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Sammendrag

US 2004258707 A1, SMERDOU etal; Non-viralamplification systems for gene transfer: vectorsbased on
alphaviruses; Current opinion in molecular therapeutics, vol. 1, no. 2,1999, p 244 - 251, ISSN 1464-8431,
MCCORMICK et al; Introduction of replication-competent hepatitis C virus transcripts using a tetracycline-
regulable baculovirus delivery system; Journal of general virology, vol. 85, no. 2,2004, p. 429 - 439, ISSN
0022-1317

Det beskrives rekombinante DNA'er omfattende cDNA av genomisk RNA av et Salmonidae a-virus
som foregaes av en spacersekvens, under kontroll av en egnet promoter.

Disse DNA'er er brukbare for & oppna ekspresjonsvektorer, fremstilling av Salmonidae a-virus og for
a oppna vaksiner.
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CDNA-KONSTRUKT AV SALMONIDAE A-VIRUS

Foreliggende oppfinnelse angar oppnaelsen av infeksigse cDNA'er av Salmonidae a-virus og bru-

ken av disse cDNA'er.

a-virus er omhyllede, positiv-streng RNA-virus av Togaviridaefamilien.

To representanter for Salmonidae a-virus er i dag kjent: det sovende sykdomsvirus (Sleeping Di-
sease Virus = SDV) som er patogen for orret, og pankreassykdomsviruset (Pancrease Disease
Virus = PDV) som er patogen for laks. Disse to virus som genetisk er meget naer hverandre, er
tilskrevet a-virusfamilien pa basis av likheten nar det gjelder organiseringen av deres genom med
den til de kjente a-virus, imidlertid viser deres nukleotidsekvens og ogsa polypeptidsekvensen som
reduseres derfra, kun en lav grad av homologi med de andre a-virus (VILLOING et al., J. Virol. 74,
173-183, 2000; WESTON et al., Virology, 256, 188-195, 1999, WESTON et al., J. Virol. 76, 6155-
63, 20002); de anses derfor & representere en a-virussubgruppe som er forskjellig fra mammal a-

virus.

A-virusgenomet koder 2 polyproteiner: 5'-delen av den kodende sekvens som representerer rundt
to tredjedeler derav, koder et polyprotein som etter proteolytisk spalting gir de ikke-strukturelle pro-
teiner (nsP), nsP1, nsP2, nsP3 og nsP4, involvert i reproduksjon av viruset; endetredjedelen av
genomet koder et polyprotein hvis proteolytiske spalting gir de strukturelle proteiner (strukt): kaps-
idprotein (C) og to konvoluttglykoproteiner (E3-E2 og 6K-E1). De kodende omrader for nsP'er og
struktene er separert av et ikke-kodende omrade som kalles skjgtomrade (J). To ikke-kodende
omrader er ogsa til stede ved 5'- og 3'-endene av genomet. Dette genomet har ogsa en hette pa 5'-
enden og en polyA-hale ved 3'-enden (STAUSS and STRAUSS, Microbiol. Rev., 58, 491-562,
1994).

| Salmonidae a-virusene konserveres denne genomiske organisering: hovedforskjellene med
genomet for de andre a-virus er, i tillegg til den lave homologi for den kodende sekvens, storrelsen

av 5'- og 3'-ikke-kodende omrader som er kortere i Salmonidae a-virusene.

Patologiene som forarsakes av SDV og PDV, utgjer i dag et skende problem for lakseoppdrett.

Disse virus er na blitt endemiske i Europa og har dukket opp péa det nordamerikanske kontinent.
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Metoden for & beskytte Salmonidae mot disse virale midler ligger i bruken av vaksiner. Immunise-
ringen kan gjennomferes pa forskjellige mater, avhengig av spesier og alder hos den fisk som skal
immuniseres. Den kan for eksempel gjennomfgres ved balneasjon. Denne immuniseringsvei som
er meget effektiv og relativt rimelig, er den valgte metode for immunisering med levende, svekkede
virus. Immuniseringen kan ogsa gjennomferes ved injeksjon av levende, svekkende virus eller av
inaktiverte virus. Selv om det er mer kostbart enn immunisering ved balneasjon, kan denne metode
benyttes for immunisering av fisk pa 10 gram eller mer og er saledes spesielt egnet for immunise-
ring av spesier som sjearret eller laks. Fortrinnsvis er det ogsa mulig & kombinere en primeer im-
munisering ved balneasjon i neerveer av levende, svekkede virus med en boosterimmunisering ved

injeksjon av levende, svekkende virus eller inaktiverte virus.

Fra US2004/258707 er det kjent en ekspresjonsvektor av et Salmonidae a-virus. Disse vektorene
kan brukes til & forebygge eller behandle en sykdom eller infeksjon ved & hemme et gen tilknyttet

sykdommen eller infeksjonen.

Smerdou et al.: Non-viral amplification systems for gene transfer: vectors based on alphaviruses;
Current opinion in molecular therapeutics, vol. 1, no. 2, 1999, p. 244 - 251, ISSN 1464-8431, besk-
river en a-virusvektor som omfatter en promoter T7 eller SP6 for rekombinant ekspresjon av gener

av interesse. Disse vektorene kan brukes til levering av gener som nakent RNA eller DNA.

McCormick et al.: Introduction of replication-competent hepatitis C virus transcripts using a tetracy-
cline-regulable baculovirus delivery system; Journal of general virology, vol. 85, no. 2, 2004, besk-
river et avgivelsessystem for baculovirus som muliggjer tetracyklinregulert ekspresjon av pollavle-
det hepatitt C-virustranskripter, og relaterer seg til bruken av et hammerhode-ribozym som en

spacer for & muliggjere innfering av baculovirusvektorer som inneholder HCV.

Manipulering av genomet av RNA-virus, og seerlig for & generere svekkede stammer, krever til-
gjengeligheten av et infeksigst cDNA-system, det vil si av en fullstendig DNA-kopi av RNA-
genomet til disse virus (rundt 12 000 baser), i stand til & kunne transkriberes i en vertscelle for &

generere en viral RNA som kan reprodusere i denne celle.

Konvensjonelt og for a fremstille en infeksigs cDNA for a-virus blir cDNA av det komplette, virale
genom fusert ved 5'-enden til en SP6- eller T7-promotersekvens som klones inn i et plasmid. Dette
plasmidkonstrukt spaltes ved 3'-enden med et restriksjonsenzym og benyttes sa i et in vitro tran-
skripsjonssystem for a4 syntetisere en genomisk RNA ved bruk av SP6- eller T7-RNA-polymerase.
Denne RNA transfekteres inn i celler sensitive mot det angjeldende virus. Etter noen dager blir
nydannet virus frigitt til kultursupernatanten. Det har saledes vaert mulig a oppna infeksigse
cDNA'er for et stort antall a-virus, for eksempel for SV (Sindbis virus; RICE et al., J. Virol, 61, 3809-
3819, 1987), SFV (Semliki Forest Virus; LILIESTROM et al., J. Virol, 65, 4107-4113, 1991), VEE-
viruset (venezuelsk equinencefalittvirus; DAVIS et al., Virology, 171, 189-204, 1989) og EEE-
viruset (ostlig equinencefalittvirus; SCHOEPP et al., Virology, 302, 299-309, 2002).
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Nar det gjelder Salmonidae a-virus, svikter imidlertid forsgk pa a4 generere en infeksios cDNA ved

bruk av denne vei.

