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Rekombinantni hmyzf virus s omezenou
schopnosti §iFit se v Zivotnim prostiedi na
hostitele a zpiisob jeho vyroby

Rekombinantnf neinfekéni hmyz{ virus se zmén&nym gene-
tickjm zékladem, jehoZ funkénost se obnovi genovou
komplementaci, &imZ se opét ptipravi forma viru infek&ni
pro hmyz. Dile je popséna inzerce heterologniho genu do
virového genomu, pfitemZ touto inzerci se docili produkce
l4tky, s potlatujicimi nebo modifikaénimi Glinky pro
hmyz, timto virem a tim se zlep#i bioinsekticidni G¢inek a
genetickd stabilita Zddanych vlastnostf. Rekombinantni
hmyzi virus m4 omezenou schopnost §itit se v Zivotnim
prostfedi z hostitele na hostitele.
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zivotnim prostfedi z hostitele na hostitele a zplsob jeho

vyroby

Oblast techniky

Tento vyndlez se tykd neinfekéniho hmyziho viru se
zménénym genetickym zdkladem, jehoZz funkénost se obnovi
genovou komplementaci, ¢imZ se opet pripravi forma viru,
infeké&ni pro hmyz. Tento vyndlez se ddle zabyvad inzerci
heterologniho genu do virového genomu, pficemZ touto inzerci
se dosahne toho, Ze virus produkuje latku s potlac¢ujicimi
nebo modifikaénimi 4éinky na hmyz a tim se zlepsi
bioinsekticidni Ué¢inek a genetickd stabilita Zadanych

vlastnosti.

Dosavadni stav techniky

V tomto popisu se pouzivaji ndsledujici zkratky:

A. cal. - Autographa californica

ACMNPV - jaderny polyedralni virus Autographa californica

bp =~ pary bazi

ECV - extraceluldrni virus

GV - granuldzni virus

kD - kilodaltony

MOI - multiplicita infekce

NPV - jaderny polyedrdlni virus

OB =~ okluzni téleso

OV - okludovany virus

PCR - retézova polymeraéni reakce

PDV - virus odvozeny od polyedralniho viru

p.i. - po infekci

PIB - polyedrdlni inkluzni téleso (znamé také Jjako OB -
okluzni téleso)




5'UTR - sekvence mRNA nebo genovd sekvence odpovidajici
oblasti, ktera zacina od startovniho mista
transkripce genu a pokracuje aZ k posledni bazi
nebo poslednimu pdru bdzi, ktera (ktery) pfedchazi
iniciaéni koddén pro syntézu proteinu
3'UTR - sekvence mRNA nebo genova sekvence odpovidajici
oblasti, kterd zaéind od prvni bdze nebo prvniho
paru bazi za terminaénim koddnem pro syntézu
proteinu a pokraduje aZ k posledni bazi kédované
genem na 3'konci mRNA
(+)-vldkno - vlakno DNA genu a jeho lemujici sekvence,
které md& stejny smysl &teni jako RNA, ktera
je od tohoto genu odvozena
(=)-vldkno - vlédkno DNA genu a Jjeho lemujici sekvence,
které je komplementarni k (+)=-vlaknu.

Vyndlez se vztahuje na vdechny hmyzi viry, véetné
DNA a RNA vird. Mezi DNA viry se zahrnuji entomopox viry
(EPV) a viry &eledi Baculoviridae, jako jsou jaderné poly-
edralni viry (NPV) a granulézni viry (GV) a podobné. Mezi
RNA viry se zahrnuji togaviry, flaviviry, picornaviry, cyto-
pPlazmické polyedralni viry (CPV) a podobné. Podéeled dvou-
vlaknovych DNA vird Eubaculovirinae obsahuje dva rody, viry
typu NPV a viry typu GV, které jsou zvlasté uziteéné pro
biologickou kontrolu, protoZe ve svém Zivotnim cyklu
vytvareji okluzni télesa (OB).

V bezobratlych Zivo¢isich byla zjisténa pritomnost
vice nez 400 druhi baculoviru. Jaderny polyedralni virus
Autographa californica (AcMNFV) je prototypem viru Geledi
Baculoviridae, ktery pUsobi na mnoho hostitelll. ACMNPV virus
byl puvodné izolovdn 2z druhu noéniho motyla Autographa
californica (A. cal.), z larvalniho stadia (ve svém dospélém
stadiu je tento druh noéni mura). Larvy druhu A. cal. jsou
obecné zndmé jako housenky 2ijici na vojtésSce. Virus AcCMNPV




napada 12 Celedi a vice neZ 30 druht hmyziho ¥adu
Lepidoptera (motyli) /Granados, R. R., a Federici, B. A.,
The Biology ov Baculoviruses (Biologie baculovird) I, 99
(1986)/. Neni znamo, 2e by tento virus Uéinné infikoval

jakykoliv jiny druh mimo tento rad.

Pouziti baculovirid jako bioinsekticidd je velmi
slibné. Jednou 2z hlavnich prekdzek, kterd brani jejich
Sirokému pouziti v zemédélstvi, je casova prodleva mezi
infikovanim hmyzu a jeho smrti. Tato prodleva miZe trvat
nékolik dni aZ nékolik tydnu. Béhem této doby se hmyz stile
2ivi a tim zpusobuje na rostlinach dals$i &kodu. Rada védcil
se tento nedostatek snaZila prekonat vloZenim heterologniho
genu do virového genomu tak, aby se vV napadeném hmyzu
exprimovala ridici nebo pozmériujici 1ldtka pro hmyz, jako je
toxin /Tomalski, M. D., a Miller, L. K., Nature, 352, 82-85
(1991), Federici, B. A., In Vitro, 28, 50A (1992), Martens,
J. W. M., a dalsi, App. & Envir. Microbiology, 56, 2764-2770
(1990)/, neuropeptid a hormon /Menn, J. J., a Borkovec, A.
B., J. Agric. Food Chem., 37, 271-278 (1989), Eldridge, R.,
a dalsi, Insect Biochem., 21, 341-351 (1992)/, nebo enzym
/Hammock, B. D., a dalsi, Nature, 344, 458-461 (1990)/.

Genové inZenyrstvi poskytuje prostredky na
pfekonani technickych pfekazek komeréniho vyuziti vird jako
bioinsekticidu, avSak zdroven roste pocit, Ze zde mazZe byt
dal3i potencialni prekdzka branici jejich Sirokému prijeti.
Zejména se jednd o predpoklad, Ze uvolnéni téchto geneticky
manipulovanych vira do zivotniho prostredi miZe mit
nepredvidatelné nasledky pro ekosystém, ve kterém se tyto
viry replikuji a &ifi /Williamson, M., Nature, 353, 394
(1991), Hammock, B., Nature, 355, 119 (1992)/. Tento
pfedpoklad by se a2 dosud mohl vztahovat na vsSechny
rekombinantni hmyzi viry, vytvorené pro biologickeé
potladovani hmyzu, protoZe vsSechny tyto viry Jjsou schopné




prenosu 2z hmyzu na hmyz. Proto je pot¥eba vytvorit
rekombinantni viry specifické pro hmyz, které maji sniZenou
schopnost pro pfenos 2z hmyzu na hmyz (2 hostitele na
hostitele) po svém uvolnéni do Zivotniho prostfedi.

Zivotni cyklus baculoviri, ukazany na pfikladu viru
AcCMNPV, se sklddd ze dvou stadii. V kazdém stadiu zZivotniho
cyklu ma virus specifickou formu: extraceluldrni virové
partikule (ECV), které nejsou okludované a okludované virové
partikule (ov) /Luckow, V. A., a Summers, M. D.,
Bio/Technology, 6, 47-53 (1988), Miller, L. K., Ann. Rev,
Microbiol., 42, 177-199 (1988)/. Extracelularni i okludované
virové formy maji stejny genom, ale vykazuji odlisné
biologické vlastnosti. Zréni kazdé z obou dvou forem viru je
Fizeno separdtnimi sadami virovych geni, pridem? nékteré
z téchto sad jsou jedineéné pro kaZdou formu.

