcem = genomy, které jsou sloZzené z nukleotidovych sekvenci

komplementarnich k fetézci s pozitivnim (kédujicim) fetézcem.

Ve vyhodném provedeni se pfedkladany vynalez tyka vird
chtipky ziskanych metodami genetického inZenyrstvi, ktere obsahuji
delece a/nebo zkraceni genového produktu NS1. NS1-mutanty chfipky
typu A a B jsou zvlasté vyhodné. V jednom pfistupu se zachovaji ¢asti
aminokoncové oblasti genového produktu NS1, zatimco dojde k deleci
C-koncové oblasti genového produktu NS1. Konkrétni poZadovane
mutace mohou byt ziskany vioZenim nukleové kyseliny, deleci nebo
mutaci na pfisludném kodonu. Zkracené proteiny NS1 maji zvlaste 1
az 60 aminokyselin, 1 az 70 aminokyselin, 1 az 80 aminokyselin, 1 azZ

90 aminokyselin (N-koncovd aminokyselina je oznacena jako 1),




a s vyhodou 90 aminokyselin; od 1 do 100 aminokyselin, a s vyhodou
99 aminokyselin; od 1 do 110 aminokyselin; od 1 do 120 aminokyselin;
nebo od 1 do 130 aminokyselin, a s vyhodou 124 aminokyselin

genového produktu NS1 standardniho typu.

Predkladany vynalez se tako tyka jakéhokoli viru chfipky
ziskaného metodami genetického inZenyrstvi, ve kterém byl genovy
produkt NS1 modifikovan zkracenim nebo Upravou proteinu NS1, ktery
propUjéuje mutantnim virdm nasledujici fenotypy: schopnost virt rist
do vysokych titrll v neobvyklych substratech, jako jsou $esti az
sedmidenni kufeci embrya, nebo schopnost virl indukovat
interferonovou odpovéd hostitele. V pfipadé virl chfipky typu A sem

bez omezeni patfi viry se zkracenym NS1.

Pfedkladany vynalez zahrnuje jakékoli pouziti v pfirodé se
vyskytujicich mutantnich vird chfipky typu a nebo B s oslabenym
fenotypem, stejné jako kmeny viru chfipky ziskané metodami
genetického inZenyrstvi tak, aby obsahovaly mutace odpovédné za
oslabeny fenotyp. Pro viry chfipky typu A sem bez omezeni patfi viry
s NS1 o délce 124 aminokyselin (Norton, a dalSi, 1987, Virology 156:
204 - 213, zarfazeno jako celek odkazem). Pro viry chfipky typu B sem
bez omezeni patii viry se zkracenou mutaci NS1 obsahujici 127
aminokyselin odvozenych z N-konce (B/201) (Norton, a dalSi, 1987,
Virology 156: 204 - 213, zafazeno jako celek odkazem), a viry se
zkracenou mutaci NS1 obsahujici 90 aminokyselin odvozenych z N-
konce (B/AWBY-234) (Tobita, a dal$i, 1990, Virology 174: 314 - 19,
zafazeno jako celek odkazem). Pfedkladany vynalez zahrnuje pouZiti
v pfirodé se vyskytujicich mutantnich analogh pro NS1/38, NS1/80,
NS1/124, (Egorov, a dalsi, 1998, J. Virol. 72 (8): 6437 - 41), stejné
jako v pfirodé se vyskytujici mutanty A/Turkey/ORE/71, B/201 nebo
B/AWBY-234.

Oslabeny virus chiipky muze byt metodami genetického
inZenyrstvi dale upraven tak, aby exprimoval antigeny jinych
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vakcina&nich kmen( (napfiklad pouzitim metod reverzni genetiky nebo
pfeuspofadani). Alternativné mize byt ziskdm metodou genetického
inZenyrstvi oslabeny virus chfipky pouzitim reverzni genetiky nebo
pfeusporadani s viry ziskanymi metodami genetického inZenyrstvi, pro
expresi zcela cizich epitopll, napfiklad antigent jinych infek&nich
patogenl, tumorovych antigenl nebo cilenych antigeni. ProtoZe
segment NS RNA je mezi osmi virovymi RNA nejkrat$i, je mozné, Ze
bude NS RNA tolerovat del$i inzerce heterolognich sekvenci nez jiné
virové geny. Navic segment NS RNA fidi syntézu vysokych
koncentraci proteinu v infikovanych burikach, coz mdzZe ukazovat na
to, Ze by byl idealnim segmentem pro inzerce cizich antigenl. Podle
piedkladaného vynalezu v8ak mlZe byt pro inzerci heterolognich
sekvenci pouzit jakykoli z osmi segmentl virG chfipky. Jestlize se
napfiklad pozaduje prezentace povrchového antigenu, mohou byt
pouzity segmenty kodujici strukturni proteiny, napfiklad HA nebo NA.

Selekéni systém zaloZeny na omezeni hostitele

Vynalez zahrnuje zpUsoby selekce virQ, které maji pozadovany
fenotyp, tj. virti, které maji nizkou nebo Zadnou IFN-antagonistickou
aktivitu, at uZ jsou ziskany z pfirodnich variant, spontannich variant (t;.
variant, které se vyvinou pfi pomnoZovani viru), mutagenizovanych
pfirodnich variant, preuspofadanych virl a/nebo virl ziskanych
metodami genetického inZenyrstvi. U té&chto virl je nejlepsi provést
screening testy rozdilného riastu, které porovnavaji rist v IFN-
deficientnich a v IFN-kompetentnich hostitelskych systémech. Viry,
které prokazou lepsi rist v IFN-deficientnich systémech ve srovnani
s IFN-kompetentnimi systémy se vyberou. S vyhodou se zvoli viry,
které rostou v IFN-deficientnich systémech do titri alespofi o fad

vy§8ich nez v IFN-kompetentnim systému.

Alternativné je mozno provést screening virll pouZzitim systémd

s testovanim IFN, napfiklad testovacich systému zaloZenych na




transkripci, pfi kterych se exprese reporterového genu fidi promotorem
reagujicim na IFN. Exprese reporterového genu v infikovanych
bufikach ve srovnani s neinfikovanymi burikami miize byt méfena pro
identifikaci virli, které uc¢inné indukuji odpovéd IFN, ale které jsou
neschopné antagonizovat odpovéd IFN. Ve vyhodném provedeni se
véak pouzivaji pro selekci vird s poZadovanym fenotypem testy
rozdilného rlstu, protoze pouzity hostitelsky systém (IFN-kompetentni

proti IFN-deficientnimu) vykonava pfisludny selekéni tlak.

Napfiklad rlst viru (méfeny titrem) mlZe byt porovnan v celé
fadé bunék, bunéénych linii nebo modelovych zvifecich systémech,
které exprimuji IFN a slozky odpovédi IFN proti bufikam, bunéénym
liniim nebo modelovym zvifecim systémim, které jsou deficientni na
IFN nebo sloZky odpovédi IFN. Z tohoto hlediska je mozZno porovnat
rist viru v bunéénych liniich jako jsou buriky VERO (které jsou IFN-
deficientni) proti bufkam MDCK (které jsou IFN-kompetentni).
Alternativné mohou byt IFN-deficientni buné&&né linie odvozeny a
vytvofeny ze zkfizenych zvifat, nebo mohou byt ziskany metodami
genetického inZenyrstvi tak, aby byly deficientni na systém INF (napf.
mutantni my§ STAT1-/-). Je mozno méfit rlst viru v t&chto buné&énych
liniich ve srovnani s [FN-kompetentnimi bufikami, odvozenymi
napiiklad ze zvifat standardniho typu (napfiklad my$ standardniho
typu). V dalSim provedeni je moZno upravit buné¢né linie, které jsou
IFN-kompetentni a o nichz je znamo, Ze podporuji rust viru
standardniho typu, metodami genetického inZzenyrstvi tak, aby byly
IFN-deficientni (napfiklad ztratové mutanty STAT1, IRF3, PKR, atd.).
Je moZno pouzit zplsobU propagace virl v bunéénych liniich dobfe
znamych v oboru (viz napfiklad pracovni pfiklady dale). Je mozno
porovnavat rist viru ve standardni IFN-kompetentni buné&&né linii proti
buné&é&né linii IFN-deficientni, ziskané metodami genetického
inZenyrstvi.

Mohou byt také pouZity zvifeci systémy. Napfiklad v pfipade
chfipky je moZno porovnavat rist v mladych, IFN-deficientnich




kufecich embryich, napfiklad pfiblizné Sest az pfiblizné osm dnl
starych, s rUstem ve star$ich, IFN-kompetentnich vejcich, o stafi
napfiklad deset aZ dvanact dnl. Pro tento G¢el mohou byt pouzity
techniky infekce a propagace ve vejcich znamé v oboru (napfiklad viz
pracovni pfiklady niZe). Alternativné mize byt porovnavéan rast v IFN-
deficientni my$i STAT1-/- s IFN-kompetentni my$i standardniho typu.
V jesté dalsi alternativé mlze byt porovnavan rast v IFN-deficientnich
vejcich, poskytovanych napfiklad STAT1-/- transgenni dribezi,
srastem v IFN-kompetentnich  vejcich  vytvofenych  dribezi

standardniho typu.

Pro ugely screeningu v8ak mohou byt namisto geneticky
manipulovanych systém0 pouzity pfechodné (tranzientni) IFN-
deficientni systémy. Napfiklad hostitelsky systém muze byt oSetien
slouéeninami, které inhibuji produkci IFN a/nebo sloZzky odpovédi IFN
(napfiklad lé&iva, protilatky proti IFN, protilatky proti receptoru IFN,
inhibitory PKR, molekuly a antisense ribozymy atd). Rlst viru mize byt
porovnavan v IFN-kompetentnich neo$etfenych kontrolach, a IFN-
deficientnich odetienych systémech. Napfiklad star$i vejce, ktera jsou
IFN-kompetentni, mohou byt oSetfena té&mito 1é€ivy pfed infekci viru, u
kterého se provadi screening. RUst se porovnava s ristem
dosahovanym v neo$etfenych kontrolnich vejcich stejného stafi.
Metody screeningu podle predkladaného vynalezu poskytuji
jednoduchou a snadnou metodu systematického prozkoumavani pro
identifikaci mutantnich vird se sniZzenou IFN-antagonistickou aktivitou
tim, Ze mutantni virus neni schopen rdst v prostfedich reagujicich na
IFN ve srovnani se schopnosti mutantniho viru riist v IFN-deficientnich
prostiedich. Metody screeningu podle pfedkladaného vynalezu mohou
byt také pouzity pro identifikaci mutantnich viri se zménénou, ale
nikoli oslabenou antagonistickou aktivitou, méfenim schopnosti
mutantniho viru rist jak v IFN-responsivnich, napfiklad desetidennich
embryich nebo bufikdich MDCK, a v prostfedich IFN-deficientnich,

napiiklad $esti aZz sedmidennich embryich nebo burikach Vero.




Napfiklad viry chfipky ukazujici alespofi o jeden fad nizsi titry
v desetidennich vejcich, ve srovnani s Sesti aZz sedmidennimi vejci,
jsou povazovany za ¢astecné neschopné antagonizovat odpovéd IFN,

a proto jsou pfijatelnymi kandidaty na vakcinu.

Metody selekce podle vynalezu také zahrnuji identifikaci tech
mutantnich vir, které indukuji odpovédi IFN. V souladu s metodami
selekce podle vynalezu je mozno méfit indukci odpovédi IFN
testovanim Grovni exprese IFN nebo exprese cilovych genl nebo
reporterovych genll indukovanych IFN po infekci mutantnim virem
nebo aktivaci transaktivatoru, ktery se U&astni exprese IFN a/nebo
odpovédi IFN.