Foreliggende oppfinnere har funnet at dette problemet kan lgses ved a innfgre en vilkarlig ytterlige-
re sekvens som virker som en spacer mellom SP6- eller T7-promoteren og starten av det virale
genom. Addisjonen av denne sekvensen gjer det mulig & generere in vitro en genomisk RNA som,

ved transfeksjon inn i fiskeceller, tillater syntesen av de ikke-strukturelle proteiner.

For a generere en infeksies RNA har oppfinnerne erstattet den vilkarlige sekvens som virker som
spacer, med en hammerhoderibozymsekvens. De har observert at den RNA som er neosyntetisert
fra dette konstrukt, nayaktig spaltes ved det farste nukleotid av den genomiske RNA av a-viruset.
Den RNA som oppnas pa denne mate, har evnen til & syntetisere nsP-proteinene som skal replise-
res, for a tillate syntesen av en subgenomisk RNA som koder de strukturelle proteiner, og til slutt &

kunne innkapsles for & generere infeksigse, virale neopartikler.

Foreliggende oppfinnere har ogsa benyttet dette konstrukt for innskyting av en heterolog sekvens
under kontrollen av den subgenomiske promoter av SDV. De har observert at denne sekvens ut-
trykkes i cellene som er infektert med konstruktet, og at det virale genom omfattende denne se-

kvens kan innkapsles normalt i de virale partikler.

Et formal med oppfinnelsen er en rekombinant DNA som er avledet fra genomet av et Salmonidae
a-virus og som omfatter:
- en transkripsjonspromoter, og
- nedstrems promoteren og under transkripsjonell kontroll derav en spacersekvens pa minst
5 nukleotider og fortrinnsvis fra 10 til 100 nukleotider;

- cDNA'et av den genomiske RNA av et Salmonidae a-virus.

Transkripsjonspromoteren kan vaere en hvilken som helst promoter som gjenkjennes av en RNA-
polymerase som uttrykkes i vertscellen. Den kan for eksempel vaere en bakteriofagpromoter som
T7-promoteren, T3-promoteren eller SP6-promoteren; i dette tilfellet ma den rekombinante DNA
ifalge oppfinnelsen benyttes i kombinasjon med et konstrukt som uttrykker en RNA-polymerase

som gjenkjenner denne promoter.

En promoter som gjenkjennes av en endogen RNA-polymerase hos vertscellen og saerlig av RNA-
polymerase Il, kan ogsa benyttes. Den kan veere en viral promoter, for eksempel en av de som
vanligvis benyttes for ekspresjonen av heterologe gener i mammalceller, som CMV-(cytomegalo-
virus-)promoteren, RSV-(Rous Sarcoma Virus-)promoteren, den SV40 tidlige promoter, MoMLV-
(Moloney Murine Leukemia Virus-)promoteren, og sa videre; den kan ogsa veere en eukaryotisk
promoter, for eksempel en fiskepromoter som den som er beskrevet av ALONSO et al. (Vaccine,
21, 1591-1600, 2003).

Funksjonen for spacersekvensen er a bringe i avstand promoteren fra starten av a-virusgenomet;
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dens sekvens er derfor ikke vesentlig for implementeringen av oppfinnelsen. Hva angar lengden,
har oppfinnerne observert at en sekvens pa 6 nukleotider kan gi tilstrekkelig avstand. Generelt vil
det veere foretrukket a benytte en lengre sekvens pa rundt 10 til 100 nukleotider og szerlig 50 til 100

nukleotider.

Meget fordelaktig benyttes det en spacersekvens som tillater innskyting av et hammerhoderibozym

ved 5'-enden av den genomiske RNA.

Hammerhoderibozymer er sma ribozymer (generelt pa rundt 40 til 80 nukleotider) som har felles en
sekundeer struktur bestaende av 3 helikser hvis sterrelse og sekvens kan variere, forbundet med
en bevart sentral kjerne som er vesentlig for den katalytiske aktivitet (RUFFNER et al., Bio-
chemistry, 29, 10695-10702, 1990).

Sekvensen som tillater innfaring av et hammerhoderibozym pa 5'-enden av den genomiske RNA

av et Salmonidae a-virus, er definert ved den generelle formel (1):
5 X1CTGANGARX:2B2X"2 YGAAAX3BsX'sTH 3' 0]

der A, T, G og C har deres vanlige betydning; Her C, T eller A; Y er Aeller G; RerCellerT; N er
A, T, G eller C; X1 er et oligonukleotid pa minst 3 nukleotider, fortrinnsvis fra 6 til 10 nukleotider,
med en sekvens komplementeer til den til 5'-enden av genomet av nevnte a-virus; Xz er et oligo-
nukleotid pa minst 3 nukleotider og seerlig fra 3 til 5 nukleotider, med en hvilken som helst sekvens;
B2 betyr et oligonukleotid med 4 eller 5 nukleotider, med en hvilken som helst sekvens; X'z betyr et
oligonukleotid som er komplementzaert til X2; Xs betyr et oligonukleotid pa minst 2 nukleotider og
seerlig 6 til 10 nukleotider, med en hvilken som helst sekvens; B3 betyr et oligonukleotid med 4 til 5
nukleotider, med en hvilken som helst sekvens; X's betyr et oligonukleotid som er komplementeert
til Xs.

For a sikre korrekt terminering av a-virus RNA'et nar det benyttes en bakteriofagpromoter, vil det
rekombinante DNA ifglge oppfinnelsen ogsa konvensjonelt omfatte transkripsjonsterminatoren som
tilsvarer den benyttede promoter. Nar det benyttes en promoter som gjenkjennes av en endogen

RNA-polymerase i vertscellen, benyttes en polyA-hale fusert til 3'-enden av det virale genom.

De rekombinante DNA'er ifelge oppfinnelsen kan lett konstrueres fra den cDNA som oppnas ved
reverstranskripsjon av den genomiske RNA av det valgte Salmonidae o-virus. Hvis gnskelig kan
forskjellige modifikasjoner foretas pa denne cDNA i henhold til den bruk som tilsiktes for den re-
kombinante DNA ifalge oppfinnelsen. Denne kan for eksempel involvere innfaring av ett eller flere
restriksjonsseter, delesjon av deler av det virale genom og seerlig deler som ikke kreves for dens
reproduksjon (for eksempel alle eller en del av omradet som koder de strukturelle proteiner), dupli-
seringen av virale sekvenser, innferingen av heterologe sekvenser, og sa videre. Det kan ogsa
involvere mutasjoner hvis effekter pa egenskapene hos disse a-virus, for eksempel pa deres infek-

siose kapasitet, deres patogenisitet av deres antigenisitet, er gnskelig a teste.
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Uttrykkene "cDNA av den genomiske RNA av et Salmonidae a-virus" eller "cDNA av et Salmonidae
a-virus" som benyttet her, skal tolkes til & omfatte bade den cDNA som oppnas ved revers-
transkripsjon av den genomiske RNA av nevnte a-virus, og den cDNA som er modifisert som anty-

det ovenfor.