Ve své prirozené se vyskytujici podobé, infekéni
pro hnyz, se pomnoZené viriony nachdzeji zabalené v
parakrystalické proteinové matrici a jsou znamé jako okluzni
téleso (OB), nebo také polyedralni inkluzni téleso (PIB).
Proteinové virové okluze se nazyvaji polyedry, mnohostény
(jednotné ¢islo je polyedr, mnohostén). Hlavnim strukturnim
proteinem virovych okluzi, ktery je kédovany virem, je poly-
hedrin, o molekulové hmotnosti 29 kD /luckow, V. A., a
Summers, M. D., Bio/Technology, 6, 47-53 (1988), Smith, G.
E., a Summers, M. D., US patent &. 4 745 051/. (Podobné viry
GV vytvareji OB, které jsou sloZené zejména 2z granulinu,
spise neZ z polyhedrinu.)

Virové okluze jsou duleZitou &asti prirozeného
Zivotniho cyklu baculoviru, poskytujici prostfedek pro
horizontalni prenos (2z hmyzu na hmyz) mezi susceptibilnimi
hmyzimi druhy. V Zivotnim prostredi susceptibilni hmyz
(obvykle v larvalnim stadiu) poZije virové okluze 2z




kontaminovaného 2zdroje potravy, Jjako napriklad 2z rost-
liny. Krystalicke okluze se \' travicim traktu
susceptibilniho hmyzu rozpadnou a tim se uvoliuji infekéni
virové c¢astice. Tyto viry odvozené od polyedrdlnich vira
(PDV) napadaji tkanové bunky vnitrfnosti a replikuji se
v nich /Luckow, V. A., a Summers, M. D., Bio/Technology, 6,
47-53 (1988)/.

Virové c¢astice pravdépodobné vstupuji do bunky
endocytosou nebo fuizi a virovd DNA se Vv burice vyskytuje
nezabalend v jaderném péru nebo v jadre. Replikace virové
DNA se Vv bunce objevi do sSesti hodin po vstupu viru. V dobé
do 10 az 12 hodin po infekci (p.i.) se sekunddrni infekce
roz$ifi do Jjinych hmyzich tkani pucenim extraceluldrniho
viru (ECV) z povrchu burnky. ECV forma viru je zodpovédna za
Si¥eni viru =z bunky do bursiky v infikovaném hmyzim jedinci,
stejné jako za prenos infekce v bunééné kulture.

V pozdéjsi fazi infekéniho cyklu (12 hodin p.i.)
lze v infikovanych bunikdach =2zjistit protein polyhedrin.
Teprve po uplynuti doby 18 aZ 24 hodin p.i. se v Jjadre
infikované bunky protein polyhedrin seskupuje a virové
Gastice se zabali do proteinovych okluzi. Béhem 4 aZ 5 dnu s
postupem lyze bunék narustd pocet virovych okluzi do velkych
hodnot. Tyto polyedry nemaji aktivni 14dlohu prfi Sireni
infekce v larvé. Viry v ECV formé se mnoZi a Siri
v hemolymfé a tim 2zpusobuji smrt larvy /Luckow, V. A.,
a Summers, M. D., Bio/Technology, 6, 47-53 (1988), Miller,
L. K., Ann. Rev. Microbiol., 42, 177-199 (1988), Smith,
G. E., a Summers, M. D., US patent &. 4 745 051/.

KdyZz infikovand larva zahyne, v rozkladajici se
tkani zustanou miliony polyedri, kdeZzto ECV formy viru se
rozloZi. Cyklus se opakuje, kdyZz Jje jind larva vystavena
vlivu téchto polyedru napriklad tim, Ze poZije kontaminované




rostliny nebo jinou kontanimovanou potravu /Luckow,
V. A., a Summers, M. D., Bio/Technology, 6, 47-53 (1988)/.

Souhrnem 1lze ¥ici, 2Ze okludované formy viru
zodpovidaji za pocdte¢ni infikovani hmyzu prostfednictvim
traviciho dudstroji a také za stabilitu viru v Zivotnim
prostfedi. PDV formy viru nejsou v zasadé infekéni pri
injekénim podavani, ale Jjsou vysoce infekéni pfi ordlnim
podavani. Neokludované formy viru (tj. ECV formy)
zodpovidaji za sekunddrni infekci a prenos infekce mezi
bunkami. ECV formy viru jsou vysoce infekéni pro buiky v
kulture nebo pro vnit¥ni hmyzi tkanové buriky, jestliZe jsou
do nich vpraveny injekci, ale nejsou v zdsadé infekéni pri
ordlnim podavani. '

PouZiti rekombinantnich baculovirl, které exprimuji
cizi proteiny, toxické pro hmyz, je usnadnéno tim, Ze tyto
viry nejsou patogenni pro obratlovce nebo rostliny. Kromé
toho mohou baculoviry obecné napadat dzky okruh hostitelu.
Mnoho kmenu parazituje pouze na jednom hmyzim druhu nebo na
nékolika hmyzich druzich.

NejzkoumanéjsSim baculovirem 3je  AcMNPV virus. Je
znamo, Ze virus AcMNPV infikuje 12 éeledi a vice nezZ 30
druht hmyziho *adu  Lepidoptera (motyli) /Granados,
R. R., a Federici, B. A., The Biology of Baculoviruses
(Biologie baculoviru) I, 99 (1986)/. Neni zndmo, Ze by tento
virus mohl 1déinné infikovat jakykoliv jiny druh mimo tento
rad. Jak verejnost, tak ruzné ufady diskutovaly o moZnych
nasledcich, které by mélo uvolnéni kmene ACMNPV,
obsahujiciho cizi sekvenci DNA /Williamson, M., Nature,
353, 394 (1991), Hammock, B., Nature, 355, 119 (1992)/.
Diskuse se tyka moZnosti, Ze by se manipulovany virus mohl
rozsirit i na jiné druhy fadu Lepidoptera, proti kterym
nebyl uréen. DalsSim zvaZovanym faktorem je zndma stabilita




téchto vird v 2Zivotnim prostredi.

Proto Jje potfeba vytvofit rekombinantni virus,
specificky pro urdity hmyz, s omezenou schopnosti $ifit se z
hmyzu na hmyz (z hostitele na hostitele). Tyto viry by mély
byt schopné infikovat hmyz, ale mély by mit vyznamné
sniZenou schopnost prenosu z hmyzu na hmyz a tim i schopnost

udrZet se v Zivotnim prostredi.

Podstata vyndlezu

Vyndlez se tykd konstrukce a péstovani rekom-
binantnich virovych kmenu proti hmyzu, které maji sniZenou
schopnost $ifit se 2z hmyzu na hmyz, tj. maji sniZenou
schpnost prenosu mezi hostiteli v Zivotnim prostfedi. Viry
¢eledi Baculoviridae jsou 2zvlasté vhodné pro konstrukci
takovych kmenl, vzhledem ke dvéma stadiim svého Zivotniho

cyklu, jak je to popsdno vysSe v textu.

Tyto virové kmeny se ziskaji tak, Ze se nejprve
zméni geneticky zaklad takovym zpusobem, Ze virus se stane
pro hmyz neinfekénim. Termin geneticky 2zdklad neznamena v

kontextu tohoto vynalezu pouze  geny, které kdéduji
trans-pusobici latky, Jako jsou RNA nebo proteinové
molekuly, ale zahrnuje i cis-pusobici elementy nebo

regulaéni sekvence, 3jako jsou transkripéni enhancery,
promotory, jiné transkripéni, translaéni a replikaci genomu
¥idici elementy a balici sekvence virové DNA (nebo RNA).

Zména genetického zdkladu miZe mit podobu delece,
posunu &teciho ramce, inzerce, presmyku, bodové mutace nebo
jiného poruseni funkce genu. Jiné formy zmény zahrnuji
zplisoby, které zabranuji fungovani viru, Jjako je potlaceni
transkripce nebo translace, pouziti antikoddémové RNA,
inzerce pridavného genového elementu a inzerce pridavného



regulaéniho elementu, jako je napriklad kvasinkova aktivaéni
sekvence, nachdzejici se pred cilovym genem, kterda vyzZaduje
pritomnost GAL 4 proteinu pro svoji aktivitu (UASg,;).

Cile obnovit infekénost  rekombinantniho viru,
pri¢emZ prenos z hostitele na hostitele je vyznamné snizZen,
se dosahne komplementaci geni produktem nebo funkci, které
ve zménéném viru chybéji nebo jsou defektni.