V jesté dal$im provedeni selekénich systémi podle vynalezu je
mozno uréit indukci odpovédi IFN méfenim fosforylovaného stavu
slozek biochemické cesty IFN po infekci testovanym mutantnim virem,
napfiklad IRF-3, ktery je fosforylovan jako odpovéd na dvojfetézcovou
RNA. Jako odpovéd na IFN typu | jsou rychle na tyrozinech
fosforylovany Jak1 kinaza a TyK2 kinaza, podjednotky receptoru IFN,
STAT1 a STAT2. Pro uréeni, zda mutantni virus indukuje odpovédi
IFN, se tedy infikuji bunky, jako bufiky 293, testovanym mutantnim
virem a po infekci se bunky lyzuji. SloZky biosyntézy IFN, jako je
kinaza Jak1 nebo kindza TyK2, se imunoprecipituji z lyzatd infikované
bunky s pouZitim specifickych polyklonalnich sér nebo protilatek,
astav s fosforylovanym tyrozinem kindzy se uréi metodami
imunologického pfenosu s antifosfotyrosinovou protilatkou (viz napf.
Krishnan, a dal$i, 1997, Eur. J. Biochem. 247: 298 - 305). Zvy3eny
fosforylovany stav jakékoli ze slozek biosyntézy IFN po infekci
mutantnim virem by ukazoval na indukci odpovédi IFN mutantnim

virem.

V je$té dalS§im provedeni zahrnuji selek&ni systémy podle
vynalezu méfeni schopnosti vazat specifické sekvence DNA nebo

translokace transkripénich faktord indukované jako odpoved na




virovou infekci, napfiklad IRF3, STAT1, STAT2 atd. Zvlasté STAT1 a
STAT2 jsou fosforylovany a pfemistovany z cytoplasmy do jadra jako
odpovéd na IFN typu |. Schopnost vazat specifické sekvence DNA
nebo pifemistovani transkripénich faktorld je moZno méfit technikami
znamymi odbornikiim v oboru, napfiklad testem posunu elektromobility

v gelu, barvenim bunék apod.

V jesté daldim provedeni selekénich systémd podle vynéalezu je
mozno zji§tovat indukci odpovédi IFN méfenim IFN-dependentni
transkrip&ni aktivace po infekci testovanym mutantnim virem. V tomto
provedeni je mozno analyzovat expresi genQ, o kterych je znamo, ze
jsou indukovany IFN, napfiklad Mx, PKR, 2-5-oligoadenylatsyntetaza,
hlavni histokompatibilitni komplex (MHC) ftfidy |, apod. pfiCemz se
pouZivaji zplsoby znamé odbornikim v oboru, jako jsou northernovy
pfenos, westernovy pfenos, PCR atd.).

Alternativn® se metodami genetického inZenyrstvi upravi
testovaci bufiky jako jsou lidské embryonalni ledvinové bunky nebo
buriky lidského osteogenniho sarkomu tak, aby pfechodné nebo
konstituén& exprimovaly reporterové geny, jako je luciferazovy
reporterovy gen nebo reporterovy gen chloramfenikoltransferazy
(CAT), pod Fizenim prvku odpovédi stimulovaného interferonem, jako
je promotor genu 1SG-54K stimulovaného IFN (Bluyssen, a dalsi,
1994, Eur. J. Biochem. 220: 395 - 402). Buiiky se infikuji testovanym
mutantnim virem a mira exprese reporterového genu se porovnava
s expresi v neinfikovanych buiikach nebo burkach infikovanych virem
standardniho typu. Zvy$eni miry exprese reporteroveho genu po
infekci testovanym virem by naznacovalo, Ze testovany mutantni virus

indukuje odpovéd IFN.

V jesté dal$im provedeni zahrnuji selekéni systémy podie
vynalezu méFeni indukce IFN zji$ténim, zda extrakt z buiiky nebo vejce
infikovanych testovanym mutantnim virem je schopen propljcovat
ochrannou aktivitu proti virové infekci. Konkrétné&ji se skupiny
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desetidennich kufecich embryi infikuji testovanym mutantnim virem
nebo virem standardniho typu. Pfiblizné 15 aZ 20 hodin po infekci se
sklidi alantoickd kapalina a testuje se na aktivitu IFN uréenim
nejvy$siho fedéni, které se jesté vyznaduje ochrannym ucinkem proti

infekci VSV v burikach tkanové kultury, jako jsou bufiky CEF.

PomnoZovani viru v rastovych substratech deficientnich na interferon

Vynalez také zahrnuje zpusoby a IFN-deficientni substraty pro
rist a izolaci v pfirodé se vyskytujicich nebo metodami genetického
inZenyrstvi ziskanych mutantnich vird, které maji zménénou
antagonistickou aktivitu v0a¢&i IFN. IFN-deficientni substraty, ktere
mohou byt pouzity pro podporu ristu oslabenych mutantnich vird
zahrnuji bez omezeni v pfirodé se vyskytujici buiiky, bunécné linie,
zvifata nebo embrya ve vejcich, ktera jsou IFN-deficientni, napfiklad
buriky Vero, mlada embrya ve vejcich; rekombinantni bufiky nebo
bun&&né linie, které jsou upraveny metodami genetického inZenyrstvi
tak, aby byly IFN-deficientni, tedy napfiklad IFN-deficientni bunécné
linie odvozené ze STAT1-ztratové myS$i nebo jinych transgennich zvifat
upravenych podobnymi zasahy genetického inzenyrstvi; embrya ve
vejcich ziskana od IFN-deficientnich ptakd, zvlasté dribeZe (napfiklad
kutat, kachen, krocanll) véetné hejn, ktera jsou kfizena tak, aby
poskytovala IFN-deficientni nebo transgenni ptaky (napfiklad STAT1-
ztratové). Alternativné je mozZno metodami genetického inZenyrstvi
upravit hostitelsky systém, bufiky, buné&tné linie, vejce nebo zvifata
tak, aby exprimovaly transgeny koédujici inhibitory systému IFN,
napiiklad dominantné-negativni mutanty, jako je STAT1 s chybégjici
vazebnou doménou DNA, antisense RNA, ribozymy, inhibitory
produkce IFN, inhibitory signall IFN a/nebo inhibitory antivirovych
gend indukovanych IFN. Mélo by byt zfejmé, Ze zvifata, ktera jsou
kiizena nebo metodami genetického inZenyrstvi upravena tak, aby

byla IFN-deficientni, budou mit do urcité miry oslabenou imunitu,
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a mé&la by byt udrzovana v kontrolovaném prostfedi bez pfistupu
onemocnéni. Méla by byt tedy provadéna vhodna opatieni (vCetné
pouziti antibiotik ve vyZivé) pro omezeni rizika expozici infekénim
ginitelim transgennich |FN-deficientnich zvifat, jako jsou hejna
vyslecht&nych slepic, kachen, krocand atd. Alternativné je mozno
plsobit na hostitelsky systém, napfikiad buriky, bunécné linie, vejce
nebo =zvifata slouéeninou, ktera inhibuje produkci IFN a/nebo
biochemickou cestu syntézy IFN, napfiklad Iéky, protilatkami,
antisense molekulami, ribozymovymi molekulami cilenymi na gen

STAT1 a/nebo antivirovymi geny indukovanymi IFN.

Podle pfedkladaného vynalezu zahrnuji nezrala kufeci embrya
vejce, ktera jsou stara do deseti dn(, ale jiz ne deset dnl, s vyhodou
gesti az devitidenni vejce; a vejce, kterda uméle napodobuji nezrala
vejce stafi méné nez 10 dni ziskand zménami podminek ristu,
napiiklad zmé&nami inkubaénich teplot; plisobenim chemickych latek;
nebo jakoukoli jinou zménou, ktera poskytuje vejce se zpomalenym
vyvojem, takZze systém IFN vejce neni zcela vyvinuty ve srovnani

s vejci stafi 10 az 12 dnu.

Ptirodni IFN-deficientni substraty

V jednom provedeni se predkladany vynalez tyka péstovani
v pfirodé se vyskytujicich a metodami genetickeého inzenyrstvi
ziskanych mutantnich virl v neobvyklych substratech, jako jsou
nezrala embrya ve vejcich, u kterych jesté nedoslo k vyvinuti systému
IFN. Nezrala embrya ve vejcich se normalné pouZivaji pro péstovani
viru pro svij kfehky stav a maly alantoicky objem. Piedkladany
vynalez zahrnuje péstovani mutantnich virl v embryich ve vejcich
starych méné nez 10 dnd; s vyhodou péstovani mutantnich vird
v embryich ve vejcich starych 8 dnl a nejvyhodnéji ve vejcich starych

6 aZ 8 dn.




Pitedkladany vynalez také zahrnuje zpUsoby pé&stovani a izolace
mutantnich vird se zmé&nénou IFN-antagonistickou aktivitou v bufikach
a bunéénych liniich, které v pfirozeném stavu nemaji biosyntézu IFN
nebo maiji deficientni biosyntézu IFN nebo maiji deficientni systém IFN,
napfiklad nizké hladiny exprese IFN ve srovnani s bunhkami
standardniho typu. Ve zvlasté vyhodném provedeni se piedkladany
vynalez tyka zpUsobl péstovani mutovanych virl se zménénou

antagonistickou aktivitou IFN v bufikach Vero.

IFN-deficientni substraty ziskané metodami genetického inZenyrstvi

Ptedkladany vyndlez se tykd metod péstovani a izolace
mutovanych virlt se zmé&nénou IFN-antagonistickou aktivitou v IFN-
deficientnim substratu ziskaném metodami genetického inZenyrstvi.
Predkladany vynalez zahrnuje transgenni ptaky, u kterych je mutovan
gen nezbytny pro funkci systému IFN, napfiklad STAT1, ktefi mohou
klast vejce, ktera jsou IFN-deficientni. Predkladany vynalez dale
zahrnuje transgenni ptaky, ktefi exprimuji dominantné-negativni
transkripéni faktory, napfiklad STAT1 s chybé&jici vazebnou doménou
DNA, ribozymy, antisense RNA, inhibitory produkce IFN, inhibitory
signald IFN a inhibitory antivirovych genl indukovanych jako odpovéd
na IFN. Pfi pouZiti vajec z IFN-deficientnich transgennich ptakd je
prospésné to, Ze pfi pé&stovani viru mohou byt pouZita bézna
desetidenni vejce, ktera jsou stabilnéjsi a maji vétsi objem v disledku
jejich vétsi velikosti. V jesté dal8im provedeni mohou byt upravovany
metodami genetického inZenyrstvi bunécné linie tak, aby byly IFN-
deficientni. Pfedkladany vynalez zahrnuje bun&éné linie, ve kterych
jsou mutovany geny nezbytné pro syntézu IFN, geny ucastnici se
biosyntézy IFN a/nebo antivirovy gen nebo geny indukované IFN,
napfiklad STAT1.