Foreliggende oppfinnelse gjer det saledes mulig & giennomfere manipulering av Salmonidae a-
virusgenomet med henblikk pa forskjellige applikasjoner, og a fremstille, i store mengder og repro-

duserbart, de saledes oppnadde Salmonidae a-virus.

Foreliggende oppfinnelse gjer det mulig szerlig & konstruere, fra Salmonidae a-virus, ekspresjons-
vektorer med struktur tilsvarende de som allerede er konstruert fra andre a-virus (for en oversikt
henvises det for eksempel til FROLOV et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93, 11371-11377, 1996).
Disse ekspresjonsvektorer kan veere av to hovedtyper:

- vektorer som er i stand til reproduksjon, av ekspresjon av den heterologiske sekvens som
er innskutt, og & bli innkapslet for a gi nye, virale partikler. Disse vektorer oppnas generelt
fra det komplette genom av et a-virus ved innfgring i den sistnevnte av den heterologe se-
kvens av interesse under kontroll av en kopi av den subgenomiske promoter;

- vektorer i stand til reproduksjon og ekspresjon av den heterologe sekvens som er innskutt
deri, men ikke i stand til & produsere nye, virale partikler. Disse vektorer oppnas generelt
ved & erstatte omradet av a-virusgenomet som koder de strukturelle proteiner med den he-
terologe sekvens av interesse. Innkapslingen av viruset kan kun skje hvis de strukturelle
proteiner tilveiebringes i trans i vertscellene, for eksempel pa grunn av innfering i cellene
av hjelpervektorer som uttrykker disse proteiner, eller pa grunn av bruken som vertsceller
av cellelinjer som stabilt transformeres med ekspresjonskassetter som uttrykker disse pro-

teiner.

Rekombinante DNA'er ifglge oppfinnelsen kan saledes benyttes for ekspresjonen av en heterolog
sekvens av interesse under kontrollen av en subgenomisk promoter av et Salmonidae a-virus. |
dette tilfellet inneholder Salmonidae a-virus cDNA-innskuddet en eller flere ekspresjonskassetter,
der hver av hvilke inneholder: en kopi av nevnte subgenomiske promoter og nedstreams av nevnte
subgenomiske promoter og under den transkripsjonelle kontroll derav en heterolog sekvens som

det er @nskelig 4 uttrykke, eller et kloningssete for innskuddet av denne sekvens.

Den subgenomiske promoter av a-virus gjenkjennes av nsP-komplekset og kontrollerer transkrip-
sjonen av genene som koder de strukturelle proteiner. | Salmonidae a-virus er denne promoter

lokalisert i omradet av genomet som omfatter enden av sekvensen som koder nsp4, og skjeteom-
radet (nar det gjelder SDV), er denne promoter lokalisert i omradet tilsvarende nukleotidene 7686-
7846 av genomet, omfattende de minst 124 nukleotider av sekvensen som koder nsp4, og skjote-

omradet).

Den heterologe sekvens kan veere en sekvens som koder et protein av interesse eller ogsa en
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sekvens som transkriberes inn i en RNA av interesse, for eksempel en antisense RNA eller en
interfererende RNA.

Et formal med oppfinnelsen er ogsa en fremgangsmate for & oppna en RNA av et Salmonidae o-
virus som karakteriseres ved at den omfatter innforingen av et konstrukt ifelge oppfinnelsen i en

egnet vertscelle og dyrking av vertscellen.

Vertscellene som kan benyttes innen oppfinnelsens kontekst er fortrinnsvis fiskeceller; som ikke
begrensende eksempler kan nevnes BF-2 (ATCC CCL-91)-, CHSE214 (ATCC CCL55)- eller RTG-
2 (ATCC CRL-1681)-celler. Hvis ngdvendig blir disse celler transformert, transient eller stabilt, med
et konstrukt som uttrykker en RNA-polymerase som gjenkjenner promoteren som benyttes for

konstruksjonen av den rekombinante DNA ifglge oppfinnelsen.

Formalet med oppfinnelsen er ogsa en fremgangsmate for oppnaelse av en Salmonidae a-virus
RNA-replikon som karakteriseres ved at den omfatter innfaringen i en egnet vertscelle av et re-
kombinant DNA ifglge oppfinnelsen hvori spacersekvensen er en hammerhoderibozymsekvens

som definert i den generelle formel (1), og dyrking av vertscellen.

Uttrykket: "RNA-replikon" definerer her et RNA-molekyl som er i stand til a reprodusere autonomt i

en vertscelle.

For fremstillingen av rekombinante a-virus er det ngdvendig at alle de strukturelle proteiner som
kreves for innkapsling, ogsa uttrykkes i vertscellen. Denne ekspresjon kan gjennomfgres i cis (all
den genetiske informasjon som kreves for ekspresjonen av disse proteiner baeres av a-virus RNA-
replikonet), eller ogsa i trans (a-virus RNA-replikonet beerer ikke all den genetiske informasjon som
kreves for ekspresjon av disse proteiner, og den genetiske informasjon som mangler, tilveiebringes

av vertscellen).

Hvis den rekombinante DNA ifalge oppfinnelsen inneholder all den genetiske informasjon som
kreves for innkapsling, kan RNA-replikonet som produseres, innkapsles i vertscellen for derved a gi
rekombinante Salmonidae a-virus som er i stand il a penetrere inn i andre celler, a reprodusere
deres genom, og a bli innkapslet i nevnte celler autonomt. Slike virus er her definert som "infeksig-

se virus".

Hvis det rekombinante DNA ifalge oppfinnelsen ikke inneholder all den genetiske informasjon som
kreves for innkapsling (saerlig hvis den mangler alle eller en del av omradet som koder de struktu-
relle proteiner), kan RNA-replikonet som fremstilles, ikke innkapsles i vertscellen hvis ikke cellene i
trans tilveiebringer den genetiske informasjon for komplementering av den defiktive innkapslings-

funksjon (for eksempel hvis den er transformert, transient eller stabilt, med et konstrukt som uttryk-
ker de manglende, strukturelle proteiner). | det sistnevnte tilfellet kan rekombinante Salmonidae o-
virus produseres i denne vertscelle. De er i stand til & penetrere inn i andre celler og a reprodusere

deres genom i cellene men kan bli innkapslet der kun hvis, pA samme mate som initialvertscellen,
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nevnte celler kan transkomplementere den defiktive innkapslingsfunksjon. Slike virus er her defi-

nert som "abortive virus".

Gjenstanden for oppfinnelsen er ogsa transkriptene og ogséa de svekkede Salmonidae a-virus
RNA-replikonene og de infeksigse eller abortive svekkede rekombinante Salmonidae a-virus som

kan oppnas, som beskrevet ovenfor, fra de rekombinante DNA'er i henhold til oppfinnelsen.