Tento vyndlez zahrnuje rizné zpusoby produkce
infekéni podoby rekombinantniho hmyziho viru komplementaci
genu, a to: (1) produkci infekéniho fekombinantniho viru v
kulture tkanovych bunék hmyzu, transfekovanych fragmentem
DNA, poskytujicim produkt nebo funkci, které ve zménéném
viru chybéji nebo jsou defektni; (2) produkci infekéniho
rekombinantniho wviru v 1liniich hmyzich bunék, které byly
stabilné transformovany fragmentem DNA, poskytujicim produkt
nebo funkci, které ve zménéném viru chybéji nebo jsou
defektni; (3) produkci infekéniho rekombinantniho viru
v transgennich hmyzich jedincich, kte¥i obsahuji fragment
DNA, poskytujici produkt nebo funkci, které ve zménéném viru
chybéji nebo jsou defektni.

V zavislosti na poskytnutém produktu nebo funkci
miZe byt nutné nebo 2Zddouci pouzit heterologni virovy nebo
bunéény promotor pro rizeni exprese daného DNA fragmentu.
Pouziti promotoru miZe byt vynuceno ohledy na dédvkovani nebo
dobu.

Hmyzi buriky pouzZivané pro zpusob  pripravy
infekéniho rekombinantniho viru podle zpisobu (1) a (2) a
transgenni hmyzi druhy podle zplUsobu (3) funguji tedy jako
"pomocnici” pfi obnové infekénosti viru. Virové &astice
(viriony) pripravené podle téchto zpuisobu zpasobuji infekci,
jsou-1i v  prirodé pozity hmyzen. Viriony utvorené v




infikovanych larvach jsou  defektni, protoze nejsou
komplementovdny, a infekce se proto nesSiri snadno na jiné
hmyzi jedince. V nepritomnosti koinfikujiciho divokého viru
proto Zivotni cyklus rekombinantniho viru konc¢i po této

jediné infekci.

Pri prednostni aplikaci tohoto vyndlezu se do
virového genomu vloZi gen, kédujici latku, kterd ma ridici
nebo modifikaéni uéinky na hmyz. Tento gen se vloZi na
jakékoliv vhodné misto do genomu zménéného viru. Latkami,
které maji fidici nebo modifikaéni G¢inky na hmyz, mohou byt
toxiny, neuropeptidy a hormony a enzymy. Exprese takové
latky zvysuje bioinsekticidni Uc¢inek.

Zejména vhodné je, kdyZ se tento gen vlozi pfimo do
mista zmény genetického zakladu, které zodpovidd za sniZenou
schopnost prenosu z hostitele na hostitele, nebo na pozici,
kterd s timto mistem sousedi. VlioZeni heterologniho genu do
mista zmény genetického zakladu nebo do Jjeho blizkosti
zabrafiuje nebo velmi omezuje rekombinaci genu, ktera by
mohla dat vzniknout formé daného viru, majici jak fenotyp
divoké podoby viru, tak gen s potlacujicimi u€inky na hmyz

nebo modifikaéni gen pro prenos z hostitele na hostitele.

Prehled obrazku na vvkresech

Obr. 1 zobrazuje linedrni mapu znamych baculo-
virovych geni AcMNPV genomu /Blissard, G. W., a Rohrmann,
G. F., Ann. Rev. Entomol., 35, 127-155 (1990)/.

Obr. 2 ukazuje detail konstrukce plazmidu p74-1,
ktery obsahuje deleci v p74 genu z viru AcCMNPV.

Obr. 3 ukazuje detail delece v p74 genu (v plazmidu
p74) 2z viru AcMNPV, z kmene A4000.
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Obr. 4 wukazuje restrikéni mapu casti expresniho
vektoru ze sérii PMEV, na které je zobrazen promotor, poly-
linker a oblast 3'UTR.

Ndsleduje podrobny popis vynalezu.

Vysledkem genetické manipulace hmyziho viru se
sniZenou schopnosti $§ifit se z jednoho hmyziho jedince na
jiného je 2zvySend rychlost vymizeni infekéniho wviru z
prostredi, presahujici rychlosti pfirozenych  procesu
abiotické a biotické degradace. Proto se manipulovany virus
sadm neprosadi v Zivotnim prostredi.

Tento vyndlez se tykd vsSech hmyzich vird véetné DNA
a RNA vird. DNA viry zahrnuji viry obsahujici zabalenou
dvouvlaknovou DNA, jako napriklad (nejprve uvedena &eled,
potom druh) Entomopoxvirinae (poxvirus fadu coleoptera
(brouci)), Eubaculovirinae (Autographa californica MNPV;
Heliocoverpa zea SNPV), Nudibaculovirinae (Heliocoverpa zea
NOB), Ichnovirus (Campoletis sonorensis virus), a Bracovirus
(Cotesia melanoscela virus) a také viry obsahujici

nezabalenou dvouvlaknovou DNA, jako napriklad Iridoviridae
(Chilo iridescent virus), a viry obsahﬁjici nezabalenou
jednovlaknovou DNA, jako napfiklad Parvoviridae (Galleria
densovirus). '

RNA  viry =zahrnuji viry, obsahujici zabalenou
dvouvldknovou RNA, 3jako napriklad Togaviridae (Sindbis
virus), Bunyaviridae (fepny virus krouceni listt) a Flavivi-
ridae (Wesselbron virus) a také viry obsahujici nezabalenou
dvouvlaknovou RNA, jako napriklad Reoviridae (Corriparta
virus), a Birnaviridae (Drosophila X virus), a také viry
obsahujici nezabalenou jednovldknovou RNA, jake napriklad
Picornaviridae (Cricket paralysis virus), Tetraviridae
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(Nudaurelia beta virus) a Nodaviridae.

Podéeled viru obsahujicich dvouvldknovou DNA,
Eubaculovirinae, obsahuje dva rody, jaderné polyedralni viry
(NPV) a granuldzni viry (GV), které jsou zvlasté uZiteéné
pro biologické potladovéni, protoZe ve svém Zivotnim cyklu
tvori okluzni télesa. Priklady NPV vird jsou Lymantria
dispar NPV (NPV virus cervené mury), Autographa californica
MNPV, Anaqrapha falcifera NPV (NPV virus pidalky celerové),
Spodoptera litturalis NPV,, Spodoptera frugiperda NPV,

Heliothis armigera NPV, Mamestra brassicae NPV, Choristoneu-
ra fumiferana NPV, Trichoplusia ni NPV, Heliocoverpa _zea
NPV, Rachiplusia ou NPV, atd. Priklady GV virud Jjsou Cydia
pomonella GV (GV virus zavijece jablecného), Pieris
brassicae GV, Trichoplusia ni GV, Artogeia rapae GV, Plodia
interpunctella GV (virus kukuriéné mury), atd. Priklady en-
tomopox vird jsou Melolontha melonotha EPV, Amsacta moorei
EPV, Locusta migratoria EPV, Melanoplus sanquinipes EPV,
Schistocerca gregaria EPV, Aedes aegypti EPV, Chironomus lu-
ridus EPV, atd.

PouZitim tohoto vyndlezu se docili ochrana
zemédélskych plodin, stromi, keri, sadd a okrasnych rostlin
pred ttokem hmyzu, zvlasté hmyzu z radui Lepidoptera, Ortho-
ptera, Diptera, Isoptera, Hymenoptera, Homoptera, Hemiptera

a Coleoptera.

A¢koliv vyndlez je ilustrovdn na prikladu viru NPV
(ACMNPV) pro druh Autographa californica, je samozrejmé, Ze
zde popsané naméty se daji pouZit pro vSechny shora uvedené
hmyzi viry. Ddle se predpokldda, Ze tento vyndlez bude velmi
uziteény pri zlepsSovani novych hmyzich vird, které dosud
nebyly identifikovany a klasifikovany v literature.
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Vysledkem infekce virem AcCMNPV je nejprve tvorba
puc¢ici formy viru, ktera je znama jako ECV. ECV forma
zpisobuje Sifeni viru z buiky do bunky v napadeném hmyzim
jedinci a také béhem ruistu v bunééné kultufe. V pripadé virt
NPV zacne infikovand bunika v pozdéjsi fazi infekéniho cyklu
tvorit PDV formu viru. PDV forma je zabalena v krystalickém
okluznim télese (OB), které se také nékdy nazyva polyedralni
inkluzni téleso (PIB). (Podobné GV viry tvori OB, které se
skldadaji hlavné 2z proteinu granuiinu, spise ne32 z
polyhedrinu.) Tato PDV forma viru zpusobuje podatedni
infekci hmyzu vnitfnostmi a také stabilitu viru v Zivotnim
prostredi.