Predkladany vynalez poskytuje rekombinantni bunééni linie nebo

zvitata, zvlasté ptaky, u kterych byl pferuen jeden nebo vice genl
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nezbytnych pro biosyntézu IFN, napfiklad interferonovy receptor,
STAT1 atd., tj. jsou timto zplUsobem ,ztratové“; rekombinantnim
zvifetem muZe byt jakékoli zvife, ale ve vyhodném provedeni jde
o ptaka, napfiklad kufe, krocana, slepici, kachnu atd. (viz napf. Sang,
1994, Trends Biotechnol. 12: 415; Perry, a dal8i, 1993, Transgenic
Res. 2: 125; Stern, C. D., 1996, Curr. Top Microbiol. Immunol. 212:
195 - 206: a Shuman, 1991, Experientia 47: 897, ktefi poskytuji
pfehled tykajici se produkce transgennich ptakd, pficemz kazdy
z t&chto odkazl je zafazen ve svém celku). Takova buné&éna linie nebo
zvife mohou byt vytvofeny jakymkoli zplsobem znamym v oboru pro
pFeru$ovani genu nebo chromozomu buriky nebo zvifete. Tyto techniky
zahrnuji bez omezeni pronuklearni mikroinjekci (Hoppe & Wagner,
1989, US patent No. 4,873,191); pfenos genu do zarodecnych linii
zprostiedkovany retrovirem (Van der Putten, a dali, 1985, Proc. Natl.
Acad. Sci, USA 82: 6148 - 6152); cilené pusobeni na geny
v embryonalnich kmenovych burikach (Thompson, a dalsi, 1989, Cell
56: 313); elektroporaci embryi (Lo, 1983, Mol. Cell. Biol. 3: 1803);
a pienos gen( zprostfedkovany spermatem (Lavitrano, a dalsi, 1989,
Cell 57: 717); atd. Prehled téchto technik je uveden v &lanku Gordon,
1989, Transgenic Animals, Intl. Rev. Cytol. 115: 171, ktery je ve svém

celku zarfazen odkazem.

Konkrétn& STAT1-ztratova zvifata mohou byt produkovéana
podporou homologni rekombinace mezi genem STAT1 ve svém
chromozomu a exogennim genem STAT1, u kterého bylo dosaZeno
biologické neaktivity (s vyhodou vloZzenim heterologni sekvence,
napfiklad genu pro rezistenci na antibiotika). Homologni rekombinacni
metody pro pferu$ovani genli v my$im genomu se poskytuji napfiklad
v Capecchi (1989, Science 244: 1288) a Mansour, a dalsi (1988,
Nature 336: 348).

Ve struénosti, cely nebo ¢ast STAT1-genomického klonu se
izoluje z genomické DNA ze stejného druhu, jakého je ztratova buika
nebo zvife. STAT1-genomicky klon muizZe byt izolovan jakymkoli
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v oboru znamym zpUsobem pro izolaci agenomickych klond (napfiklad
testovanim genomické knihovny sondou odvozenou ze sekvence
STATH1, jako jsou sekvence poskytované v Meraz, a dal$i, 1996, Cell
84: 431; Durbin, a dal$i, 1996, Cell 84: 443, a tam uvedenych
odkazech). Jakmile je jiz genomicky klon izolovan, celek nebo Cast
tohoto klonu se zavede do rekombinantniho vektoru. S vyhodou ¢&ast
klonu zavedena do vektoru obsahuje alespofi ¢ast exonu genu STAT1,
tj. obsahuje kodujici sekvenci proteinu STAT1. Potom se sekvence,
ktera neni homologni se sekvenci STAT1, s vyhodou pozitivné selekci
zjistitelny marker jako je gen kodujici rezistenci na antibiotika, zavede
do exonu genu STAT1. Tento marker vhodny pro selekci se s vyhodou
operativng pfipoji k promotoru, vyhodnéji ke konstitutivnimu
promotoru. Nehomologni sekvence se zavede kdekoli v kodujici
sekvenci STAT1, coZ pferusi aktivitu STAT1, napfiklad v poloze, kde
bylo ukazano, Ze bodové mutace nebo i jiné mutace inaktivuji funkci
proteinu STAT1. Pro piiklad, ale bez omezeni, je moZno nehomologni
sekvenci vloZit do kodujici sekvence pro ¢&ast proteinu STAT1
obsahujici vedkerou nebo ¢&ast kindzové domény (napfiklad
nukleotidova sekvence kédujici alespoii 50, 100, 150, 200 nebo 250
aminokyselin kinazové domény). Marker umoziujici pozitivni selekci je
s vyhodou gen rezistence na neomycin (neo gen) nebo hygromycin
(hygro gen). Promotorem mlze byt jakykoli promotor znamy v oboru,
napfiklad promotor fosfoglyceratkinazy (PGK) (Adra, a dal$i, 1987,
Gene 60: 65 - 74), promotor Polll (Soriano, a dalsi, 1991, Cell 64: 693
- 701), nebo promotor MC1, ktery je syntetickym promotorem
navrzenym pro expresi kmenovych buné&k odvozenych z embryi
(Thomas & Capecchi, 1987, Cell 51: 503 - 512). PouZiti markeru
umoziujiciho selekci, jako je gen rezistence na antibiotika, umozni
selekci bunék, které maji v sob& obsaZen cilovy vektor (napfiklad
exprese produktu neo genu propdjCuje rezistenci na G418 a exprese

hygro genu propujéuje rezistenci na hygromycin).
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Ve vyhodném provedeni se mimo inzert genomického klonu
STAT1 mnozi marker umoziujici negativni selekci pro dosazeni
negativni selekce na homologni, na rozdil od nehomologni
rekombinace vektoru. Takovym markerem umoZiujicim negativni
selekci je gen HSV thymidinkindzy (HSV-tk), jehoz exprese zpUsobi
citlivost bunék na gancyklovir. Marker umoznujici negativni selekci je
s vyhodou pod fizenim promotoru, jako je napfiklad bez omezeni

promotor PGK, promotor Polll nebo promotor MC1.

Jestlize dojde k homologni rekombinaci, &asti vektoru homologni
s genem STAT1 stejné jako nehomologni inzert uvniti sekvenci genu
STAT1, jsou vloZzeny do genu STAT1 v chromozomu, a zbytek vektoru
se ztrati. ProtoZe je tedy marker umoznujici negativni selekci mimo
oblast homologie s genem STAT1, bufiky u nichz doSlo k homologni
rekombinaci (nebo jejich potomstvo), nebudou obsahovat marker
umozfivjici negativni selekci. Jestlize je napfiklad markerem
umoziiujicim negativni selekci gen HSV-tk, buriky, ve kterych doslo
k homologni rekombinaci, nebudou exprimovat thymidinkinadzu a pfeziji
expozici gancykloviru. Tento postup umoZriuje selekci bunek, ve
kterych doslo k homologni rekombinaci, na rozdil od nehomologni
rekombinace, pfi které je pravdépodobné, Ze marker umoZziujici
negativni selekci je rovnéz zahrnut do genomu spolu se sekvencemi
STAT1 a markerem umoziujicim pozitivni selekci. Buiiky, ve kterych
doslo k nehomologni rekombinaci, by nejpravdépodobnéji exprimovaly

thymidinkinazu a byly by citlivé na gancyklovir.

Jakmile se pfipravi cilovy vektor, je linearizovan restrikénim
enzymem, pro ktery existuje jedineéné misto v cilovém vektoru,
a linearizovany vektor se zavede do kmenovych bunék odvozenych
z embrya (ES) (Gossler, a dalsi, 1986, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:
9065 -9069) jakymkoli zplsobem znadmym odbornikim v oboru,
naptiklad elektroporaci. Jestlize cilovy vektor obsahuje marker
umozZiujici pozitivni selekci a marker umozhujici negativni protiselekci,

mohou byt buiky ES, ve kterych do$lo k homologni rekombinaci,
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selektovany inkubaci v selektivhich médiich. Napfiklad jestlize jsou
markery umoziujicimi selekci gen rezistence na neo a gen HSV-tk,
bufiky se vystavi plUsobeni G418 (napfiklad pfiblizné 300 pg/ml) a
gancykloviru (napfiklad pfiblizné 2 uM). Pro potvrzeni skuteCnosti, ze
pferu$ené sekvence STAT1 se homologné rekombinovaly do genu
STAT1 v genomu bunék ES, je mozno pouzit jakykoli zplsob zjisténi
genotypu znamy v oboru, napfiklad bez omezeni analyzu
Southernovym prenosem. ProtoZe restrikéni mapa genomického klonu
STAT1 je znama a znama je i koédujici sekvence STAT1 (viz Meraz, a
dalsi, 1996, Cell 84: 431; Durbin, a dal$i, 1996, Cell 84: 443 - 450,
a v§echny tam uvedené reference), je mozno ur€it velikost konkrétniho
restrik&niho fragmentu nebo produktu amplifikace PCR vytvofenych
z DNA jak prerusenych, tak i nepferuSenych alel. Testovanim
restrikéniho fragmentu nebo produktu PCR, jejichZ velikost je odliSna
mezi pferu$enym a nepferusenym genem STAT1, je tedy mozno urcit,

zda dos$lo pro pieruseni genu STAT1 k homologni rekombinaci.

Buiky ES s pferusenym lokusem STAT1 mohou byt tedy
zavedeny do blastocyst mikroinjekci a potom mohou byt blastocysty
implantovany do déloh pseudopregnantni mys$i pouZitim rutinnich
technik. Zvifata, ktera se vyvinou z implantovanych blastocyst, jsou
chimericka na pieru$ené alely. Chimeriéti samci mohou byt zkfiZeni se
samicemi a kiizeni miZe byt navrzeno tak, Ze pfenos alely je svazan
s pfenosem uréité barvy srsti. Pfenos v zarode¢né linii alely mize byt
potvrzen Southernovym pFfenosem nebo analyzou PCR jak bylo
popsano vyse, provedenymi s genomickou DNA izolovanou ze vzorki

tkané.

Substraty s pirechodnou deficienci na IFN

Na buriky, bunééné linie, zvifata nebo vejce je mozno pfedem
pUsobit slouéeninami, které inhibuji systém IFN. Podle pfedkladaného

vynalezu mohou byt slouéeniny inhibujici syntézu IFN nebo aktivitu
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exprese slozek systému IFN pouzity pro plsobeni na hostitele, tedy
napfiklad slouceniny inhibujici syntézu IFN, aktivitu IFN, receptor IFN,
jiné cile v cesté pfenosu signalu IFN, nebo které inhibuji aktivitu
antivirovych genl indukovanych IFN. Pfiklady slouenin, které mohou
byt pouzity podle pfedkladaného vynalezu, zahrnuji bez omezeni
molekuly  nukleovych  kyselin, protilatky, peptidy, latky s
antagonistickymi Gginky na receptor IFN, inhibitory biosyntézy STAT1,
inhibitory PKR apod. Podle pfedkladaného vynalezu patii mezi
molekuly nukleovych kyselin antisense molekuly, ribozomy a
trojSroubovicové molekuly, jejichz cilem jsou geny kédujici nezbytné
slozky systému IFN, napfiklad STAT1. Molekuly nukleovych kyselin
také zahrnuji nukleotidy kédujici dominantné negativni mutanty slozek
systému IFN; napfiklad pred infekci mutantnim virem mohou byt buriky
transfekovany DNA kdédujici zkraceny, signalovani neschopny mutant

receptoru IFN.

Dominantné& negativni mutanty, které mohou byt pouZity podle
pfedkladaného vynalezu pro inhibici biosyntézy IFN, zahrnuji kinaza-
deficientni verze Jak1, TyK2 nebo transkripéni faktory postradajici
DNA-vazebné domény STAT1 a STAT2 (viz napf. Krishnan, a dalsi,
1997, Eur. J. Biochem. 247: 298 - 305).