Oppfinnelsen omfatter mer spesielt RNA-replikonene og de rekombinante Salmonidae a-virus som
kan oppnas fra de rekombinante DNA'er i henhold til oppfinnelsen hvori en eller flere modifikasjo-

ner er innfgrt som antydet ovenfor, inn i a-virusets cDNA.

De rekombinante ekspresjons-DNA'er, RNA-ekspresjonsreplikonene og de rekombinante ekspre-
sjons Salmonidae a-virus ifglge oppfinnelsen kan benyttes for a oppna vaksiner, for eksempel for a

oppna svekkede eller inaktiverte Salmonidae a-virus-vaksinestammer.

En gjenstand for oppfinnelsen er ogsa vaksinene omfattende et rekombinant DNA, en RNA-
replikon eller et rekombinant Salmonidae a-virus i henhold til oppfinnelsen, eller som kan oppnas

derfra. Disse vaksiner kan benyttes saerlig for beskyttelse av Salmonidae mot a-virusinfeksjoner.

Foreliggende oppfinnelse vil forstas tydeligere ut fra den ytterligere beskrivelse som falger og som
henviser til ikke-begrensende eksempler som illustrerer oppnéaelsen av en rekombinant DNA, av

RNA-replikoner og av rekombinante virus ifglge oppfinnelsen, fra SDV.

Eksempler

Virus og celler

Virusene som benyttes i eksemplene som fglger stammer fra S49P stammen av SDV, og er be-
skrevet tidligere (CASTRIC et al., Bulletin of the European Association of Fish Pathologists, 17, 27-
30, 1997).

Disse virus formeres pa monosjiktkulturer av BF-2-celler, dyrkes ved 10 °C i Eagles minimum es-
sensielle medium (EMEM, Sigma FRANKRIKE) som er bufret til pH 7,4 med Tris-HCI og supplert
med 10 % fetalkalveserum. For & oppna et bedre utbytte under transfeksjonene er BF-2 cellene

som benyttes, avledet fra subkloner valgt pa basis av deres evne til effektivt & kunne transfekteres.
Denne seleksjon ble gjennomfart som falger:

BF-2-celler ble dyrket i en 96-brgnners plate i en mengde av en celle per brenn. Etter en maned
ble 24 av de saledes oppnadde kloner valgt vilkarlig og forsterket i to 12-br@nners plater. Hver av
disse kloner ble transfektert med et testplasmid (pcDNA3-G), oppnadd ved innskyting av sekven-
sen som koder glykoprotein G av VHSV-viruset (viral hemorragisk septicaemiavirus) i vektoren

pcDNA3 (InVitrogen), nedstreams CMV-promoteren og T7-promoteren. Effektiviteten for transfek-
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sjonen ble bestemt ved evaluering av nivaet av ekspresjonen av glykoprotein G under kontrollen av

CMV-promoteren, ved immunofluorescens, ved bruk av et antistoff rettet mot dette protein.

De elleve kloner hvori fluorescensen var sterkest ble valgt og forsterket. Hver av disse kloner ble
testet igjen som antydet ovenfor med henblikk pa evnen til & kunne transfekteres med pcDNA3-G,
men denne gang etter forutgdende infeksjon med vTF7-3 (FUERST et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 83, 8122-8126, 1986), og ved evaluering av ekspresjonsnivaet av glykoprotein G under kon-
trollen av T7 promoteren. Til slutt ble 5 kloner valgt med henblikk pa evnen til smitte med vTF7-3

kombinert med evnen til effektivt & kunne transfekteres.

Forsterkningsprimere:

Sekvensene for primerne som benyttes i eksemplene som fglger er antydet i tabell I.

Tabell 1
Primer |Sekvens (5'-3")" Restriksjons- | SEQID
sete NR.:

P1 CCGAATTCGTTAAATCCAAAAGCATACATATATCAATGATGC EcoRI 1

P2 CCCGGGGCGGCCCCAAGGTCGAGAACTGAGTTG Smal 2

P3 CCCCGGGAGGAGTGACCGACTACTGCGTGAAGAAG Smal 3

P4 GGTCTAGAGTATGATGCAGAAAATATTAAGG Xbal 4

P5 CCTCTAGACCAACCATGTTTCCCATGCAATTCACC Xbal 5

P6 CCGCGGCCGCATTGAAAATTTTAAAAACCAATAGATGACTCA Notl 6

5'RIBO | GGATCCTGGATTTATCCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAAC- BamHI 7
TATAGGAAAGGAATTCCTATAGTCGATAAATCCAAAAGC

3'RIBO |GCCGGCGGAAGGGTTAGCTGTGAGATTTTGCATCATTGA- Nael 8
TATATGTATGCTTTTGGATTTATCGACTATAGGAATTCCTT

5'SanDl | CCTCGTCAGCGGGACCCATAATGCC SanDI 9

37 CCGCTGAGCGGTTGGTTGAGAGTATGATGC Bip1 10

Xbal-

Blp1

5'GFP | CCAACCGCTGAGCATGGTGAGCAAGGGCGAGG Bip1 11

3'GFP |GTGGCTAACGGCAGGTGATTCACGCTTAAGCTCGA- - 12
GATCTGAGTCCG

5'nspd | GCGTGAATCACCTGCCGTTAGCCACAATGGCGATGG- - 13
CCACGCTCG
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Primer |Sekvens (5'-3")" Restriksjons- | SEQID
sete NR.:
3'Jun CCATGCTGAGCGGTTGGTTGAGAGTATGATGC Bip1 14
nsP4-F | GGCGGCTTCCTGTTACTCGACACGG - 15
5'Pro- ATCGATGAACGATATCGGCCGCCGCTACACGCTATGGCG EcoV 16
GFP
3'Pro- CCGGAATGCTAGCTTAAGCTCGAGATCTGAGTCCG Nhel 17
GFP
3UTR |CGAGCTTAAGCTAGCATTCCGGTATACAAATCGC Nhel 18
T7t GGCTAGGTCGGCGGCCGCAAAAAACCCCTCAAGACCCG Nosl 19
GSP1 CCGCCGAGTCGCTCCAGTTGGCG - 20
GSP2 CGGGTTCTCCAGGACGTCCTTCAAG - 21
5'RACE- | GGCGGCGGCATGGTCGTTGGACGACCGG - 22
seq
Cap-R |CCTTCAGCATAGTCATGGCCTTCTTTGG - 23
GFP-R | TTAAGCTCGAGATCTGAGTCCGGAC - 24

Restriksjonssetene er understreket. Sekvensene i kursiv er en del av nsP4-sekvensen, og sekven-

sene indikert i bold er en del av GFP-sekvensen.