Takova  zména  funkce, 3jeZ zplUsobuje tvorbu
intaktnich infekénich OB, kterd neovliviiuje puéici formu
viru (ECV), je zv1astd uZiteénai.

Ve viru ACMNPV byly nalezeny takové mutace,
/Partington, S., a dalsi, Virology, 175, 91-102 (1990)/. Po
provedeni mnoha mutaénich pokusi byly identifikovany genové
lokusy, které zpusobuji tvorbu puéici formy viru, ale
nezodpovidaji za tvorbu intaktnich infekénich polyedri.
Jednim 2z nejzajimavéjsich potencialné wuZitecénych lokusy,
ktery byl identifikovdn, je p74 gen, obsaZeny v Hind III
fragmentu "P" genomu viru AcMNPV /Kuzio, J., a dalsi,
Virology, 173, 759-763 (198%)/. p74 je protein produkovany
v pozdéjsi fazi infekce baculovirem a v relativné malych
mnoZstvich /Kuzio, J., a dalsi, Virology, 173, 759-763
(1989)/.

Homologni sekvence p74 genu byly identifikovany
vV jinych NPV virech, véetné Choristoneura fumeiferana NPV
/Hill, J. E., a dalsi, Biochimica et Biophysica Acta, 1172,
1-2 (1993)/ a OQrgvia pseudotsugata NPV /Leisy, D. J.,

a dalsi, Virology, 153, 157-167 (1986)/. Homologni sekvence
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genu p74 by se méla vyskytovat ve vSech druzich rodu NPV.
Vzhledem Xk podobnostem mezi Zivotnimi cykly NPV vira
a Zivotnimi cykly virad pfibuzného rodu granuléznich vira
(GV) je velmi pravdépodobné, Ze tyto GV viry obsahuji gen
S vlastnostmi podobnymi genu p74.

Vysledkem rozsdhlych deleci, kterymi se odstrani
tento p74 gen a sousedni pl0 gen, je virus tvorici polyedry,
které vsak, jsou-1i soucédsti potravy larev, nepusobi
infekéné. JelikoZ vysledkem delece pouze VvV genu plo je
tvorba orélné infekénich polyedrl, . predpokladd se, Je
uvedenad zména fenotypu je zpusobena deleci genu p74 /Kuzio,
J., a dalsi, Vvirology, 173, 759-763 (1989)/.

Jak je popsédno dale v textu, v p¥ikladu 1, byl
vytvoren transferovy vektor (pojmenovany A p74-1), ktery po
rekombinaci s genomem viru divokého typu zpusobi deleci
v samotném p74 genu (Ap74) (obr. 3). Vzorky E. coli kmene
HB101, nesouci tento transferovy vektor Ap74-1, byly uloZe-
ny 21. kvétna 1992 v Americké sbirce typa kultur, (American
Type Culture Collection) 12301 Parklawn Drive, Rockville,
Maryland 20852, USA, a dostaly ATCC priristkové ¢islo
68 988. 21. kvétna 1992 byly v této sbirce uloZeny také
vzorky AcMNPV kmene oznac¢eného A4000 (v tomto kmeni je gen
P74 poskozen deleci), ktery dostal ATCC prirustkové é&isloc VR
2373.

Je potvrzeno a popsano v prikladu 2 dale v textu,
Z2e je to pravé delece DNA segmentu, kodujiciho p74 gen,
kterd zplsobuje tvorbu PIB téles neinfekénich pro 1larvy,
které je poZ2iji. Stdle se vsSak tvorfi pucici forma viru, a ta
pusobi infekéné, je-1li injekci vpravena do hemocoelu hmyzu.

Jednoducha delece DNA segmentu neni jedinym typem
zmény, pouzivanym pro poruseni funkce cilového genetického
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zdkladu viru. Pro Uc¢ely tohoto vyndlezu termin geneticky
zdklad neznamend pouze geny, které kéduji trans-pusobici
latky, jako jsou RNA nebo proteinové molekuly, ale zahrnuje
i cis-pisobici elementy nebo regulaéni sekvence, jako jsou
transkripéni enhancery, promotory, jiné transkripéni,
translaéni a replikaci genomu #idici elementy a balici
sekvence virové DNA (nebo RNA).

Zména miZe mit také podobu posunu ¢teciho ramce,
inzerce, preskupeni genli, bodové mutace nebo jiného poruseni
funkce genu. Do tohoto vyétu spadd posun d&teciho ramce,
ktery zpusobi bud preddasné ukondeni tvorby proteinu nebo
tvorbu 2zménéného nefunké&niho proteinu. Didle tento vyndlez
zahrnuje inzerci terminaéniho kodénu do oblasti 'genu
kédujici protein a vsazeni genu pro vhodnou supresorovou
tRNA do pomocné "helper" bunééné linie.

Jiné formy zmény genetického zakladu zahrnuji
zZpisoby, které zabranuji fungovani viru, jako je potlaceni
transkripce nebo translace, pouZiti antikodénové RNA,
inzerce pridavného genového elementu do virového genomu a
poskytnuti Zddaného reguladniho elementu pro trans-pusobici
latky. Prikladem tohoto zpusobu je pouZiti kvasinkové
aktivac¢ni sekvence, ulozené pred cilovym genem, z4avislé na
GAL 4 proteinu (UASGAL).

VlozZeni této kvasinkové sekvence, aktivované
proteinem GAL 4 (UASGAL), pred cilovy virovy gen zplsobi, ze
transkripce virového genu je zdvisld na pritomnosti GAL 4
proteinu. Pomocnd bunécéna linie (helper) obsahuje kédujici
oblast pro GAL 4 gen pod kontrolou jednoho z heterolognich
promotord, popsanych didle v textu. Tento vynalez zahrnuje i
jiné moZné UAS elementy, jako Jjsou napriklad UAS elementy
vyskytujici se pri parovani (mating) kvasinek. Dale tento
vyndlez zahrnuje sekvence regulaénich elementl, které
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vyZaduji navadzani proteinu pro svou aktivaci, jako jsou

receptory pro steroidy a jejich vaznd mista v DNA.

Vynalez se také vztahuje na pouzZiti promotori,
které funguji pouze za pritomnosti specifickych proteinu.
Prikladem takového promotoru je T7 promotor bakteriofdgu T7,
ktery pro zahdjeni transkripce vyZaduje T7 specifickou RNA
polymerasu. VloZeni T7 promotoru pfed p74 gen na misto jeho
prirozeného promotoru zplisobi, 2Ze transkripce virového genu
je zavisla na pritomnosti T7 RNA polymerasy. Bunééna linie
helper pro tento virus obsahuje gen pro T7 RNA polymerasu
pod kontrolou heterologniho promotoru, jako je IE-1 virovy
promotor.

Kromé genu p74 a jeho funkénich homologd se mohou
zménit funkce pridavnych gendi, coZz zpusobi zamezeni Sireni
rekombinantniho viru (napriklad 14). Z tohoto hlediska jsou
zZvlasté uZitecné geny ovliviiujici funkce, nezbytné pro
tvorbu intaktnich infekénich OB. Priklady téchto genld jsou
genovy element, ¥idici regulaci pfepinani (switch) z tvorby
ECV na tvorbu OB, gen kdédujici funkci Za&danou pro primé
seskupovani nebo zrani virové c¢astice a gen kédujici
strukturni protein virové é&astice.

Dalsimi priklady geni, které se mohou zménit podle
tohoto vyndlezu, jsou geny, které tvori FP'(few polyhedra,
tj. malé mnoiZstvi polyedru) mutanty, Jjako Jje 25K gen
/Beames, B., a Summers, M. D., Virology, 168, 344-353
(1989)/, a také geny, jejichZ funkce po jejich poruseni vede
ke vzniku Zadaného fenotypu, jako Jjsou virové transkripéni
faktory specifické pro fungovdni pozdnich a velmi pozdnich
genl, geny pro polyedrialni obalové proteiny (o hmotnosti 32
az 36,5 kD), gen pro PDV protein, ktery interaguje s
receptorem v travicim ustroji a je 2zodpovédny za podateéni
infikovani bunék traviciho ustroji, gen nebo genovy element
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zodpoveédny za seskupovdni PDV nukleokapsidu, gen zodpovédny
za organizaci polyedru a gen kédujici NPV funkéni ekvivalent
viroveého zesilovaciho (enhancing) faktoru /Gallo, L. G., a
dalsi, J. Invertebrate Path., 58, 203-210 (1991)/, ktery byl
nalezen v GV virech.