Vakciny

Vynalez zahrnuje vakciny obsahujici oslabené RNA viry
s negativnim fetézcem se snizenou schopnosti antagonizovat
bun&&nou odpovéd IFN a vhodnou pomocnou latku. Virus pouzity ve
vakcing muzZe byt zvolen z mutantd nebo variant vyskytujicich se
v pfirod&, mutagenizovanych virll nebo virl ziskanych metodami
genetického inZenyrstvi. Oslabené kmeny segmentovanych viri RNA
mohou byt také vytvofeny technikami pfeuspofadani nebo pouzitim
kombinace pfistupu reverzni genetiky a technik pfeuspofadani. Mezi

varianty vyskytujici se v pfirodé patfi viry izolované z pfirody stejné
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jako varianty vytvofené spontanné v pribéhu propagace viru, které
maji snizenou schopnost antagonizovat buné&inou odpovéd IFN.
Samotny oslabeny virus mize byt ve vakciné také pouzit jako ucinna
slozka. Alternativné mlze byt oslabeny virus pouZit jako vektor nebo
Jkostra® rekombinantné vyrobenych vakcin. Z tohoto hlediska mohou
byt pro dosaZeni mutaci nebo zavedeni cizich antigen do oslabeného
viru pouzitého ve vakciné vyuZity rekombinantni techniky jako je
reverzni genetika (nebo pro segmentované viry kombinace reverzni
genetiky a techniky preuspofadani). Timto zplsobem mohou byt
navrZeny vakciny pro imunizaci proti variantdam kmenl nebo
alternativn& proti Gpln& odlisnym infekénim &initelim nebo antigenim

ohemochnéni.

Do virQ podle pfedkladaného vynalezu pro pouZziti ve vakcinach
mlZe byt v podstaté vioZzena jakakoli heterologni genova sekvence.
S vyhodou mohou byt exprimovany virem nebo jako &ast virh epitopy,
které indukuji ochrannou imunitni odpovéd na jakykoli druh patogen
nebo antigend, které vaZzou neutralizadni protilatky. Napfiklad mezi
heterologni genové sekvence, které mohou byt zavedeny do vir( podle
pfedkladaného vynalezu pro pouziti ve vakcinach patfi bez omezeni
epitopy viru lidské imunodeficience (HIV) jako je gp120; povrchovy
antigen viru hepatitidy B (HBsAg); glykoproteiny herpes viru (napfiklad
gD, gE); VP1 polioviru; antigenni determinanty nevirovych patogen(
jako jsou bakterie a paraziti V dal$im provedeni mohou byt
exprimovany veskeré imunoglobulinové geny nebo jejich ¢ast. Do virl
podle piedkladaného vynalezu mohou byt napfiklad vneseny variabilni
oblasti antiidiotypickych imunoglobulind, které napodobuji tyto epitopy.
V je$té dalsim provedeni mohou b yt exprimovéany antigeny spojené

s tumory.

Je mozno vytvofit bud Zivou rekombinantni virovou vakcinu nebo
inaktivovanou rekombinantni virovou vakcinu. Ziva vakcina muiZe byt
vyhodna, protoze multiplikace v hostiteli vede k prodlouZzené stimulaci
podobného druhu a velikosti jako v piipadé pfirozenych infekci,




L2 ] e o0 L X
L] LA
e ey
e o L
L

XY R ]
a0
.

.

[ Z X2
see

*

_03.5._.00 ae o:on e

ssveee

a proto poskytuje dobrou, dlouhotrvajici imunitu. Vyroba téchto Zivych
rekombinantnich virovych vakcin muzZe byt provadéna béZznymi
zpUsoby, v&etné pomnoZovani viru v bunéfné kultufe nebo

v zarode&ném vaku kurfeciho embrya, a naslednou purifikaci.

Mezi vakciny mohou patfit RNA viry s negativnhimi fetézci
upravené metodami genetického inZenyrstvi, které maji mutace v genu
NS1 nebo analogickém genu, véetné bez omezeni zkracenych mutantd
NS1 chfipky popsanych v pracovnich pfikladech dale. Vakciny je take
mozno sestavit pouzitim pfirodnich variant, jako je pfirodni varianta
chfipky typu A A/turkey/Ore/71 nebo B/201 a B/AWBY-234, coZ jsou
pfirozené varianty chfipky typu B. Jestlize se vakciny formuluji jako
Zivé virové vakciny, mélo by byt pouzito mnozZstvi v rozmezi pfiblizné

10* pfu aZ pfiblizné 5 x 10° pfu na davku.

Pro zavadéni vakcin popisovanych vy$e je mozno pouzit mnoho
zpusobli, mezi které patfi bez omezeni intranazalni, intratrachealni,
oralni, intradermalni, intramuskularni, intraperitonealni, intraveno6zni
a subkutanni cesty. MUZe byt vyhodné =zavadét virovou vakcinu
pfirozenou cestou infekce patogenu, pro ktery je vakcina navrZena,
nebo pfirozenou cestou infekce rodi¢ovského oslabeného viru. Jestlize
se pouzZije vakcina zaloZzena na Zivém viru chfipky, mGze byt vyhodné
zavadét vakcinu pfirozenou cestou infekce virem chfipky. K tomuto
uselu mdZe byt s vyhodou pouzita schopnost viru chfipky indukovat
Jivou sekredni a buné&énou imunitni odpovéd. Napfiklad infekce
respiraéniho traktu viry chfipky mbze indukovat silnou sekrecni
imunitni odpovéd, napfiklad v urogenitalnim systému, se soucCasnou

ochranou proti vyvolavajicimu agens konkrétniho onemocnéni.

Vakcina podle predkladaného vynalezu obsahujici 10* - 5 x 10°
pfu mutantnich virt se zménénou IFN-antagonistickou aktivitou by
mohla byt podana jednou. Alternativné by mohla byt vakcina podle
pfedkladaného vynalezu, obsahujici 10* - 5 x 10° pfu mutantnich vird

se zménénou IFN-antagonistickou aktivitou, podana dvakrat nebo
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tfikrat s intervalem 2 az 6 mésicli mezi davkami. Alternativné by mohla
byt vakcina podle pfedkladaného vynalezu, obsahujici 10*- 5 x 10° pfu
mutantnich virlh se zménénou IFN-antagonistickou aktivitou, podavana
tak &asto, jak je zapotifebi u Zivo€icha, s vyhodou savce, a jesté

vyhodnéji ¢lovéka.

Farmaceutické prostiedky

Pfedkladany vynalez zahrnuje farmaceutické prostiedky
obsahujici mutantni viry se zméné&nou IFN-antagonistickou aktivitou
pro pouziti jako antivirové prostidky nebo antitumorové prostfedky,
nebo jako prostfedky proti onemocnénim citlivym na IFN.
Farmaceutické prostiedky mohou byt pouzitelné jako preventivni
protivirové |éky a mohou byt podavany jednotlivci s rizikem infekce
nebo jedinci, u kterého se oéekava expozice viru. Napfiklad v pfipade,
Je dité prijde domi ze &koly, kde je vystaveno nékolika spoluzakiim
s chiipkou, by mohl rodi¢ podat protivirovy farmaceuticky prostiedek
podle vynalezu sobé, ditéti a jinym &lenlim rodiny pro prevenci virové
infekce a nasledného onemocnéni. Lidé cestujici do ¢asti svéta, kde
pfevazuje uréité infekéni onemocnéni (napfiklad hepatitida A, malarie

atd.) mohou byt oSetfeni rovnéz.

Alternativné mohou byt farmaceutické prostfedky pouzity pro
lé&eni tumord nebo pro prevenci tvorby tumor(, napfiklad u pacientd s
rakovinou, nebo u pacientll s vysokym rizikem vyvinuti nadoril nebo
rakoviny. Napfiklad pacienti s rakovinou mohou byt oSetfeni pro
prevenci dal$i tvorby tumorl. Alternativné mohou byt oSetfeni pacienti,
u kterych se oéekava expozice karcinogenim; jedinci, ktefi se GCastni
gisténi Zivotniho prostiedi, a ktefi mohou byt vystaveni zne&istujicim
latkam (napfiklad azbestu). Alternativné mohou byt oSetfeni pied
expozici i potom jednotlivci, ktefi mohou byt vystaveni ozafeni,
napfiklad pacienti vystaveni vysokym davkam zafeni, nebo pacienti,

ktefi musi brat karcinogenni léky. Pouziti oslabenych virl podle




pfedkiadaného vynalezu jako antitumorovych latek je zaloZeno na
objevu pfihlasovatell, Ze oslabeny mutantni virus chiipky obsahujici
deleci ve svém |IFN-antagonistickém genu, je schopen sniZovat tvorbu
nadord u mys$i. Antitumorové vlastnosti podle vynalezu mohou alespon
z ¢&asti souviset se schopnosti indukovat IFN a odpovédi IFN.
Alternativngd mohou byt antitumorové vlastnosti oslabenych virh podle
predkladaného vynalezu spojeny s jejich schopnosti specificky rist
v tumorovych buiikach a usmrcovat je, protoZze je znamo, Ze mnohe
tumorové buiiky jsou deficientni v systému IFN. Bez ohledu na
molekularni mechanismus nebo molekularni mechanismy odpovédné
za antitumorové vlastnosti mohou byt viry podle vynalezu pouZity pro

|é&eni tumorti nebo pro prevenci tvorby tumord.

Ptedkladany vynalez dale zahrnuje mutantni viry se zménénym
IFN-antagonistickym fenotypem, které jsou zacileny na specifické
organy, tkané a/nebo buriky v téle pro indukci lokalnich terapeutickych
nebo profylaktickych aéink(. Jednou vyhodou tohoto pfistupu je, Ze
viry indukujici IFN podle pfedkladaného vynalezu jsou zameéfeny na
specifickd mista, napfiklad mista tumoru, pro indukci IFN mistné
specifickym zplsobem, ¢imz se dosahuje terapeuticky Gcinek lépe nez

indukci IFN systémoveé, coz mlzZe vést k toxickym u&inkdm.

Mutantni viry indukujici IFN podle pfedkladaného vynalezu
mohou byt ziskany metodami genetického inZenyrstvi pouzitim
zplsobl popsanych v pfihladce pro expresi proteinl nebo peptidd,
které by zamé&fily viry na konkrétni misto. Ve vyhodném provedeni by
byly viry indukujici IFN zaméfeny do mist tumord. V takovém
provedeni mohou byt mutantni viry sestaveny tak, aby exprimovaly
kombinadni misto protilatky rozpoznavajici antigen specificky pro
tumor s antigenem, &imZ dojde k zacileni IFN-indukujiciho viru na
tumor. V jesté dal$im provedeni, kdy cilovy tumor exprimuje receptor
pro hormon jako jsou tumory prsni Zlazy nebo vajecniku, které
exprimuji estrogenové receptory, mulze byt virus indukujici IFN

upraven metodami genetického inZenyrstvi tak, aby exprimoval
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pfislu§ny hormon. V jesté dalSim provedeni, kdy cilovy hormon
exprimuje receptor rustového faktoru, napfiklad VEGF, EGF nebo
PDGF, mlze byt IFN-indukujici virus sestrojen tak, aby exprimoval
ptislugny rGstovy faktor nebo jeho &asti. Podle vynalezu mohou byt
tedy viry indukujici viry IFN upraveny tak, aby exprimovaly jakykoli
produkt cilového genu, véetné peptidd, proteind jako jsou enzymy,
hormony, rlstové faktory, antigeny nebo protilatky, které budou
fungovat tak, Ze virus zaméfi do mista, ve kterém je zapotiebi
antivirového, antibakterialniho, antimikrobialniho nebo
protirakovinného plsobeni. Mezi zplsoby zavadéni patfi bez omezeni
intradermalni, intramuskularni, intraperitonealni, intravendzni,
subkutanni, intranazalni, epiduralni a oralni cesty. Farmaceuticke
prostiedky podle predkladaného vynalezu mohou byt podavany
jakoukoli vhodnou cestou, napfiklad infuzi nebo jednorazovou injekci,
absorpci pfes epitelidini nebo mukokutanni vystelky (napfiklad Ustni
sliznice, rektalni a stfevni sliznice atd.) a mohou byt podavany spolu
s jinymi biologicky Géinnymi latkami. Podavani maZe byt systémové
nebo mistni. Navic mizZe byt ve vyhodném provedeni zadouci zavadet
farmaceutické prostiedky podle vynalezu vhodnym zpUsobem do plic.
MUze byt také pouzito plicniho podavani, napfiklad pouzitim inhalatoru
nebo nebulizéru, a formulace s prostiedkem usnadfujicim tvorbu

aerosolu.