Eksempel 1: Kloning av det fullstendige SDV genom

Et helt SDV cDNA-konstrukt, pBS-VMS ble oppnadd fra cDNA-fragmenter (nummerert 1 til 3) som
dekket det komplette SDV-genom, oppnadd fra den tidligere publiserte sekvens (VILLOING et al.,
2000; WESTON et al., 2002, nevnt ovenfor; GENBANK aksessnummer:

NC_003433.1/G1:19352423). Hvert fragment ble forsterket ved reverstranskripsjon fulgt av PCR

(RT-PCR) ved bruk av den SDV-genomiske RNA som templat. RNA'et ble ekstrahert ved bruk av
det QlAamp virale RNA rensesett (Qiagen), fra de PEG-konsentrerte supernatanter sv SDV-

infekterte celler. Primerne (P1 til P6) som ble benyttet for reverstranskripsjonen og PCR-

forsterkningen, er gitt i tabell 1.

cDNA-fragmentene som ble oppnadd, ble ligert til hverandre og satt sammen pa det multiple klo-

ningssete av pBlueScript-plasmidet ved bruk av EcoRI-, Smal-, Xbal- og Notl-restriksjonssetene.

Det oppnadde plasmid er vist i figur 1.
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Som antydet i figur 1 ble et Xbal-restriksjonssete innfart kunstig for a lette etterfalgende klonings-
trinn. Sekvenseringen av pBS-VMS-konstruktet viste 42 variasjoner sammenliknet med den publi-
serte sekvens. Disse variasjoner er oppsummert i tabell || nedenfor og antydes ved bokstavene (a

til x) pa det pBS-VMS-konstrukt som er vist i figur 1.

Blant disse ble 8 sjansemutasjoner korrigert som falger: forskjellige deler av SDV RNA-genomet
tilsvarende de omrader av cDNA-genomet som inneholdt mutasjonen ble forsterket igjen ved RT-
PCR. Hvert PCR-produkt ble sekvensert og, hvis sekvensen var korrekt, skutt inn i stedet for sin
homolog i pBS-VMS-konstruktet ved bruk av de egnede restriksjonsseter og standardteknologi
(SAMBROOK et al., Molecular cloning: a laboratory manual, 2. utg. Cold Spring Harbor Laboratory
Press. Cold Spring Harbor, N.Y., 1989). Med unntaket av Xbal-restriksjonssetet inneholdt det en-
delige pBS-VMS-konstrukt en nayaktig cDNA-kopi av SDV RNA-genomet.

Tabell 1l

Posisjon (nt) Nukleotid* Aminosyre*

5'UTR 2 a T? A

nsP1 35 b T? A L? Q
1123 c G? A D? N
1519 d G? A G? R
1531 d Cc? A L? I

nsP2 1958 Cc? A A? D
2345 G? A G? E
2477 A? G E? G
2669 T? C L? P
3728 e G? C R? P
3934 f CG? GT R? \
3938 f G? T R? L
3941 f Cc? T S? F

nsP3 5084 Cc? T P? L
5095 A? G [? \

342179
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Posisjon (nt) Nukleotid* Aminosyre*
nsP4 6107 g T? C L? P
6392 T? A F? Y
6471 h A? C E? D
6505 i A? G K? E
7467 j A? C E? D
jun 7836 CA? AG
Kapsid 8337 k T? A F? I
8383 I T? A V? D
8415 m T? A Cc? S
8469 n G? T G? w
8482 o} A? C N? T
8486 o} T? -
8490 o} G? -
8504 p T? G
8506 p T? C rammeverk
8510 p T? A
8539 q G? -
8553-55r GcA? GeC | P? A
8556 r T? A F? I
E2 9310 s Cc? T T? M
9937 t T? G L? W
6K 10422 u GCG? AGC |A? S
E1 10858 A? G E? G
11709 v A? G R? G
11722 w A? -
11739 w T? - rammeverk
11751 X G? -

342179
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*Den fgrste posisjon tilsvarer den publiserte sekvens; den andre posisjon tilsvarer den cDNA se-
kvens som bestemmes i den foreliggende studie. De tilfeldige mutasjoner som ble korrigert er an-

tydet i bold. Bokstavene (a-x) henviser til figur 1.

Eksempel 2: Konstruksjon av en genomisk RNA som tillater syntesen av de ikke-strukturelle

SDV-proteiner i fiskeceller, og av en SDV-replikon som uttrykker GFP og luciferase

SDV cDNA-innskuddet ble overfort fra pBS-VMS til en vektor pcDNA3 (Stratagene) mellom EcoRI-
og Notl-restriksjonssetene, nedstrams den cytomegalovirus (CMV) umiddelbare tidligere (IE)-

promoter og en T7 RNA-polymerasepromoter. Det resulterende konstrukt ble kalt pSDV.

Det omradet av den cDNA som koder de strukturelle proteiner, ble fiernet ved digestering med
Xbal der et stede er i skjgptomradet og det andre i det multiple kloningssete av pDNA3 nedstrems

cDNA'et. Konstruktet ble autoligert for a gi plasmidet p-nsP, vist i figur 2A).

Plasmidet p-nsP ble sa linearisert med Xbal for, nedstrems omradet som koder de ikke-strukturelle
proteiner, a skyte inn en sekvens som koder GFP eller luciferase (LUC) og som foregas av enden
av skjetomradet og fulgt av den 3'-ikke-translaterte ende av SDV fusert til en poly (A)-hale. Det
kunstige Xbal-setet av skjgtomradet ble fiernet ved interutbytting av et SandDI/Bip/-fragment. Lese-
rammen for GFP eller den for luciferase kantes av to unike restriksjonsseter: et EcoRV-sete og et
BiPI-sete. | disse sluttkonstrukter kalt p-nsp-GFP og p-nsp-LUC, separeres CMV/T7 promoterkom-
binasjonen fra 5'-enden av SDV-genomet ved 61 nukleotider som hgrer til et multippelt kloningsse-

te av pcDNAS3. Disse konstrukter er vist i figur 2B.

For a evaluere funksjonaliteten av disse konstrukter for ekspresjonen av GFP- og LUC-rapportar-
gener ble hver av disse benyttet for & transfektere BF-2-celler som ble inkubert ved 10 °C i kultur-

platebranner (6 x 10° celler/brgnn), og luciferaseaktiviteten og GFP aktiviteten ble malt daglig.

For a male luciferaseaktiviteten ble de transfekterte celler hgstet far maling, vasket med PBS og
lysert md 75 pl 1 x lyseringsbuffer (25 mM Tris-fosfat (pH 7,8), 2 mM DTT, 2 mM 1,2-diamino-
cykloheksan-N,N,N',N'-tetraeddikstre, 10 % glyserol, 1 % Triton X-100). Lysatene gjgres klare ved
lavhastighetssentrifugering, og proteinene kvantiteres ved Bradfordmetoden for &4 normalisere pro-

vene.
50 pl luciferasereagens (Promega) settes til alikvoter av de klarede lysater.

Nar det gelder GFP, blir ekspresjonen i de transfekterte celler direkte fulgt ved observasjon under

et mikroskop i UV-lys.

Ekspresjonen av de ikke-strukturelle proteiner detekteres ved immunofluorescens fra dagen etter
transfeksjon og fremover. Pa den annen side respektivt for tiden etter transfeksjon ble verken luci-

feraseaktivitet eller GFP-fluorescens detektert.