ACkoliv pro zménu genetického zakladu je také mozZné
pouzit gen pro polyhedrin, existuji pro toto pouzZiti
vyznamnad praktickd omezeni. Vysledkem vysoké rychlosti
transkripce/translace genu pro polyhedrin, spojené s velkou
amplifikaci virového genomu, kterd se odehrava pfi replikaci
viru, je fakt, Ze mnoZstvi proteinu polyhedrinu dosahuje 50
aZz 75 % celkového mnoZstvi barvitelnych proteinu v napadené
buice. Toto velké mnoZstvi proteinii miZe zpochybnit moZnost
toho, aby omezené mnoistvi extravirovych kopii genu pro
polyhedrin kompenzovalo deletovany virovy gen pro
polyhedrin. AvSak komplementace polyhedrin-minus viru (viru
netvoriciho polyhedrin) by se ‘méla ziskat s pouZitim
regulacnich elementil nebo faktord, které by se pouze mély
dodat v mens$im mnoZstvi. Pfikladem je manipulace virového
genu pro polyhedrin tak, aby obsahoval gen pro supresorovou
tRNA, nebo zména regulaé¢nich elementd genu pro polyhedrin a
péstovani viru ve vhodné bunééné linii helper nebo hmyzim
kmeni, jak je to popsdno vyse v textu.

Zda se, Ze na rozdil od polyhedrinu je p74 protein
Zadan v mnohem mensim mnoZstvi. Adkoliv se gen p74 prepisuje
vV pozdéjsi fdzi infekce virem, kdy virovy genom je jiz
vyrazné amplifikovan, hladina p74-specifické mRNA je pomérné
nizka. Mélo by tedy byt mozné manipulovat p74 konstrukt tak,
aby jen omezené mnoistvi extravirovych kopii mohlo zajistit
dostatecné fungovani genu p74 pro komplementaci viru, aby se
docilila jeho oralni infeké&nost.

Vyndlez je demonstrovdn na pfikladu viru AcMNPV.
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Gen vykazujici homologni funci s genem p74 by mél byt
pfitomen ve vsSech virech patficich do NPV a GV skupin
baculoviri. V druzich baculovirl, které jsou blizce pribuzné
viru AcMNPV, se daji identifikovat homology p74 genu pomoci
hybridizace s p74 fragmentem viru AcMNPV za podminek sniZené
stringence. Tento pristup Jje zejména vhodny, protoze
dostupné udaje ukazuji, 2Ze p74 gen Jje jednim z nejvice
zachovanych baculovirovych gend /Hill, J. E., a dalsi,
Biochimica et Biophysica Acta, 1172, 1-2 (1993)/. Pro
vzdalenéji pribuzné viry, jako Jjsou GV viry, se tento
pfistup nemiZe pouzit. Alternativni zpusob identifikace
genu, kdédujici homologni funkci k identifikovanému genu viru
ACMNPV, je popsany v prikladu 14. Pri tomto souboru pokusi
se AcCMNPV kmen se znamym dgenetickym defektem transfékuje
spoleéné s fragmenty virového genomu, ktery je predmétem
zdjmu. Komplementace defektu identifikuje gen, ktery je
predmétem zajmu. Tento zpusob se  UspésSné pouzil pri
identifikaci genu v granuléznim viru Cydia pomonella s
funkci homologni k p35 apoptose, inhibujici gen viru ACMNPV
/Crook, N. E., a dalsi, J. Virology, 67, 2168-2174 (1993)/.

Mohou se také pouzit 3jiné zpasoby identifikace
funkci dals$ich nezbytnych pozdnich genu. Passarelli a Miller
/Passarelli, A. L., a Miller, L. XK., J. Virology, 67,
2149-2158 (1993)/ nedavno publikovali zpisob identifikace
transkripénich faktori pro pozdni/velmi pozdni geny. P¥i
tomto zpusobu se fragmenty ACMNPV virového genomu
transfekuji spolecné s konstrukty, které pro ¥izeni exprese
CAT genu pouzivaji pozdni nebo velmi pozdni virové
promotory. Fragmenty AcMNPV genomu, které obsahuji geny
ucastnici se pfi normdlni transkripci virovych pozdnich nebo
velmi pozdnich genl, se identifikuji podle své stimulace CAT

aktivity nad obvyklou uroven.

Pro hmyz se infekéni forma viru vytvori dodanim
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zménéné genové funkce technikou genové komplementace. Tato
pro hmyz infékcéni forma zménéného viru se neprendsi snadno z
hostitele na hostitele. Genovd komplementace poskytne genu
schopnost konvertovat mutantni fenotyp na fenotyp divokého
typu v trans-podminkach.

Tento vyndlez =zahrnuje ruUzné zpusoby produkce
infekéni formy rekombinantniho hmyziho viru, jmenovité: (1)
produkci tohoto wviru v kultufe hmyzich tkadnovych bunék
transfekovanych fragmentem DNA, poskytujicim produkt nebo
funkci, které ve zménéném viru chybéji nebo jsou defektni;
(2) produkeci tohoto viru v 1liniich hﬁyzich bunék stabilné
transfekovanych fragmentem DNA, poskytujicim produkt nebo
funkci, které ve zménéném viru chybéji nebo jsou defektni;
(3) produkci tohoto viru v transgennich hmyzich jedincich
obsahujicich fragment DNA, poskytujici produkt nebo funkci,
které ve 2zménéném viru chybéji nebo jsou defektni. Bunééna
linie pouZitd pri zpisobu (1) nebo (2) poskytuje chybéjici
funkci a tak slouzi jako bunééni linie helper.

Napfiklad p74- gen viru AcCMNPV se deletuje, jak je
popsano vyse Vv textu. p74 gen divokého typu komplementuje
deficienci zménéného viru pri tfech specifickych
usporadanich, prdveé popsanych vyse v textu, nasledujicimi
zpusoby: (1) Virus se péstuje v hmyzich bufikich, které
obsahuji extrachromosomdlni kopie funkéniho p74 genu. Témito
extrachromosomalnimi kopiemi mohou byt DNA fragmenty,
plazmidy obsahujici p74 gen nebo plazmidy schopné replikace
béhem bunécného déleni nebo jako odpovéd na virovou infekci.
(2) Virus se péstuje v 1linii hmyzich bunék obsahujici jednu
nebo vice funkénich kopii p74 genu, pfidemz tyto kopie jsou
stabilné integrovany do bunééného genomu. (3) Virus se
péstuje v transgennich hmyzich jedincich obsahujicich jednu
nebo vice funkénich kopii p74 genu v hmyzim genomu.
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Pri v8ech trfech zpusobech se funkéni p74 gen miZe
dodat 2z viru AcCMNPV nebo z jakéhokoliv jiného jedince c&eledi
Eubaculoviridae, pokud je tento jedinec navraci infekénost.
Klicovou roli hraje fakt, Ze funkéni p74 gen je pritomen
v trans-podminkach a poskytuje 1latku schopnou difuse, ktera
regeneruje fenotyp divokého typu.

Pfi Jjednom zpusobu produkce komplementované formy
viru se virus péstuje v bunécné linii, kterd mu poskytuje
chybéjici funkci. Napriklad se Ap74 virus tvori v bunééné
linii, kterd exprimuje produkt p74 genu. Transfekci plazmidu
obsahujiciho Hind III fragment "P" viru AcMNPV (hlavné se
jednd o p74 gen s malym mnoZstvim nativnich lemujicich
sekvenci ACMNPV genomu), spole¢né s 4p74 virem, se dosédhne
prechodné regenerace infekéni formy viru. Vzorky E. coli
kmene HB10l nesouciho tento plazmid s oznac¢enim AC0028.3,
obsahujici p74 gen a lemujici sekvence, 3jak bylo pravé
popsdno, byly uloZeny 21. kvétna 1992 v Americké sbirce typu
kultur a bylo 3jim udéleno ATCC prirustkové ¢islo 68 987.
ProtoZe Jjenom 0,1 aZz 5,0 % bunék pouZitych pro tuto
spoleénou transfekci obsahuje jak funkéni p74 gen, takap74
virovy genom, je tento zplsob v podstaté neudcinny.