V  konkrétnim provedeni mulze byt Zadouci podavat
farmaceutické prostfedky podle vynalezu mistné do oblasti, kde je
zapotfebi légeni; toho miZe byt dosaZzeno napfiklad bez omezeni
lokalni infuzi pfi chirurgickém zakroku, mistnim podanim, napfiklad
spolu s naplasti na ranu po chirurgickém zakroku, injekci nebo pomoci
katétru, nebo pomoci &ipku nebo implantatu, kde uvedeny implantat
maze byt porézni, neporézni nebo gelovy material, véetné membran
jako jsou sialastické membrany nebo vldkna. V jednom provedeni je
mozno podavani provadét pfimou injekci v misté (nebo byvalém misté)

maligniho tumoru nebo neoplastické nebo preneoplastické tkané.
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V je$t& dalSim provedeni mize byt farmaceuticky prostiedek
dodavan systémem s fizenym uvoliiovanim. V jednom provedeni mize
byt pouzito davkovaci ¢erpadlo (viz Langer, vySe; Sefton, 1987, CRC
Crit. Ref. Biomed. Eng. 14: 201; Buchwald, a dal$i, 1980, Surgery 88:
507; Saudek, a dal$i, 1989, N. Engl. J. Med. 321: 574). V dalS§im
provedeni mohou byt pouzity polymerni materialy (viz Medical
Applications of Controlled Release, Langer a Wise (ed.), CRC Pres,
Boca Raton, Florida (1974); Controlled Drug Bioavailability, Drug
Product Design and Performance, Smolen a Ball (ed.), Wiley, New
York (1984); Ranger & Peppas, 1983, J. Macromol. Sci. Rev.
Macromol. Chem. 23: 61; viz téZ Levy, a dalsi, 1985, Science 228:
190: During, a dal$i, 1989, Ann. Neurol. 25: 351 (1989); Howard, a
dal$i, 1989, J. Neurosurg. 71: 105). V jesté dal$im provedeni miZe byt
systém s fizenym uvoliiovanim umistén v blizkosti cile prostfedku,
napfiklad plic, ¢imz je zapotfebi pouze &asti systémové davky (viz
napfiklad Goodson, 1984, v Medical Applications of Controlled
Release, vyse, dil 2, str. 115 - 138). Dal8i systémy s fizenym
uvolfiovanim se diskutuji v prfehledu Langera (1990, Science 249:
1627 - 15633).

Farmaceutické prostfedky podle predklddaného vynalezu
obsahuji terapeuticky G&inné mnozstvi oslabeného viru a
farmaceuticky pfijatelny nosi¢. Ve specifickém provedeni znamena
termin ,farmaceuticky pfijatelny” schvaleni organem statni spravy pro
kontrolu Ié&iv nebo organem uvedenym napfiklad v US lékopisu nebo
jiném obecné& uznavaném lékopisu pro pouZiti u Zivodichl a zvlasté
u lidi. Termin ,nosi&¢“ oznaduje fedidlo, adjuvans, pomocnou latku
nebo vehikulum, se kterymi se farmaceuticky prostfedek podava. Jako
kapalné nosite mohou byt také pouzity solné roztoky a vodné roztoky
dextrézy a glycerolu, zvlasté v piipadé roztokd uréenych pro injekce.
Vhodné farmaceutické pomocné latky zahrnuji Skrob, glukézu, laktozu,
sachardzu, Zelatinu, slad, ryZi, mouku, kfidu, silikagel, stearan sodny,

glycerolmonostearat, talek, chlorid sodny, suSené odstiedéné miéeko,
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glycerol, propylenglykol, vodu, ethanol apod. Tyto prostfedky mohou
mit formu roztokl, suspenzi, emulzi, tablet, pilulek, kapsli, prask,
formulaci s prodlouZzenym uvolfiovanim apod. Prostifedky mohou byt
formulovany jako ¢&ipky. Oralni prostfedky mohou obsahovat
standardni nosiCe jako jsou mannitol, laktéza, Skrob, stearan
hofeénaty, sodna sl sacharinu, celuléza, uhli¢itan hofeénaty apod. ve
farmaceutické &istoté. Pfiklady vhodnych farmaceutickych nosi¢t se
popisuji v publikaci ,Remington’s Pharmaceutical Sciences®, E. W.
Martin. Tyto prostiedky budou obsahovat terapeuticky u¢inné mnozstvi
lé¢ebné latky, s vyhodou ve vy&isténé formé&, spolu s vhodnym
mnoZstvim nosiée, za ziskani formy vhodné pro fadné podavani

pacientovi. Formulace by méla vyhovovat zpUsobu podavéni.

MnozZstvi farmaceutického prostfedku podle vynalezu, které
bude G¢&inné pfi IéCeni konkrétniho onemocnéni nebo stavu, bude
zaviset na povaze onemocnéni nebo stavu pacienta a muze byt uréeno
standardnimi klinickymi postupy. Navic mlze byt pro lep$i identifikaci

optimalnich rozmezi davek pouzit test in vitro. Pfesna davka, ktera ma

byt pouzita ve formulaci, bude také zaviset na zplsobu podavani
a vaznosti onemocnéni nebo poruchy, a méla by byt uréena
rozhodnutim oS$etfujiciho |ékafe podle stavu kazdého pacienta.
Vhodna rozmezi davek pro podavani v8ak budou obecné pfiblizné 10*
- 5 x 10° pfu a mohou byt podavana jednou nebo vicekrat v intervalech
podle potieby. Farmaceutické prostfedky podle vynalezu, obsahujici
10* - 5 x 10° pfu mutantnich viri se zmé&nénou IFN-antagonistickou
aktivitou, mohou byt podavany intranazalné, intratracheainé,
intramuskularné nebo subkutanng. U&inné davky mohou byt
extrapolovany z kfivek zavislosti odpovédi na davce odvozenych

z testovacich modell na zvifatech nebo z experiment( in vitro.




Priklady provedeni vynalezu

Ptiklad 1: Tvorba a charakterizace mutantnich virl chfipky typu A se

zkracenym NS1

Materialy a metody

Virus chiipky A/PR/8/34 (PR8) byl pomnoZen v desetidennich
kufecich embryich pfi teplot¢ 37 °C. Virus chfipky A 25A-1,
pfeuspofadany virus obsahujici segment NS z  kmene
A/Leningrad/134/47/57 adaptovany na chlad a ostatni geny z viru PR8
(Egorov, a dal8i, 1994, Vopr. Virusol. 39: 201 - 205; Shaw, a dalsi,
1996, v Options of the control of influenza lll, ed. Brown, Hampson
Webster (Elsevier Science) str. 433 - 436) byl péstovan v bunkach
Vero pfi 34 °C. Virus 25A-1 je v savdich bufikach teplotné senzitivni,
a byl pouZit jako pomocny virus pro ziskani transfekéniho viru NS1/99.
Pro péstovani viru chiipky byly pouzity bufiky Vero a buiiky MDCK
udrZované v minimalnim esencialnim médiu (MEM) s obsahem 1 pg/mi
trypsinu (Difco Laboratories, Detroit, Michigan). Buriiky Vero byly take
pouzity pro selekci, purifikaci plaki a titraci viru NS1/99. Buiiky MDCK
byly udrzovany v DMEM (Dulbecco’s minimal essential medium)
s obsahem 10 % teplem inaktivovaného fetalniho teleciho séra. Buiky
Vero byly péstovany v médiu AIM-V (Life Technologies, Grand Island,
NY).

Plasmid pT3NS1/99, obsahujici formu NS1 zkradcenou na C-
konci o délce 99 aminokyselin, byl ziskan nasledujicim zplsobem.
Nejprve byl plasmid pPUC19-T3/NS PR8, obsahujici Uplna gen NS viru
PR8 obklopeny promotorem T3 RNA polymerazy a restriktnim mistem
BpuAl, amplifikovan metodou reverzni PCR (Ochman, a dalsi, 1988,
Genetics 120: 621 - 623) s pouzitim vhodnych primerd. Ziskana cDNA
obsahujici zkraceny gen NS1 byla fosforylovana, $tépena Klenowovym
fragmentem, samoligovdna a pomnoZena v E. coli kmen TG1.
Konstrukt ziskany po vycisténi byl nazvan pT3NS1/99 a jeho struktura

byla ovéfena sekvenovanim. Plasmidy pro expresi proteind NP, PB1,
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PB2 a PA viru PR8 (pHMG-NP, pHMG-PB1, pHMG-PB2 a pHMG-PA)
byly popsany dfive (Pleschka, a dal$i, 1996, J. Virol. 70: 4188 - 4192).
Plasmid pPOLI-NS-RB byl vyroben substituci otevieného C¢&teciho
ramce CAT plasmidu pPOLI-CAT-RT (Pleschka, a dalsi, 1996, J. Virol.
70: 4188 - 4192) RT-PCR produktem odvozenym z kédujici oblasti
genu NS viru chiipky A/WSN/33 (WSN). Tento plasmid exprimuje
segment NS-specifické virové RNA viru WSN pod fizenim zkraceného

promotoru lidské polymerazy |.

Tvorba viru NS1/99 byla provedena ribonukleoproteinovou
(RNP) transfekci (Luytjes, a dalsi, 1989, Cell 59: 1107 - 1113).
Ribonukleoproteiny (RNP) byly vytvofeny transkripci T3 RNA
polymerazou z pT3NS1/99 linearizovaného BpuAl v pfitomnosti
purifikovaného nukleoproteinu a polymerazy viru chiipky 25A-1
(Enami, a dali, 1991, J. Virol. 65: 2711 - 2713). Komplexy RNP byly
transfekovany do buné&k Vero, které byly pfed tim infikovany virem
25A-1. Transfekované buiiky byly inkubovany 18 hod pfi 37 °C a
supernatant byl dvakrat pasazovan v burkach Vero pfi 40 °C a
vy&i§tén pomoci plakt tfikrat v burikach Vero potazenych agarovym
pfekryvacim médiem pfi 37 °C. Izolovany virus NS1/99 byl analyzovan
RT-PCR pouzitim specifickych primeril. Transfekéni virus standardniho
typu byl vytvofen nasledujicim zplsobem: Burniky Vero v miskach
o priméru 35 mm byly transfekovany plasmidy pHMG-NP, pHMG-
PB1, pHMG-PB2, pHMG-PA a pPOLI-NS-RB, jak bylo popsano vyse
(Pleschka, a dal&i, 1996, J. Virol. 70: 4188 - 4192). Dva dny po
transfekci byly bunky infikovany 5 x 10* pfu viru deINS1 a inkubovany
je§té dva dny pfi 37 °C. Buné&ény supernatant byl jednou pasazovan
v burikach MDCK a dvakrat v kufecich embryich. Transfek&ni viry byly
klonovany metodou limitniho zfedéni ve vejcich. Genomovad RNA
z purifikovaného transfekéniho viru NS1/99 byla analyzovana
elektroforézou na polyakrylamidovém gelu, jak bylo popsano vyse
(Zheng, a dal$i, 1996, Virology 217: 242 - 251). Exprese zkraceného

proteinu NS1 virem NS1/99 byla ovefena imunoprecipitaci zna¢enych




infikovanych bunéénych extraktd pouzitim kréli€iho polyklonalniho
antiséra proti NS1.