10

15

20

25

13
Resultatene er gitt i tabell 11l nedenfor.
Tabell 1lI
Plasmidkonstrukt Ekspresjon av ikke-strukturelle | GFP ekspresjon | Luciferaseeks-
proteiner pre-sjon
p-nsp-GFP +++ -
p-nsp-LUC +++ -

Disse resultater antyder at den virale RNA ble transkribert, men at ingen ekspresjon av GFP- eller
luciferaserapportergenene som ble plassert under kontrollen av den SDV 26 subgenomiske promo-

ter, ble observert.

Dette gjer det mulig a anta at det replikative, virale kompleks ikke er funksjonelt pa grunn av det

faktum at 5'-enden ikke strikt er identisk med den til SDV-genomet.

Anvendelse av et ribozym som spacer:

En hammerhoderibozymsekvens (HH-sekvens) ble fusert til det forste nukleotid av 5'-enden av
SDV cDNA-genomet pa felgende mate: et Hind///-fragment av p-nsP inneholdende de farste to Kb
av SDV cDNA ble fjernet og subklonet inn i et plasmid pUC19 for a gi konstruktet pUC-SDV Hindlll.
Et BamHI/Nael-fragment inneholdende 5'-enden av SDV-genomet ble fjernet fra dette konstrukt og
ble erstattet med et syntetisk DNA-fragment generert ved hybridisering av de to partielt komple-
menteere oligonuklectider pa 79 og 80 nukleotider omfattende sekvensen av hammerhoderibozy-
met fusert til 5'-enden av SDV-genomet og fylling ved bruk av T4 DNA-polymerase Klenowfrag-
mentet. Sekvensen for disse oligonukleotider (5'RIBO og 3'RIBO) er gitt i tabell I.

Sekvensen for hammerhoderibozymet er representert i figur 3A; BamHI- og Nael-setene og T7-
promoteren er understreket. Ribozymspaltingssetet og starten for SDV-genomet er antydet ved

piler.

Etter digestering med de egnede restriksjonsenzymer ble det syntetiske DNA-fragment innskutt i
plasmidet pUC-SDV Hindlll for & gi konstruktet pUC-HH-SDV Hindlll. Det modifiserte HindllI-
fragment ble gjenvunnet fra dette konstrukt og gjeninnfert i plasmidet p-nsP for a gi konstruktet
pHH-nsP.

Det resulterende konstrukt pHH-nsP ble sa linearisert med Xbal og modifisert pA samme mate som
nar det gjelder p-nsP: innfaring nedstrems omradet som koder de ikke-strukturelle proteiner, av en
sekvens som koder GFP eller luciferase (LUC), kantet av Bip/- og EcoRV-setene og foregatt av

enden av skjgtomradet og fulgt av den 3'-ikke-translaterte ende av SDV, fusert til en poly (A)-hale,

342179
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korreksjon av det kunstige Xbal-sete. Sluttkonstruktene kalles pHH-nsP-GFP og pHH-nsP-LUC.

Trinnene for & oppna disse konstrukter er gitt i figur 3B.

Funksjonaliteten for disse konstrukter ble evakuert pa samme mate som for konstruktene p-nsP-
GFP og p-nsP-LUC.

Resultatene er vist i figur 4.

En signifikant luciferaseaktivitet detekteres fra og med 2 dager etter infeksjon og aker opp til 9 da-
ger etter transfeksjon (figur 4A). GFP-ekspresjon vises 4 dager etter transfeksjon og er optimal,

som for luciferase, etter 9 dager (figur 4B).

Disse resultater antyder at SDV-replikasekomplekset (nsP1, nsP2, nsP3 og nsP4) som uttrykkes
fra pHH-nsP-LUC- eller —.GFP-vektorene, er biologisk aktive og er i stand til replikering og transkri-
bering av en subgenomisk RNA inneholdende rapportergenene. Disse data viser ogsa at spalting-

en av 5'-enden av SDV-genomet effektivt ble gjennomfart av hammerhoderibozymet.

Eksempel 3: Konstruksjon av en infeksigs, rekombinant cDNA av SDV

En infeksies SDV cDNA-klon ble konstruert pa felgende mate:

Omradet som koder de strukturelle proteiner av SDV, ble innskutt mellom Bip/- og EcoRV-setene
av pHH-nsP-LUC som erstatning for sekvensen som koder luciferase, for a gi konstruktet pHH-
SDV.

Dette konstrukt ble ogsa modifisert ved innskyting av en T7-terminator (T7t): pHH-SDV-vektoren
ble linearisert ved digestering med Notl-restriksjonsenzymet og stumpendet ligert med et Bip//Nhel-
fragment av vektoren pET-14b (Novagen) inneholdende en T7-terminator (for ligering ble endene
av de to fragmenter fylt ved bruk av T4 DNA polymerase Klenowfragmentet). Det resulterende

konstrukt kalles pHH-SDV-T7t. Trinnene for a oppna dette konstrukt er vist skjematisk i figur 5.

Dette konstrukt ble benyttet for & transfektere BF-2-celler som var smittet med den rekombinante
vaksinevirus vTF7-3 som uttrykker T7 RNA-polymerasen (FUERST et al., 1986, nevnt ovenfor).
BF-2-celler (rundt 1,2 x 10° celler/brann) dyrkes i 12-br@gnners plater og smittes med vTF7-3 (infek-
sjonsmultiplisitet = 5). Etter 1 times adsorpsjon ved 37 °C vaskes cellene to ganger og transfekte-
res med 1,6 yg pSDV ved bruk av Lipofectamine 2000-reagensen i henhold til produsentens in-
struksjoner (Invitrogen). Cellene inkuberes i 7 timer ved 37 °C og vaskes med MEM-medium far
overfgring til 10 °C og inkuberes ved denne temperatur i 7 eller 10 dager. | visse forsgk gjennomfg-
res transfeksjoner i henhold til den samme protokoll, men uten forutgaende infeksjon av cellene
med vTF7-3.

7 dager og 10 dager etter transfeksjon fikseres cellene med en alkohol:aceton 1:1-blanding ved 20

°C i 15 minutter og inkuberes med et assortiment av monoklonale antistoffer rettet mot strukturelle
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eller ikke-strukturelle proteiner av SDV idet antistoffene fortynnes til 1:1 000 i PBS-Tween. Etter
inkubering i 45 minutter ved omgivelsestemperatur vaskes cellene og inkuberes med et anti-
museimmunoglobulinantistoff (Biosys, Frankrike). Etter vasking undersgkes cellene med et mikro-

skop under UV-lys.

Parallelt blir supernatantene gjenvunnet, gjort klare ved sentrifugering ved 10000 x g i en mikro-
sentrifuge og benyttet for a smitte friske BF-2 celler, dyrket ved 10 °C som et monosijikt i 24-
branners plater. Cellene som smittes pa denne mate, analyseres ved immunofluorescens som

beskrevet ovenfor.

Resultatene som observeres 7 dager etter transfeksjon er vist i figur 6A: noen sma loki opptrer;
disse er starre 10 dager etter infeksjon, noe som muligens reflekterer en celle-mot-celle-infeksjon
ved rekombinant SDV.