Uéinnéjsim zpusobem tvorby bunélené linie helper je
vloZeni kopie p74 genu do bunky tak, Ze se tento gen
stabilné integruje do bunééného genomu (viz priklad 6).
Tento postup byl pouZit pro vloZeni nebaculovirovych genu do
Sf9 linie hmyzich bunék /Jarvis, D. L., a dalsi, Biotechno-
logy, 8, 950-955 (1990)/. Sf9 1linie hmyzich bunék (ATCC
prirustkové ¢&islo CRL 1711) je odvozena od druhu Spodoptera
frugiperda 21 (Sf21). Plazmid obsahujici kopii genu, ktery
je predmétem 2zadjmu, se transfekuje spolecné s plazmidem

obsahujicim selekéni marker.

Selekéni marker Jje gen, JjehoZz exprese umoZiuje
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identifikaci bunék, které byly transformovany vektorem
obsahujicim tento markerovy gen a také gen, Kktery je,
pfedmétem zdjmu. Mezi pfiklady obecné uZivanych selekénich
markerd patri geny pro thymidinkinasu (TK) a pro
hypoxanthinguaninfosforibosyltransferasu (HGPRT) a také
geny, které kéduji resistenci k antibiotikum, jako Jje
neomycin a hygromycin.

Pro komplementaci se pouZivd dvojnasobny az
dvacetindsobny moldrni prebytek komplementidrni DNA k DNA
obsahujici selekéni marker. Tento prebytek maximalizuje
pravdépodobnost, Ze burka, ktera exprimuje seleké&ni marker,
obsahuje také gen, o ktery je zajem. Vybrana bunééna linie
musi dovolit vstup pouZivanému viru. Pri pfednostnim pouziti
viru AcMNPV je takovou bunéénou linii Sf9 nebo Sf21 linie.
Po transfekci se buriky péstuji za podminek selekéniho tlaku
a tak se pomnoZi buriky exprimujici selektivni marker. Tyto
pomnoZené buné¢né linie se podrobi vybéru, jehoZ kritériem
Jje schopnost téchto 1linii komplementovat P74 deleci v A p74
viru.

Tento zpusob se pouzivd pro izolaci Sf9 bunécénych
linii obsahujicich kopie plazmidu AC0028.3, coZ je plazmid
obsahujici p74 gen, popsany vyse v textu. Vzorky bunééné
linie oznacené Sf9 (28,3) CL-2, obsahujici kopie plazmidu
ACO028.3 stabilné integrované do bunééného genomu, byly
uloZeny 7. dubna 1993 v Americké sbirce typu kultur a
dostaly ATCC pr#irustkové &islo CRL 11 322. Bylo potvrzeno,
Jak Jje popsdno v prikladu 7 ddle v textu, Ze péstovani
defektniho orédlné neinfekéniho A p74 viru ve shora uvedené
bunééné linii vede k produkci oralné infeké&niho A p74 viru.

Komplementace se neomezuje na péstovani viru v
bunééné kulture. Stejné jako se mizZe vytvorit bunéénd linie
typu helper, miZe se také utvorit hmyzi kmen typu helper.
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Napfiklad P element transformace druhu Drosophila je nyni
bézZné uZivany a podobny systém se maZe vytvorit pro
jakykoliv hmyzi druh. Kromé toho se provadi bezvektorova
transformace hmyzu podobnym zpusobem Jjako bezvektorova
transformace savcu. Pro vytvoreni hmyzich jedincl nesoucich
nezbytny gen se miZe pouzit primé injekéni vpraveni genu do
pre-blastodermdlnich vajicéek /Presnail, J. K., a Hoy, M. A.,
Proc. Natl. Acad. Sci., 89, 7732-7736 (1992)/ nebo
balisticka transformace téchto vajicek kovovymi v1akny
/Baldarelli, R. M., a Lengyel, J. A., Nucleic Acids Res.,
18, 5903-5904 (1991)/.

" Pro tvorbu produktu p74 genu stac¢i relativné slaby
endogenni p74 promotor. AvSak mizZe byt Zadouci pouZit
silnéjsi nebo drive pusobici promotor pro urychleni tvorby
produktu p74 genu. PouZiti heterologniho promotoru by mohlo
zlepsit Géinnost komplementace 4 p74 viru. Pro toto pouziti
se hodi virové promotory 3jakékoliv velikosti. Priklady
téchto promotord jsou 6,9K promotor (pro zdkladni protein),
DA26 promotor, promotor pro polyhedrin, 35K promotor, 39K
promotor, plO0 promotor a IE-1 promotorf

Pouziti konstruktu s heterolognimi promotory, jako
jsou konstrukty popsané v prikladech 4 a 5, mda dalsi vyhodu.
V téchto konstruktech jsou odstranény témér vsechny
homologni sekvence od 5'konce k deleci v p74 genu v A4000
Ap74 viru popsaném v prikladu 1. Toto by mélo vysoce
snizit jakoukoliv moZnost homologni rekombinace,
odehrdvajici se mezi p74 virem a p74 sekvencemi, Kkteré
jsou integrované do bunéc¢ného genomu. Vysledkem této
homologni rekombinace by jinak mohlo byt obnoveni p74 funkce
a obnoveni divokého fenotypu viru (viz diskuse v prikladu
7). Dalsim krokem, jak sniZit moZnost homologni rekombinace,
je zvys$it velikost delece v p74 genu A p74 viru tak, aby
nezbyvala 2adna kdédujici sekvence. To se snadno provede
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modifikovdnim postupu, ktery je popsany v p¥ikladu 1.

Heterolognim promotorem  nemusi byt virové
promotory. Bunééné promotory jsou také vhodné a existuje
jejich neomezeny vybér. Priklady takovych promotoru jsou
Bombyx mori aktin promotor a Drosophila melanogaster hsp 70
promotor. Dobré promotory udrZuji expresi na stfedni nebo
vysoké udrovni ve vhodnych hmyzich burfikdch béhem infekce
virem. Tyto charakteristiky neomezuji vybér na hmyzi
promotory. Témto kritériim mohou vyhovovat ruzné promotory z
obratlovcli, kvasinek nebo z jinych t#id viru. Jakykoliv ze
shora uvedenych protomoru také ridi expresi selekéniho
markeru.

Podle dalSiho zpisobu provedeni tohoto vyndlezu se
do virového genomu vloZi heterologni gen pro liatku, kterid ma
potlacdujici nebo modifikaéni udcinky na hmyz. Touto latkou je
napriklad toxin, neuropeptid nebo hormon nebo enzym. Zejména
vhodné je, kdyZ se heterologni gen vloZi pf#imo na misto
zmény genetického zdkladu viru, coz znamend, Ze rekombinaci
mezi geneticky zménénym virem a superinfekénim divokym typem
viru ve vétsSiné pfipadil nevznikne virus s funkci viru
divokého typu a s vloZenym heterolognim genem. Do tohoto
vynalezu také spadd inzerce heterologniho genu na misto
sousedici s mistem zmény genetického zakladu viru, takze
segregace heterologniho genu a zménéného genetického zakladu
se vyskytne u méné neZ 10 % z celkového mnoistvi virovych
potomki. Omezeni &ifeni geneticky manipulovaného viru se
proto zachova v obou pripadech.

Takovymi toxiny jsou napf¥iklad pro hmyz specificky
toxin AalIT ze Skorpidéna Androctonus australis /Zlotkin, E.,
a dalsi, Toxicon, 9, 1-8 (1971)/, toxin z roztode druhu
Pyemotes tritici /Tomalski, M. D., a Miller, L. K., Nature,
352, 82-85 (1991)/, toxin z Bacillus thuringiensis subsp.
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aizawai (BTK) /Martens, J. W. M., a dalsi, App. & Envir.
Microbiology, 56, 2764-2770 (1990)/, toxin izolovany z
pavou¢iho jedu /Jackson, J. R. H., a Parks, T. N., US patent
¢. 4 925 664/ a toxin 2z Bacillus thuringiensis CryIVD (BTI)
/Federici, B. A., In Vitro, 28, 50A (1992)/. Mezi priklady
takovych neuropeptidd nebo hormoni, které mohou byt vhodné
pro tento postup, se ¥adi hormon eklosion /Eldridge, R., a

dalsi, Insect Biochem., 21, 341-351 (1992)/, protoraciko-
tropni hormon (PTTH), adipokineticky hormon, diureticky
hormon a proktolin /Menn, J. J., a Borkovec, A. B., J.