Alantoicka dutina kufecich embryi ve stafi 6, 10 a 14 dnu byla
zao&kovana pfiblizné 10° pfu PR8, NS1/99 nebo deINS1 (ve kterém je
deletovany cely gen NS1), vejce byla inkubovéana pfi 37 °C 2 dny a viry
pfitomné v alantoické kapaliné byly titrovany testem hemaglutinace
(HA).

Skupiny péti mysi BALB/c (Taconic Farms) byly zaoCkovany
intranazalng& 5 x 10° pfu, 1,5 x 10° pfu, nebo 5 x 10° pfu viru A/PR/8/34
(PR8) standardniho typu nebo viru NS1/99. O¢kovani bylo provadéno
v anestézii s pouzitim 50 yl MEM s obsahem vhodného po¢tu jednotek
schopnych tvofit plaky pfislusného viru. Zvifata byla denné
pozorovana a kdyz se znaéné& zhorSil stav byla usmrcena.
V néasledujicim experimentu byla v8em mys$im, které pfeZily, podana
o &tyfi tydny pozdé&ji davka 100 LDso viru PR8 standardniho typu.
V8echny postupy byly provadény podle metodiky NIH pece

o laboratorni zvifata a jejich pouZiti.

Vysledky: oslabeni virld chfipky typu A delecemi NS1

Pfihlagovatelé jiz ukazali, Ze virus chfipky typu A, u kterého byla
provedena delece genu NS1 (deINS1 virus) je schopen rist do titrQ
pfiblizné 10’ pfu/ml v burikach deficientnich na produkci interferonu
typu | (IFN), jako jsou buriky Vero. Tento virus v8ak nebyl schopen
replikace a nemohl zplsobovat onemocnéni u mys$i (Garcia-Sastre,
a dalsi, 1998, Virology 252: 324). Naopak virus deINS1 byl schopen
ristu a usmrcovani mys$i STAT1-/-. Tyto vysledky ukazaly, Ze protein
NS1 viru chfipky typu A je faktorem virulence, ktery se G€astni inhibice
antivirovych odpovédi hostitele zprostfedkovanych IFN typu I.
Nasledujici experimenty byly provadény pro zjisténi, zda by bylo
mozno vytvofit viry chfipky, které by mély vlastnosti z hlediska

virulence nékde mezi standardnim typem a viry deINS1 deleci Casti
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genu NS1, a zda by mohly mit nékteré z téchto vird optimalni
vlastnosti pro pouZiti jako Zivé oslabené vakciny proti virim chfipky, tj.
stabilitu a vhodné vyvazeni mezi oslabenim, imunogenicitou a ristem

v substratech vhodnych pro pfipravu vakcin, jako jsou kufeci embrya.

Pro testovani této hypotézy byl vytvofen virus chfipky A/PR/8/34
(PR8), ve kterém byl modifikovan gen NS1 s cilem fidit expresi
zkraceného proteinu NS1 obsahujiciho pouze 99 aminokyselin na
aminovém konci spolu s 230 aminokyselinami proteinu NS1
standardniho typu. Tento virus (NS1-99) byl ziskan transfekci RNP
metodami genetického inzenyrstvi ziskaného genu NS s pouZitim 25A-
1 pomocného viru jak bylo popsano dfive (Garcia-Sastre, a dalsi,
1998, Virology 252: 324). Analyza exprese NS1 v bufikach
infikovanych virem odhalila zkracenou povahu proteinu NS1 viru NS1-
99.

Byla analyzovana schopnost virh delNS1, NS1-99 a PR8
standardniho typu rast v kufecich embryich rlzného stafi. Podstata
tohoto experimentu je zalozena na tom, Ze schopnost embryi ve
vejcich syntetizovat a odpovidat na IFN typu | za vhodné stimulace
zavisi na stafi. Jak schopnost indukce IFN, tak i schopnost reagovat
zadinaji ve stafi pfiblizné 10 dnd, a potom s vékem exponencialné
vzristaji (Sekellick, a dal$i. 1990, In Vitro Cell. Dev. Biol. 26: 997;
Sekellick & Marcus, 1985 J. Interferon Res. 5: 657). PouZiti vajec
rzného stafi tedy predstavuje jedineény systém pro testovani
schopnosti rliznych virG inhibovat odpovédi IFN. Vejce stafi 6, 10 a 14
dnl byla inokulovana pfiblizné 10° pfu virl PR8, NS1-99 nebo deINS1
inkubovanych pii 37 °C 2 dny, a potom byly viry pfitomné v alantoické
tekuting titrovany testem hemaglutinace (HA). Jak je ukazano
v tabulce 3, zatimco viry standardniho typu rostly na podobné titry HA
v embryich ve stafi 6, 10 a 14 dn(, virus deINS1 se replikoval do
detekovatelného titru HA pouze ve vejcich stafi 6 dnd. Naopak virus
NS1-99 ukazoval chovani na rozmezi mezi virem delNS1 a virem

standardniho typu, a byl schopen rist do vysokych titrd HA podobnych




titrdm viru standardniho typu ve vejcich stafi 10 dnu, ale ne jiz ve

vejcich starych 14 dno.

Tabulka 3

Replikace viru v kufecich embryich

Titr' zjistény hemaglutinaci

Virus Stafi vajec 6 dna 10 dni 14 dnad
WT PR8? 2,048 4,096 1,071
NS1/99 N.D.° 2,048 <2
delNS1 64 <2 <2
! Titry znamenaji nejvy$8i zfedé&ni, pfi kterém dojde

k hemaglutinaéni aktivité.
2 Virus chfipky A/PR/8/34 standardniho typu.

Nebylo stanoveno.

Vlastnosti viru NS1-99 z hlediska oslabeni byly dale studovany
u mysi. K tomuto ugelu byly skupiny péti mysi BALB/c intranazalne
infikovany 5 x 10° pfu, 1,5 x 10° nebo 1,5 x 10° pfu virt PR8
standardniho typu nebo NS1-99. My$i potom byly monitorovany
v prib&hu t¥i tydnt na preZiti. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 4.
Virus NS1-99 mé&l hodnotu LD50 alespon o tfi fady vys8i neZz byla

hodnota u viru standardniho typu.




Tabulka 4

Oslabeni viru NS1-99 u mysSi

Pocet zvitat, ktera pfezila

Virus Infekéni davka 5 x 10, 1,5 x 10° 5x 10°
(pfu)
WT PR8' 115 1/5 115
NS1-99 3/5 5/5 5/5

1 Virus chiipky A/PR/8/34 standardniho typu.

Priklad 2: Vytvofeni a charakterizace NS1-zkracenych mutant u viru

chfipky typu B

Materialy a metody

Podrobnosti experimentu jsou podobné jako v pfikladu 1. Dva
mutantni viry chfipky typu B, B/610B5B/201 (B/201) a B/AWBY-234,
o délce127-aminokyselin, popfipadé 90 aminokyselin (proteiny NS1
zkracené na C-konci) (Norton, a dal$i, 1987 Virology 156: 204, Tobita,
a dalsi, 1990, Virology 174: 314) byly odvozeny z koinfek¢nich
experimentl ve tkanové kultufe zahrnujici viry B/Yamagata/1/73
(B/Yam) a A/Aichi/2/68 v pfitomnosti protilatky anti-A (H3N2). Rust
mutantnich vird chfipky v embryich ve vejcich rdzného stafi byl
porovnavan se schopnosti ristu rodi¢ovského viru B/Yam, ktery ma
protein NS1 o délce 281 aminokyselin standardniho typu. Vejce stafi
6, 10 a 14 dnl byla okovana pfiblizné 10° pfu B/Yam, B/201 nebo
B/AWBY-234, inkubovana pfi 35 °C 2 dny a viry pfitomné v alantoicke
kapaliné byly titrovany testem HA.

Potom byly viastnosti z hlediska oslabeni vird B/201 a B/AWBY-
234 uréovany u mys$i. Skupiny tfi mysi BALB/c byly intranazalné
infikovany 3 x 10° pfu viru B/YAM standardniho typu nebo mutantnich
vird B/201 a B/AWBY/234 a schopnost téchto virll replikovat se byla




uréovana méfenim titrd virh v plicich tfi dny po infekci, protoZe virus
B/Yam standardniho typu nevyvolava u mySi zjevné znamky

onemocnéni.

Vysledky
Tabulka 5

Replikace viru chfipky typu B v kufecich embryich

Titr zjistény hemaglutinaci

Virus Stafi vajec 6 dnu 10 dnt 14 dnu

B/Yam 362 256 <2

B/201 32 <2 <2
B/AWBY-234 8 <2 <2

Vysledky zjistovani rustu virl chfipky typu B standardniho typu
nebo mutantnich v kufecich embryich ukazané v tabulce 5 dokazuji, ze
jako v pfipadé viru typu A, zkraceni NS1 na karboxylovém konci viru
chiipky typu B odpovida za niz8i vytéZek replikace u star$ich kufecich
embryi, které se vyznaluji uCinnou odpovédi IFN. Toto zjisteni
ukazuje, ze NS1 viru chfipky typu B se také u&astni inhibice odpovédi
u hostitele, a Zze delece v genu NS1 viru chfipky typu B vede

k oslabenému fenotypu.

Vysledky experiment( s replikaci u mysi se uvadgji v tabulce 6.
Titry vird B/201 a B/AWBY-234 byly pfiblizné o tfi fady nizsi nez titry
B/Yam, coZ ukazuje, Zze zkraceni karboxykoncové domény NS1 viru

chfipky typu B odpovidaji za oslabeny fenotyp u mysi.
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Tabulka 6
Replikace viru chfipky typu B v plicich u mysi
Virus Titry v plicich 3 dny po infekci (pfu/plici)
B/Yam 2 x10* 1x10* 3 x10*
B/201 30 <10 60
B/AWBY-234 <10 40 <10

Ochrana proti infekci virem chfipky standardniho typu u mysi

imunizovanych viry chfipky typu A a B obsahujimi_delece ve svych

proteinech NS1

Aby bylo mozZno zjistit, zda jsou myS$i imunizované oslabenymi
viry chiipky typu A a B obsahujicimi zkrdcené proteiny NS1 proti
zku$ebnimu podavani odpovidajicich virdl standardniho typu, byl
proveden nésledujiéi experiment. Mysi BALB/c byly imunizovany
intranazaln& virem A/NS1-99 a o tfi tydny pozdé&ji byly infikovany
stonasobkem 100 LDsy viru chiipky A/PR/8/34 standardniho typu.
Imunizovana zvifata byla chranéna pred uUmrtim, zatimco vSechna
kontrolni zvifata po podani zahynula (viz tab. 7). Ve druhém
experimentu byly mysi BALB/c intranazalné imunizovany viry chfipky
typu B B/201 nebo B/AWBY-234 exprimujicimi zkracené proteiny NS1.
O tfi tydny pozdéji byl mySim podan v mnoZstvi 3 x 10° pfu virus
chtipky standardniho typu B/Yam/1/73. ProtoZe tento kmen viru
chiipky typu B neindukuje u my8i pfiznaky onemocnéni, stupen
ochrany byl uréen méfenim titrd viru v plicich 3 dny po podani.
Zatimco nevakcinovana kontrolni zvifata méla titry pfiblizné 10*
pfu/plice, v plicich imunizovanych zvifat nebyly viry detekovany (viz
tab. 8). Tato zjiténi ukazuji, Ze viry chfipky typu A stejné& jako typu B,
obsahujici modifikované geny NS1, jsou schopny indukovat u mysi
imunitni odpovéd, kterd zcela chrani proti naslednému podani viru

standardniho typu.