Den rekombinante SDV har et Bip/-restriksjonssete som er fraveerende fra villtypeviruset. For &
verifisere at viruset som fremstilles av de smittede celler virkelig er den rekombinante SDV, blir
RNA'et ekstrahert fra cellene som er smittet med den rekombinante SDV etter den farste passasje,
og benyttet som et templat for 4 gjennomfare en RT-PCR ved bruk av primerne NsP4-F og CapR
som kanter Bip/-setet. Posisjonen for disse primere er antydet i figur 6C. Det gjennomferes ogsa
en RT-PCR med de samme primere ved bruk av RNA som er ekstrahert fra celler som er smittet

med villtypeviruset.

Forsterkningsproduktene digesteres med Bipl, og deres restriksjonsprofiler sammenliknes. Resul-
tatene er vist i figur 6B. | fravaer av Bip/ (-Blp!) observeres et fragment pa 1326 nukleotider med
den rekombinante SDV som med villtypeviruset. Etter digestering med Bip/ (+Bip/) forblir dette
fragment intakt nar det gjelder villtypeviruset og gir et fragment pa 990 nukleotider og et fragment

pa 336 nukleotider nar det gjelder den rekombinante SDV.

Eksempel 4: In vivo infeksjon med den rekombinante SDV

For a verifisere den infeksigse evne hos den rekombinante SDV, ble 50 friske unge regnbuegrreter
(Oncorhynchus mykiss) smittet ved nedsenking i 2 timer i et akvarium fylt med vann ved 10 °C og
inneholdende 5 x 10* PFU/ml villtype SDV eller rekombinant SDV, oppnadd fra smittede BF-2-
celler. Akvariet fylles sa til 30 liter med friskt vann. Fisk som benyttes som kontroll behandles under

de samme betingelser med kulturmedium i stedet for den virale suspensjon.

3 uker etter infeksjon ble noen fisker avlivet, og homogenater av organer av hver fisk ble benyttet
for a smitte BF-2-celler. Analyse av disse celler ved immunofluorescens som beskrevet i eksempel
3 ovenfor, viser naerveeret av virus i cellene smittet med organhomogenatene fra fisk som var smit-

tet med villtype SDV eller med rekombinant SDV (resultater er ikke vist).
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All den avlivede fisk var positiv pa SDV, og den virale titer var rundt 107 PFU/ml for villtype SDV
som for den rekombinante SDV.
Eksempel 5: Konstruksjon av en infeksigs rekombinant SDV som uttrykker et heterologt gen

For a produsere et infeksigst, rekombinant virus som uttrykker GFP, blir den infeksiese cDNA pHH-
SDV-T7t modifisert pa to forskjellige mater for a skyte inn en ytterligere ekspresjonskassett som
uttrykker GFP.

1) Konstruksjon av den infeksigse cDNA pHH-SDV-GF Pfirst

pHH-nsP-GFP konstruktet benyttes som templat for & generere to separate PCR forsterkningspro-
dukter: "GFP PCR"-produktet oppnadd ved a anvende 5'-GFP- og 3'-GFP-primerne (tabell 1); den
"subgenomiske SDV PCR" oppnas ved bruk av 5'nsP4(77-6-7750)- og 3'Jun-primerne (tabell 1).
Fordi den eksakte lokasjon og den minimale starrelse for den SDV-subgenomiske promoter ennd
ikke er bestemt, ble det benyttet et fragment pa rundt 100 nukleotider inneholdende enden av se-
kvensen av nsP4 og skjgtomradet. Den SDV-subgenomiske promoter blir sa ligert ved PCR i en
posisjon 3' for sekvensen som koder GFP ved blanding av de to produkter som stammer fra den

forste forsterkning og bruk av 5'GFP- og 3'Jun-primerne.

Det resulterende forsterkningsprodukt (GFP-SDVPro) digesteres med Blpl og settes inn i pHH-
SDV-T7t-konstruktet, digestert pa forhand med Blp/ for & oppna den infeksiese cDNA pHH-SDV-
GFPfirst.

2) Konstruksjon av den infeksigse cDNA pHH-SDV-GFPsecond

| dette konstrukt er GFP ekspresjonskassetten innskutt nedstrams de strukturelle gener.

To PCR forsterkningsprodukter genereres:
- den SDV subgenomiske promoter fusert til GFP (produkt PCR1) ved bruk av 5'ProGFP og
3'ProGFP (tabell 1) som primere og pHH-nsP-GFP-konstruktet som matriks;
- det 3'ikke-translaterte omradet av SDV fusert til en poly(A)-hale og til T7-promoteren (pro-
dukt PCR2), ved bruk av 3'UTR og T7t (tabell 1) som primere og pHHSDV-T7t-konstruktet

som templat.

PCR1- og PCR2-produktene settes sammen ved PCR ved bruk av 5'ProGFP- og T7t-primerne.
PCR-forsterkningsproduktet digesteres med EcoRV og Notl og skytes inn i pHH-SDV-konstruktet
som digesteres med de samme enzymer for derved a oppna den infeksiese cDNA pHH-SDV-
GFPsecond.

Disse to konstrukter er vist skjematisk i figur 7A.

Disse konstrukter benyttes for & transfektere BF-2-celler som er smittet med vTF7, og GFP-

ekspresjonen fglges daglig. Resultatene er vist i figur 7B.
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GFP-ekspresjonen er detekterbar fra og med 7 dager etter transfeksjon for de to pHH-SDV-GFP-
konstrukter. Imidlertid observeres en mer intens ekspresjon av GFP nar GFP-genet er lokalisert

nedstrams de strukturelle proteingener i genomet.

Under kloningen av GFP-genet i pSDV for a oppna pHH-SDV-GF Pfirst-konstruktet, ble et plasmid
(pHH-SDV-GFPs) som var antatt a inneholde 3 GFP-kassetter, valgt.

Dette plasmid er vist skjematisk i figur 8A.

En RT-PCR ved bruk av nsP4-F- og GFP-R-primerne (tabell 1) gjorde det mulig & bekrefte at effek-
tivt 3 GFP-kassetter var til stede i pHHSDV-GFPs-plasmidet.

Resultatene av denne RT-PCR er vist i figur 8B. Sammen representerer disse tre GFP-kassetter et
DNA-fragment pa 2,7 kb.

Dette konstrukt ble transfektert inn i BF-2-celler som var smittet med vTF7-3, og opptreden av loki

av smittede celler etter 9 dager bekreftet funksjonaliteten for dette konstrukt.