Agric. Food Chem., 37, 271-278 (1989)/. Prikladem takovych
enzymi je juvenilni hormonesterasa (JHE) /Hammock, B. D., a
dalsi, Nature, 344, 458-461 (199%0)/.

Napriklad vytvofenim rekombinantniho baculoviru,
ktery md defektni nebo deletovany p74 gen a obsahuje také
heterologni gen kdédujici toxin vloZeny na misto zmény p74
genu, vznikne virus se zvySenou Uc¢innosti proti cilovému
hmyzu, ale neschopny snadno se prendset z jednoho hmyziho
jedince na druhého v Zivotnim prostredi.

Izoluje se AcCMNPV virus, Jjak Jje popsano dale v
textu v prikladech 11 a 12, priéemZ na misto delece v A p74
viru A4000, pod kontrolou virového DA26 promotoru, se vloZi
gen pro toxin AaIT ze Skorpidna specificky pro hmyz. Vzorky
takto vytvoreného viru, oznac¢eného A4001, byly ulcZeny 7.
dubna 1993 v Americké sbirce typu kultur a dostaly ATCC
prirustkové ¢islo VR 2405. Vysledkem péstovani tohoto viru v
buntkdch Sf9 divokého typu je produkce ordalné neinfekénich
PIB (podle ocekavani). KdyZ se tento virus péstuje v bunécné
linii typu helper Sf9 (28.3) CL-2 popsané vyse v textu,
vysledné PIB Jjsou ordalné infekéni a infikovany hmyz vykazuje
priznaky kontraktivni paralyzy, ktera je charakteristicka
pro AaIT toxin (viz priklad 12 dale v textu).
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Péstovani tohoto wviru v 5unééné linii nebo
transgennim hmyzu, které dodaji produkt funkéniho p74 genu,
umoZni tomuto viru infikovat hmyz travicim uUstrojim. Protoze
vSak zde nenastane dalsi komplementace, prirozené populace
hmyzu produkuji pouze virus defektni- z hlediska oralni
infekénosti. Proto v nepfitomnosti koinfikujiciho viru
divokého typu Zivotni cyklus rekombinantniho viru koné&i po
této jediné infekci. To Jje rozdil oproti publikovanym
postupum pouZiti baculoviru /Tomalski, M. D., a Miller, L.
K., Nature, 352, 82-85 (1991)/, kde po zaniku napadeného
hmyzu se do prostredi uvolni OB; tyto OB jsou straveny jinym
hmyzem a Zivotni cyklus viru se opakuje, &ili pfenos z
hostitele na hostitele se zde vyskytuje.

Snad nejdileZitéjsi véci v tomto vyndlezu je
umisténi heterologniho genu pro toxin, neuropeptid nebo
hormon nebo enzym pfimo na misto zmény virového genetického
zakladu nebo do jeho blizkosti, coZ znamend, Ze jakadkoliv
homologickd rekombinace mezi timto geneticky manipulovanym
virem a virem divokého typu pouze obnovi puvedni rodidovské

genotypy.

Napfiklad inzerci genu pro toxin do deletované
oblasti genu p74 se vytvofi virus s fenotypem toxin+/tvorba
infekénich OB-. Rekombinaci s virem divokého typu (s
fenotypem toxin-/tvorba infekénich OB+) se ziskd jenom
potomstvo s fenotypy toxin+/tvorba infekénich O0OB- a
toxin-/tvorba infekénich  0B+. Rekombinaénimu pEipadu
zpusobenému homologni rekombinaci, ktery by vedl k ziskani
potomstva s fenotypem toxin+/tvorba . infekénich OB+, se
zabrani tim, Ze delece a inzerce genu se odehriva na stejném
misté a nikoliv daleko od sebe na ruznych lokusech virového
genomu. Proto se gen pro toxin nachdzi Jjenom ve virech,
které jsou geneticky defektni pro produkci infeké&nich OB.

v 2~

Toto zamezeni Sireni heterologniho genu pro toxin se zachova
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a infekéni virus zmizi 2z ekosystému rychleji neZ virus
divokého typu, vzhledem k jeho sniZené schopnosti vytvaret
potomstvo.

Pro 1lepsi pochopeni tohoto vyndlezu Jjsou dale
uvedeny nasledujici priklady. Tyto priklady jsou uvedeny
pouze pro ilustraci a nikoliv proto, aby omezovaly rozsah

tohoto vynalezu.

Priklady provedeni vyndlezu

V prikladech se pouzivaji standardni techniky
molekuldrni biologie podle postupd, které popsali Sambrook a
dalsi /Sambrook, J., a dalsi, Molekuldarni klonovani:
laboratorni priruéka (Molecular Cloning: A Laboratory
Manual), 2. vydani, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, N.Y. (1989)/. Ddle se pouzivaji
standardni techniky pro rust a produkci baculoviru podle
postupl, Kkteré popsali Summers a Smith /Summers, M. D.,
a Smith, G. E., Pr¥irucka zplsobul pripravy baculovirovych
vektori a kultivace hmyzich bunék (A Manual of Methods for
Baculovirus Vectors and 1Insect Cell Culture Procedures),
Dept. of Entomology, Texas Agricultural Experiment Station
and Texas A & M University, Collegé Station, Texas
77843-2475, Texas Agricultural Experiment Station Bulletin
No. 1555 (1987)/. VSechny odkazy na "pojmenované" restrikéni
fragmenty viru AcMNPV vychdzeji z fyzickych map E2 kmene
viru AcMNPV, které publikovali Summers a Smith ve vyse
uvedené Prirucce zplUsobu pripravy baculovirovych vektoru a

kultivace hmyzich bunék.
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Priklad 1

Konstrukce prenosového vektoru Z§p74-1 a rekombi-
nantniho viru A4000

Prenosovy vektor A p74-1 se zkonstruuje za u&elem
deletovani p74 genu z E2 kmene viru Autographa californica
NPV, které se déje pribliZné v misté jednotky 90 na mapé
baculovirového genomu (viz obr. 1). Bst EII fragment "E",
ktery obsahuje DNA kdédujici gen p74, se vyéisti 2z E2 kmene
virové DNA. Tento fragment se klonuje na Bst EII misto
PSE280 plazmidového vektoru (vyrobce Invitrogen, San Diego,
CA). Tento klon se nazyvad LB10.2. Fragment kdédujici 5'oblast
genu p74 a 5'lemujici sekvence se izoluje 2z klonu LB10O,2
$tépenim enzymem Nco I. Dale se na tomto Nco I misté
pripravi tupy konec T4 DNA polymerasou, ten se $tdpi enzymem
Xho I a vysledny fragment se &isti v gelu. Tento fragment, v
némZ misto Nco I opatfené tupym koncem bylo Stépeno Xho I
enzymem, se Klonuje mezi Kpn I misto opatfené tupym koncem a
Xho I misto plazmidu LB9.6. Plazmid LB9.6 je derivatem
"Bluescript SK" plazmidu (vyrobce Stratagene, La Jolla, CA),
do Kkterého se na Hinc II misto vlozi polylinker. Tento
linker obsahuje dalsi mista pro jednotlivé restrikéni
enzymy, ktera jsou uZiteénd pro inzerci heterolognich genu
do deletované oblasti genu p74 (viz ddle v textu). Vysledny
plazmid obsahujici 5'lemujici sekvence a 5'sekvence genu
p74, popsané vyse v textu, se nazyva LB 11.12. Déle se
izoluje fragment genu p74 kédujici 3'tfetinu tohoto genu a
3'lemujici sekvence, ktery 3je ohranideny na jedné strané
Hpa I mistem a na druhé Bam HI mistem. Tento fragment se
klonuje mezi Eco RV misto a Bam HI misto plazmidu LB 11.12.
Vysledny klon je prenosovym vektorem A p74-1 (viz obr. 2).
Tento prenosovy vektor kdéduje 4750 para bazi (bp)
5'lemujicich sekvenci, sekvence genu p74 od bp 1 do bp 69,
64 Dbp plazmidového polylinkeru, popsaného vysSe v textu,
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sekvence genu p74 od bp 1287 k terminaénimu kodénu na misté
1937 a 1796 bp 3'lemujicich sekvenci /Kuzio, J., a dalsi,
Virology, 173, 759-763 (1989)/. Obr. 3 ukazuje deleci v p74
kédujici oblasti podrobnéji. Tento prenosovy vektor se dale
pouZije pro konstrukci A4000 kmene uvedeného viru
standardnimi postupy kotransfekce /Webb, N. R., a Summers,
M. D., J. Methods Cell & Molec. Biol., 2, 173-188 (1990)/.
Mnozstvi 2 x 10% Sf9 bunék se zaockuje na misku pro tkanové
kultury o pruméru 60 mm. Pri prilnuti bunék se od&kovaci
médium odstrani z bunék a nahradi sé 0,75 ml média podle
Grace, které obsahuje 10 % fetdlniho teleciho séra (FCS) s
antibiotiky. Do 0,75 ml transfekéniho pufru (sloZeni: 25 mM
HEPES, pH 7,1, 140 mM roztok NaCl, 125 mM roztok CaClz) se
prida 1 ug DNA z viru AcCMNPV a 2 ug DNA 2z vektoru A p74-1.
Tento pufr obsahujici DNA se po kapkdch pridd k bunkam a
buriky se 4 hodiny inkubuji pfi teploté 27 ©C. Po 4 hodinach
se médium odstrani a burnky se opatrné promyji Gerstvym
roztokem TNMFH, obsahujicim 10 % FCS a antibiotika. Po 4 a2
5 dnech se sklidi ECV viry a jednotlivé plaky se izoluji
pomoci stanoveni plaki, které popsali Summers a Smith
/Summers, M. D., a Smith, G. E., Prirudka zpusobl pripravy
baculovirovych vektord a kultivace hmyzich bunék (A Manual
of Methods for Baculovirus Vectors and Insect Cell Culture
Procedures), Dept. of Entomology, Texas Agricultural
Experiment Station and Texas A & M University, College
Station, Texas 77843-2475, Texas Agricultural Experiment
Station Bulletin No. 1555 (1987)/.