Tabulka 7

Piezivani mysi imunizovanych virem chiipky A/NS1-99 po testovacim
podani stonasobku LDso viru chiipky A/PR/8/34standardniho typu

Imunizaéni davka viru A/NS1-99 Pocet mysi, které prezily/celkovy polet
5 x 10° pfu 3/3
1,5 x 10° pfu 4/4
PBS 0/5
Tabulka 8

Titry virdl v plicich my8$i imunizovanych viry chfipky B/201 a B/AWBY-

234 po testovacim podani 3 x 10° pfu viru chfipky B/Yamagata/73

standardniho typu

Iminizaéni davka Titry v plicich (pfu/plice)
3 x 10° pfu B/201 <10", <10', <10", <10, <10"
3 x 10° pfu B/AWBY-234 <10", <10', <10", <10", <10'
PBS 25x10% 1x10% 1,7 x 10, 3x 10°, 5 x 10°
Priklad 3: Indukce interferonu typu | v embryich ve vejcich

infikovanych virem delNS1

Schopnost viru deINS1, tj. viru chfipky A postradajiciho gen
NS1, indukovat sekreci IFN typu | v kufecich embryich byla zjiStovana
v nasledujicim experimentu. K tomuto ugelu byla infikovana
desetidenni kufeci embrya 5 X 10° pfu virl deINS1 nebo PRS8
standardniho typu. Osmnact hodin po inkubaci pfi 37 °C byla sklizena
alantoicka tekutina a dialyzovana proti kyselému pH pfes noc, aby se
inaktivovaly infek&ni viry. Po zpracovani pomoci kyselého pH byly
vzorky dialyzovany proti PBS a potom byly testovany na aktivitu IFN

stanovenim nejvy$siho fedéni s ochrannymi Gginky proti infekci VSV
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(pfiblizné 200 pfu) v buikach CEF. Vysledky uvedené v tabulce 9
ukazuji, Ze v nepfitomnosti NS1 jsou viry chfipky typu A silngjSimi
induktory IFN.

Tabulka 9

Indukce IFN ve vejcich

Virus IFN (U/ml)
PR8 <16, <16
deINS1 400, 400
mock <16, <16

Ptiklad 4: Antivirova aktivita viru delINS1

Eliminace IFN-antagonistického (NS1) genu z chfipky typu A
muZe u viru vést ke schopnosti indukovat vysoké hladiny IFN.
V takovém pfipadé bude virus deINS1 ,interferovat® s replikaci virt
senzitivnich na interferon. Aby bylo mozZno testovat tuto moZnost,
piihlagovatelé testovali schopnost viru deINS1 inhibovat replikaci viru
chiipky A/WSN/33, bézné pouzivaného laboratorniho kmene viru
chfipky (WSN), ve vejcich. Jak je vidét na obr. 1, plisobeni pouze dvou
pfu viru deIlNS1 bylo schopno snizit koneéné titry viru WSN
v alantoické tekutingé o jeden fad. Navic vedlo plsobeni 2 x 10* pfu
viru deINS1 k prakticky Uplnému zastaveni replikace WSN ve vejcich.
Virus deINS1 byl také schopen interferovat s replikaci jinych kmen
virl ch¥ipky typu A (H1N1 a H3N2), viru chfipky typu B a odlignych vir

jako virus Sendai ve vejcich (obr. 2).

Na zakladé téchto vysledkl prihlaSovatelé dale zjistovali
schopnost viru delNS1 interferovat s replikaci viru chfipky
standardniho typu u mys$i. | kdyz |é€eni IFN typu | v tkanoveé kulture
zabrani replikaci viru chfipky typu A in vitro, o8etfeni mysi IFN neni

schopné replikaci virll chfipky zabranit (Haller, 1981, Current Top
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Microbiol. Immunol. 92: 25 - 52). Tak je tomu u vétSiny inbrednich
kment mys$i kromé mysi A2G. My8i A2G stejné jako znacCna cCast
divokych mysi (pfiblizné 75 %) obsahuji alespon jednu intaktni alelu
Mx1, zatimco vét§ina laboratornich kmenQ jsou Mx1-/- (Haller, 1986,
Current Top Microbiol. Immunol. 127: 331 -337). Protein Mx1, ktery je
homologem lidského proteinu MxA (Aebi, 1989, Mol. Cell. Biol. 11:
5062), je silnym inhibitorem replikace viru chfipky (Haller, 1980,
Nature 283: 660). Tento protein neni exprimovan konstitutivné, ale
jeho exprese je indukovana transkripéné interferonem typu I. Mysi
A2G tedy mohou byt pouzity pro testovani sChopnosti induktord IFN
stimulovat antivirovou odpovéd proti virdm chfipky typu A (Haller,
1981, Current Top Microbiol. Immunol. 92: 25 - 52).

Pfihlagovatelé intranazalné infikovali osm &tyftydennich mysi
A2G 5 x 10° pfu vysoce patogenniho izolatu viru chfipky A/PR/8/34
(Haller, 1981, Current Top Microbiol. Immunol. 92: 25 - 52). Polovina
mys$i dostala intranazalné 5 x 10° pfu deINS1 o 24 hodin dfive, nez
doslo k infekci PR8. Dalsi ¢tyfi mysi byly oSetfeny samotnym PBS.
Byly monitorovany zmény télesné hmotnosti a pfeZivani. Tyto vysledky
ukazuji, Ze pusobeni deINS1 bylo schopno chranit my$i A2G proti
amrti indukovanému virem chiipky a télesnému Uubytku. Stejné
osetfeni nebylo u&inné u mysi Mx1-/-, coz ukazuje, Ze mechanismus

ochrany pied viry byl zprostfedkovan Mx1, tj. IFN.

Pfiklad 5: Antitumorové viastnosti viru deINS1 u mysSi

ProtoZe bylo zji§téno, Ze IFN typu | a/nebo induktory IFN typu |
maji antitumorové vlastnosti (Belardelli a Gresser, 1996 Immunology
Today 17: 369 - 372; Qin, a dal8i, 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. 95:
14411 - 14416), je mozné, Ze léCeni tumorl virem delNS1 by mohlo
zprostiedkovat Ustup tumoru. Alternativné by mohl mit virus deINS1
onkolitické vlastnosti, tj. mizZe byt schopen specificky rlst a zabijet

tumorové buriky, u kterych je znamo, Ze mnoho z nich ma deficience




v systému IFN. Aby bylo moZno testovat antitumorovou aktivitu viru
deINS1, byl proveden nasledujici experiment s pouZitim bunééné linie
vy§$iho karcinomu CT26.WT v modelu tumoru u mysi, zjiStujicim plicni
metastazy (Restifo, a dalsi, 1998 Virology 249: 89 - 97). 5 x 10° buné&k
CT26.WT bylo intraven6zné vstfiknuto dvanacti my8im BALB/c stafi
6 tydnl. Polovina mysi byla intranazalné oSetfena 10° pfu viru deINS1
kazdych 24 hodin ve dnech 1, 2 a 3 po inokulaci. Dvanact dnd po
injekci tumoru byly mysi usmrceny a byly po&itdny metastazy v plicich.
Jak je ukazano v tabulce 10, oSetfeni deINS1 zplsobilo podstatny

ubytek plicnich metastaz u mysi.

Tabulka 10

Antitumorova aktivita viru delNS1 v mysSich BALB/C, kterym byly
podany tumorové buiiky CT26.WT

Poctet metastaz v plicich

Podani PBS Podani deIlNS1
My$ 1 >250 120
My$ 2 >250 28
Mys 3 >250 9
Mys 4 >250 6
Mys 5 >250 2
Mys 6 >250 1

Ptiklad 6: Protein NS1 inhibuje translokaci IRF-3 v prlibé&hu infekce

virem chfipky

Dale popisované vysledky ukazuji, Ze protein NS1 viru chfipky je
odpovédny za inhibici odpovédi typu | IFN proti viru, a Zze
mutace/delece v tomto proteinu vedou k ziskani oslabenych virl

v ddsledku zvy$eni odpovédi IFN pfi infekci. Je znamo, Ze syntéza IFN




typu | pfi virové infekci mize byt spusténa dvojfetézcovou RNA
(dsRNA). IRF-3 je transkripéni faktor, ktery se obvykle nachazi
v inaktivni formé v cytoplazmé savéich bunék. Dvojifetézcova RNA
indukuje fosforylaci (aktivaci) transkripéniho faktoru IRF-3, coZ vede
k jeho pfemisténi do jadra, kde indukuje transkripci specifickych gend
véetné genl kédujicich IFN typu | (Weaver, a dal$i, 1998, Mol. Cell.
Biol. 18: 1359). Pro zjisténi, zda NS1 chfipky plsobi na IRF-3, byla
monitorovana lokalizace IRF-3 v buiikdch CV1 infikovanych virem PR8
standardniho typu nebo virem deINS1 chfipky typu A. Obr. 3 ukazuje,
Ze v bufkach infikovanych PR8 je translokace IRF-3 minimalni
(v méné nez 10 % bunék). Naopak pfiblizné€ 90 % bunék infikovanych
deINS1 ukazalo nuklearni lokalizaci IRF-3. Bylo mozné &éastecné
inhibovat translokaci IRF-3 v buiikach infikovanych deINS1 expresi
NS1 z plasmidu in trans. Vysledky ukazuji, Zze NS1 viru chfipky typu A
je schopen inhibovat translokaci IRF-3 u bunék infikovanych virem. Je
pravdépodobné, Ze NS1 viru chfipky zabrani aktivaci IRF-3
zprostfedkované dsRNA sekvestraci dsRNA vytvofené béhem infekce

virem, coz vede k inhibici syntézy IFN.

Ptedkladany vyndlez neni omezen konkrétnimi provedenimi
popisovanymi v pfikladech, ktera se povaZuji pouze za jednotlivé
ilustrace urditych aspektll vynalezu; do rozsahu pfedkladaného
vynalezu spadaji jakékoli konstrukty nebo viry, které jsou funkéné
ekvivalentni. Odbornikiim v oboru budou z pfedchoziho popisu
a vykresll samoziejmé& zjevné rGzné modifikace vynalezu, navic
k ukdzanym a popsanym provedenim. Také tyto modifikace maji

spadat do ramce pfiloZzenych narokd.

U riiznych zde citovanych odkazl jsou jejich obsahy zafazeny ve

svém celku.
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PATENTOVE NAROKY

Vakcina, vyznacujici se tim, Ze obsahuje
oslabeny RNA virus s negativhim fetézcem s interferon-
antagonistickym fenotypem, ktery (a) je odpovédny za
oslabeni, a (b) umoZiuje pfi pomnoZovani za stejnych
podminek oslabenému viru rdst na vys8si titry v interferon-
deficientnich hostitelskych systémech ve srovnani s interferon-
kompetentnimi hostitelskymi systémy; a fyziologicky pfijatelnou

pomocnou latku.

Vakcina podle naroku 1, vyznadujici se tim,
Z e oslabeny virus je zvoleny z virl vyskytujicich se v pfirode,

mutagenizovanych virll nebo virll ziskanych pfeuspofadanim.