Disse resultater viser at SDV kan inneholde en heterolog nukleinsyre som er mer enn 20 % lenger

enn villtypevirusgenomet.
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<210>1
<211>42
<212> DNA
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<220>
<223> Amorce PCR

<400> 1
ccgaattcgt taaatccaaa agcatacata tatcaatgat gc

<210> 2
<211>33
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Amorce PCR

<400> 2
ccecggggegg cecccaaggte gagaactgag ttg

<210>3
<211> 35
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Amorce PCR

<400> 3
ccececgggagg agtgaccgac tactgegtga agaag

<210> 4
<211> 31
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Amorce PCR
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<400> 4
ggtctagagt atgatgcaga aaatattaag g

<210>5
<211> 35
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Amorce PCR

<400> 5
cctctagacc aaccatgttt cccatgcaat tcacc

<210>6
<211>42
<212> DNA
<213> Avrtificial

<220>
<223> Amorce PCR

<400> 6
ccgcggecgce attgaaaatt ttaaaaacca atagatgact ca

<210>7
<211>79
<212> DNA
<213> Avrtificial

<220>
<223> Amorce PCR

<400> 7

ggatcctgga tttatcetga tgagtecgtg aggacgaaac tataggaaag gaattcctat
agtcgataaa tccaaaage

<210>8

<211>80

<212> DNA

<213> Avtificial

<220>
<223> Amorce PCR

<400> 8

gceggeggaa gggttagetg tgagattttg catcattgat atatgtatge ttttggattt
atcgactata ggaattectt

<210>9

<211>25

<212> DNA
<213> Avrtificial
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<220>
<223> Amorce PCR

<400>9
cctcgtcage gggacccata atgec

<210>10
<211>30
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Amorce PCR

<400> 10
ccgctgageg gttggttgag agtatgatge

<210> 11
<211> 32
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Amorce PCR

<400> 11
ccaaccgctg agcatggtga gcaagggcga gg

<210> 12
<211> 47
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Amorce PCR

<400> 12
gtggctaacg gcaggtgatt cacgcttaag ctcgagatct gagtccg

<210> 13

<211 >45
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Amorce PCR

<400> 13
gcgtgaatca cctgecgtta gccacaatgg cgatggecac geteg

<210> 14
<211> 32
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Amorce PCR
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<400> 14
ccatgctgag cggttggttg agagtatgat gc

<210> 15
<211> 25
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Amorce PCR

<400> 15
ggcggcttce tgttactcga cacgg

<210> 16
<211> 39
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Amorce PCR

<400> 16
atcgatgaac gatatcggec gecgcetacac getatggeg

<210> 17
<211> 35
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Amorce PCR

<400> 17
ccggaatgct agcttaagct cgagatctga gtceg

<210> 18
<211> 34
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Amorce PCR

<400> 18
cgagcttaag ctagcattcec ggtatacaaa tcge

<210> 19
<211>38
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Amorce PCR

<400> 19
ggctaggtcg gecggecgceaa aaaaccectc aagacccg

32

25

39

35

34

38
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<210> 20
<211> 23
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Amorce PCR

<400> 20
ccgecgagte getecagttg geg

<210> 21
<211> 25
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Amorce PCR

<400~ 21
cgggttctcc aggacgtect tcaag

<210>22
<211>28
<212> DNA
<213> Avtificial

<220>
<223> Amorce PCR

<400> 22
ggcggeggea tggtegttgg acgaccgg

<210> 23
<211>28
<212> DNA
<213> Avtificial

<220>
<223> Amorce PCR

<400> 23

ccttcagcat agtcatggcc ttctttgg
<210>24

<211>25

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Amorce PCR

<400> 24
ttaagctcga gatctgagtc cggac

22

23

25

28

28

25
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Patentkrayv

Rekombinant DNA avledet fra genomet av et Salmonidae a-virus og omfattende:
- en transkripsjonspromoter; og
- nedstrems promoteren og under transkripsjonell kontroll av denne;
- en spacersekvens pa minst 5 nukleotider;
- cDNA'et av det genomiske RNA av et Salmonidae a-virus, k ara kteri -
sert ved atspacersekvensen erdefinert ved den generelle formel (1) neden-
for:

5' X1CTGANGARX2B2X"2Y GAAAX3B3X'sTH 3' "
der

A, T, G og C har deres vanlige betydning;

H betyr C, T eller A,

Y betyr A eller G;

R betyr C eller T;

N betyr A, T, G eller C;

X1 betyr et oligonukleotid pa minst 3 nukleotider, fortrinnsvis fra 6 til 10 nukleo-
tider, med sekvens komplementeer til den til 5'-enden av genomet av nevnte a-virus;

X2 betyr et oligonukleotid pa minst 3 nukleotider og fortrinnsvis fra 3 til 5 nukleo-
tider, med en hvilken som helst sekvens;

B2 betyr et oligonukleotid pa 4 eller 5 nukleotider med en hvilken som helst se-
kvens;

X'2 betyr et oligonukleotid som er komplementeer til Xz;

X3 betyr et oligonukleotid pa minst 2 nukleotider, fortrinnsvis 6 til 10 nukleotider,
med en hvilken som helst sekvens;

Bs betyr et oligonukleotid pa 4 til 5 nukleotider med en hvilken som helst se-
kvens; og

X's betyr et oligonukleotid som er komplementeert til Xs.

Rekombinant DNA ifelge krav1, kara kterisert ved atSamoni-
dae a-virus cDNA-innskuddet inneholder en eller flere ekspresjonskassetter der hver av
hvilke inneholder: en kopi av nevnte subgenomiske promoter og nedstroms den subge-
nomiske promoter og under transkripsjonell kontroll av denne en heterolog sekvens

som det er gnskelig a uttrykke, eller et kloningssete for innfgringen av denne sekvens.

Fremgangsmate for fremstilling av et Salmonidae a-virus RNA-replikon, k a r a k -
terisert ved atdenomfatterin vitro-innfaring i en vertscelle av et re-

kombinant DNA ifglge krav 1, og dyrkningen av vertscellen.

Svekket Salmonidae a-virus RNA-replikon, k ara kterisert ved

at det er oppnadd ved hjelp av en metode ifelge krav 3.
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Fremgangsmate for fremstilling av et rekombinant Salmonidae a-virus, k a r a k -
terisert ved atdetomfatterin vitro-innfaringen av et rekombinant DNA
ifglge et hvilket som helst av kravene 1 og 2, eller en RNA-replikon ifolge krav 4, i en
vertscelle hvori alle de strukturelle proteiner for nevnte a-virus som kreves for dens inn-

kapsling, uttrykkes, og dyrkingen av vertscellen.

Fremgangsmate ifelge kravd, k ara kterisert ved atallgenetisk
informasjon for ekspresjonen av de strukturelle proteiner baeres av nevnte rekombinan-
te DNA eller nevnte RNA-replikon.

Fremgangsmate ifelge kravd, k ara kterisert ved atallelleren
del av den genetiske informasjon for ekspresjonen av nevnte strukturelle proteiner er til-

veiebrakt i trans av vertscellen.

Svekket rekombinant Salmonidae a-virus, k ara kterisert ved at

det kan oppnas ved hjelp av en metode ifelge et hvilket som helst av kravene 5 til 7.

Anvendelsen av et rekombinant DNA ifolge et hvilket som helst av kravene 1 og 2, av et
svekket Salmonidae a-virus RNA-replikon ifglge krav 4 eller av et svekket rekombinant

Salmonidae o-virus ifglge krav 8, for fremstilling av en vaksine.

Vaksine,k ara kterisert ved atdetomfatter et svekket rekombin-

ant Salmonidae a-virus ifglge krav 8.
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