Vakcina podle naroku 1, vyznadéujici se tim,
Z e oslabeny virus je zvoleny z mutantd ziskanych metodami

genetického inZzenyrstvi.

Vakcina podle naroku 3, vyznadéujici se tim,
7 e oslabeny virus je chimérnim virem, ktery exprimuje epitop

ciziho patogenu.

Vakcina podle nékterého z narokd 1, 2, 3 nebo 4,
vyznadujici se tim, Ze oslabenym virem je

virus chfipky.
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Vakcina, vyznadcujici se tim, Ze obsahuje
oslabeny virus chfipky, ktery ma mutaci v genu NS1
odpovédnou za oslabeny fenotyp, a fyziologicky pfijatelnou

pomocnou latku.

Vakcina podle nékterého z narokd 1, 2, 3 nebo 4,
vyznadujici se tim, Ze oslabenym virem je

respiraéni syncytialni virus.

Vakcina podle nékterého z narokd 1, 2, 3 nebo 4,
vyznadcujici se tim, Ze oslabenym virem je

virus parainfluenzy.

Vakcina podle nékterého z narokd 1, 2, 3 nebo 4,
vyznadujici se tim, Ze oslabenym virem je

virus vezikularni stomatitidy.

Vakcina podle nékterého =z naroki 1, 2, 3 nebo 4,
vyznadujici se tim, Ze oslabenym virem je

virus Newcastleské nemoci.

Vakcina podle naroku 1, vyznadujici se tim,
% e interferon-deficientni hostitelsky systém je STAT1
negativni, a interferon-kompetentni hostitelsky systém je
STAT1 pozitivni.

Vakcina podle naroku 5, vyznacdujici se tim,
% e interferon-deficientnim hostitelskym systémem je kufeci

embryo stafi pfiblizné 6 az 8 dnll, a interferon-kompetentnim




13.

14.

15.

16.

17.

hostitelskym systémem je kufeci embryo stafi pfiblizné 10 az
12 dnu.

Vakcina podle naroku 8, vyznadcujici se tim,
7 e interferon-deficientnim hostitelskym systémem je kufeci
embryo stafi pfiblizné 6 az 8 dnu, a interferon-kompetentnim
hostitelskym systémem je kufeci embryo stafi pfiblizné 10 az
12 dna.

Vakcina podle naroku 9, vyznadcujici se tim,
7 e interferon-deficientnim hostitelskym systémem je kufeci
embryo stafi pfiblizné 6 az 8 dnl, a interferon-kompetentnim
hostitelskym systémem je kufeci embryo stafi pfiblizné 10 az
12 dn.

Vakcina podle naroku 10, vyznacdujici se tim,
7 e interferon-deficientnim hostitelskym systémem je kufeci
embryo stafi pfiblizné 6 az 8 dnl, a interferon-kompetentnim
hostitelskym systémem je kufeci embryo stafi pfiblizné 10 az
12 dn(.

Vakcina podle naroku 1 nebo 11, vyznacujici se
tim, Ze titr oslabeného viru pomnoZeného v interferon-
deficientnim hostitelském systému je alespor o fad vy38i nez
titr oslabeného viru pomnozZeného v interferon-kompetentnim

hostitelském systému.

Vakcina podle naroku 12, vyznadujici se tim,
7 e titr oslabeného viru pomnozeného v interferon-
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deficientnim hostitelském systému je alespofi o fad vy88i nez
titr oslabeného viru pomnoZeného v interferon-kompetentnim

hostitelském systemu.

Vakcina podle naroku 13, vyznacujici se tim,
z e titr oslabeného viru pomnoZeného v interferon-
deficientnim hostitelském systému je alespofi o fad vys8si nez
titr oslabeného viru pomnozZeného v interferon-kompetentnim

hostitelském systému.

Vakcina podle naroku 14, vyznacdujici se tim,
2z e titr oslabeného viru pomnozeného v interferon-
deficientnim hostitelském systému je alespofi o fad vy8si nez
titr oslabeného viru pomnoZeného v interferon-kompetentnim

hostitelském systému.

Vakcina podle naroku 15, vyznacdujici se tim,
Zz e titr oslabeného viru pomnoZeného v interferon-
deficientnim hostiteilském systému je alespon o fad vyssi nez
titr oslabeného viru pomnozeného v interferon-kompetentnim

hostitelském systému.

Vakcina podie naroku 5, vyznacujici se tim,
Z e koncentrace oslabeného viru chfipky je pfiblizné 10* az

pfiblizné 5 x 10° pfu na davku.

Vakcina podle naroku 6, vyznadujici se tim,
Z e koncentrace oslabeného viru chfipky je pfiblizné 10* az

pfiblizné 5 x 10° pfu na davku.
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Farmaceuticky prostiedek, vyznadcujici se tim,
z e obsahuje oslabeny RNA virus s negativhim fetézcem
s interferon-antagonistickym fenotypem, ktery (a) je odpovédny
za oslabeni, a (b) umoziuje pfi pomnoZovani za stejnych
podminek oslabenému viru rist na vy$§i titry v interferon-
deficientnich hostitelskych systémech ve srovnani s interferon-
kompetentnimi hostitelskymi systémy; a fyziologicky pfijatelnou

pomocnou latku.

Farmaceuticky prostifedek podle naroku 23,
vyznadcujici se tim, Ze oslabeny virus je
zvoleny z virh vyskytujicich se v pfirodé, mutagenizovanych

virti nebo virll ziskanych pfeuspofadanim.

Farmaceuticky prostifedek podle naroku 23,
vyznacéujici se tim, Ze oslabeny virus je

zvoleny z mutantl ziskanych metodami genetického

inZenyrstvi.
Farmaceuticky prostiedek podle naroku 25,
vyznadujici se tim, Ze oslabeny virus je

chimérnim virem, ktery exprimuje epitop ciziho patogenu.

Farmaceuticky prostfedek podle nékterého z narokd 23, 24, 25
nebo 26, vyznacdujici se tim, Ze oslabenym

virem je virus chfipky.
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Farmaceuticky prostiedek, vyznacdujici se tim,
Z e obsahuje oslabeny virus chfipky, ktery ma mutaci v genu
NS1 odpovédnou za oslabeny fenotyp, a fyziologicky

pfijatelnou pomocnou latku.

Farmaceuticky prostiedek podle nékterého z narokl 23, 24, 25
nebo 26, vyznadujici se tim, Ze oslabenym

virem je respiraéni syncytialni virus.

Farmaceuticky prostfedek podle nékterého z narokd 23, 24, 25
nebo 26, vyznadujici se tim, Ze oslabenym

virem je virus parainfluenzy.

Farmaceuticky prostiedek podle nékterého z narok( 23, 24, 25
nebo 26, vyznadujici se tim, Ze oslabenym

virem je virus vezikularni stomatitidy.

Farmaceuticky prostfedek podle nékterého z narokl 23, 24, 25
nebo 26, vyznadujici se tim, Ze oslabenym

virem je virus Newcastleské nemoci.

Farmaceuticky prostfedek podle naroku 23,
vyznadujici se tim, Ze interferon-deficientni
hostitelsky systém je STAT1 negativni, a interferon-

kompetentni hostitelsky systém je STAT1 pozitivni.

Farmaceuticky prostifedek podle naroku 27,
vyznacujici se tim, Zze interferon-deficientnim

hostitelskym systémem je kufeci embryo stafi pfiblizné 6 az 8
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39.

dnli, a interferon-kompetentnim hostitelskym systémem je

kufeci embryo stafi pfiblizné 10 az 12 dn0.

Farmaceuticky prostifedek podle naroku 30,
vyznadujici se tim, ze interferon-deficientnim
hostitelskym systémem je kufeci embryo stafi pfiblizné 6 az 8
dnl, a interferon-kompetentnim hostitelskym systémem je

kufeci embryo stafi pfiblizné 10 az 12 dn(.

Farmaceuticky prostiedek podle naroku 31,
vyznacujici se tim, Zze interferon-deficientnim
hostitelskym systémem je kufeci embryo stafi pfiblizné 6 az 8
dnli, a interferon-kompetentnim hostitelskym systéemem je

kufeci embryo stafi pfiblizné 10 az 12 dn(.

Farmaceuticky prostiedek podle naroku 32,
vyznacujici se tim, Ze interferon-deficientnim
hostitelskym systémem je kufeci embryo stafi pfiblizné 6 az 8
dnli, a interferon-kompetentnim hostitelskym systémem je

kufeci embryo stafi pfiblizné 10 az 12 dnd.

Farmaceuticky prostfedek podle naroku 23 nebo 33,
vyznadujici se tim, Zze titr oslabeného viru
pomnozeného v interferon-deficientnim hostitelském systému
je alesponl o fad vy3si nez titr oslabeného viru pomnoZeného

v interferon-kompetentnim hostitelském systému.

Farmaceuticky prostifedek podle naroku 34,

vyznadcujici se tim, Ze titr oslabeného viru
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pomnozZeného v interferon-deficientnim hostitelském systému
je alespofl o fad vy3S8i nez titr oslabeného viru pomnozeného

v interferon-kompetentnim hostitelském systému.

Farmaceuticky prostfedek podle naroku 35,
vyznacdujici se tim, Ze titr oslabeného viru
pomnozZeného v interferon-deficientnim hostitelském systému
je alesponl o fad vy3Si nez titr oslabeného viru pomnoZeného

v interferon-kompetentnim hostitelském systému.

Farmaceuticky prostfedek podle naroku 36,
vyznadcujici se tim, Ze titr oslabeného viru
pomnozeného v interferon-deficientnim hostitelském systému
je alespon o fad vy88i nez titr oslabeného viru pomnoZeného

v interferon-kompetentnim hostitelském systému.

Farmaceuticky prostfedek podle naroku 37,
vyznadujici se tim, Ze titr oslabeneho viru
pomnozZeného v interferon-deficientnim hostitelském systému
je alespofi o Ffad vy3si nez titr oslabeného viru pomnozeného

v interferon-kompetentnim hostitelském systému.

Farmaceuticky prostfedek podle naroku 27,
vyznadujici se tim, Z e koncentrace
oslabeného viru chfipky je pfiblizné 10* az pfiblizné 5 x 10° pfu

na davku.

Farmaceuticky prostiedek podle naroku 28,
vyznacdcujici se tim, Zz e koncentrace
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oslabeného viru chfipky je pfiblizn& 10* aZ pfiblizné 5 x 10° pfu

na davku.

Oslabeny virus chfipky obsahujici modifikovany gen NS1

a zménény interferon-antagonisticky fenotyp.

Oslabeny virus chfipky podle naroku 45, ve kterém je gen NS1
modifikovany nebo zkraceny na karboxylovém konci.

Oslabeny virus chfipky podle naroku 45, ve kterém je gen NS1

modifikovany na aminovém konci.

Oslabeny virus chfipky podle naroku 45, kterym je virus
NS1/99.

Zpusob vakcinace pacienta, ktery zahrnuje podavani vakciny
podle naroku 1 nebo 6 pacientovi v U&inné davce pro vyvolani

imunitni odpoveédi.

Zpusob prevence infekéniho onemocnéni u pacienta, ktery
zahrnuje  podavani farmaceutického prostfedku podle
naroku 23 nebo 28 pacientovi v G¢inné davce pro indukci

bunééné interferonové odpovédi.

ZpGsob |é&eni nebo prevence tumorl u pacienta, ktery
zahrnuje podavani farmaceutického prostfedku podle naroku
23 nebo 28 pacientovi v U¢inné davce pro indukci bunécné

interferonové odpovédi nebo onkolyzy.
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