Jednotlivé plaky se potom pouZiji pro infikovani
jednotlivych jamek na plotné pro tkanové kultury obsahujici
48 jamek, pricemz do kazZdé jamky se predem zaocdkuje mnoistvi
7,5 x 104 sf9 bunék v 0,5 ml c¢erstvého TNMFH média. Po 5
dnech se =z kazdé jamky bud v rfadé nebo sloupci odebere do
zasoby 10 pl supernatantu obsahujiciho pué¢ici virus. Zahaji
se PCR reakce, pricemZ se pou2iji 4 upl zasobniho super-
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natantu a oligomery A a C ukdzané na obr. 3. Protoze
oligomer C je specificky pro deletovany gen p74, amplifikuje
se fragment Jjenom v téch reakénich smésich, které obsahuji
rekombinantni virus. PCR reakce se spusti nasledujicim
zpusobem: 4 ul zasobniho supernatantu se nejprve 3tépi hodi-
nu pri teploté 55 ©C nespecifickou proteasou (o koncentraci
200 upg/ml) ze Streptomyces griseus (vyrobce Boehringer
Mannheim, Indianopolis, IN) v 25 pl reakéni smési obsahujici
1X pufr A /o sloZeni: 10 mM Tris (pH 0,3), 50 mM roztok KC1,
2elatinu o koncentraci 0,1 ug/ml, 0,45 % Nonidet P40
(vyrobce Shell 0il Co.) a 0,45 ¥ Tween 20 (vyrobce ICI
Americas, Inc.)/. Nespecifickd proteasa se potom inaktivuje
zahrivdnim po dobu 12 minut pri ‘teploté 95 ©¢. BpCR
amplifikace spo¢ivd ve smichdni viru ofetreného proteasou, s
mnoZstvim 50 pmol kaidého 2ze specifickych oligonukleo-
tidovych primeri v 50 pl reakéni smési, kterd obsahuje 200
WM ¢ty¥ dNTP (dATP, dGTP, dCTP a 4ATTP), 1,5 mM MgClz, 1X
pufr A a AmpliTaq DNA polymerasu o koncentraci 1,25 jednotky
(vyrobce Perkin-Elmer/Cetus, Norwalk, CT). Vzorek se podrobi
30 amplifikaénim cyklim, 2z nichZ kazdy se sklada ze tri
krokii: 1 minuta pfi teploté 94 °C (denaturaéni krok), 1,5
minuty p#i teploté 55 °C (ochlazovaci krok) a 2,5 minuty pri
teploté 72 ©c (prodluZovaci krok). Po 25 cyklech nasleduje
prodluzZovaci Krok o délce 7 minut pri tepioté 72 °C. 20 pl
reakéni smési se podrobi elektroforéze v agarosovém gelu o
koncentraci 1,2 %, aby se potvrdila pfitomnost rekombi-
nantniho viru. Protofe vzorky jsou organizovany podle rad
a sloupcl, rekombinantni virus se ideﬁtifikuje podle jamky,
kterda je spolec¢nd pozitivni fadé i pozitivnimu sloupci.
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Priklad 2.

Demonstrace fenotypu viru A4000 pri zkousce na
tercicich 1listd s druhem Heliothis virescens

Standardni zkouska na terc¢icich listd se provadi na
larvach a Heliothis virescens ve stadiu trfetiho instaru, aby
se testovala infekénost virového kmene A4000. K listku
bavlniku tvaru terc¢iku o priuméru 5 mm, ktery je umistén v
jamce obsahujici predem navlhéeny teréik 2z filtraéniho
papiru (tercéik mi asi 4 mm v pruméru a je navlhéen 30 ul
vody), se pridd kapi¢ka o objemu 1 pl obsahujici virus (s
definovanou davkou PIB) v TET pufru /sloZeni: 50 mM
Tris-HCl, pH 7,5/10 mM EDTA/0,1 % Triton X-100 (vyrobce Rohm
and Haas, Philadelphia, PA). Po vyschnuti kapky se do jamky
umisti jedna larva a jamka se uzavrfe. Larvy se nechaji pfes
noc Zivit. Dalsi den rano se larvy, které zkonzumovaly cely
listovy tercik, pfenesou do jednotlivych jamek obsahujicich
stravu pro hmyz. Umrtnost larev se sleduje dokud se larvy,
které preZily, nezakukli. Tento postup se opakuje s virovym
kmenem AcMNPV divokého typu E2 oznadenym A1000, Kktery se
pouZzije Jjako kontrola. Dile Jjsou uvedeny vysledky dvou

oddélenych testu:

Virus Davka (PIB) Poéet uhynulych larev
Test 1
A4000 2,5 x 10° 1/31
(Ap74) 5 x 10% 0/32
5 x 10° 0/31
5 x 102 " 0/32
A1000 5 102 16/18

14/31

(0]

4

o
[

(divoky typ)
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Test 2

A4000 5 x 108 0/20

(A p74) 5 x 10° 0/21
5 x 104 . 0/24
5 x 103 0/20

A1000 x 102 22/32

(divoky typ) 5 x 10l 5/32

Tyto vysledky ukazuji, Ze virus obsahujici deleci v
P74 genu neni infekéni ani v davkdch 10 000 krat vys$sich nez
infekéni virus obsahujici intaktni p74 gen. Nepredpoklada
se, Ze Uhyn jedné larvy pfi pouZiti kmene A4000 byl zpusoben
normalnim infikovénim.

Priklad 3

Priprava neinfekéni formy viru komplementaci kmene
A4000 pri rustu v bunééné 1linii, obsahujici nestabilné
integrovanou kopii Hind III fragmentu "P" viru AcMNPV

Sf9 buriky se kotransfekuji podle.postupﬁ popsanych
v pfikladu 1. Pri transfekcich se pouZije 1 ug genomové vi-
rové DNA viru A4000 a desetindasobny molarni pfebytek
plazmidové DNA 2z plazmidu AC0028.3. Plazmid AC0028.3 se
skladd z Hind IIT fragmentu "P" viru AcMNPV, vloZeného na
Hind ITT misto plazmidu Bluescript KS 1II (vyrobce
Stratagene, La Jolla, CA). Hind III fragment "P" je vyznaden
v horni &asti obr. 2 jako ¢&ast Bst EII fragmentu "E" viru
ACMNPV. Tento fragment obsahuje kdédujici sekvenci celého
genu p74 s mnoZstvim 221 bp 5'lemujicich sekvenci a 56 bp
3'lemujicich sekvenci. Po 48 hodindch se polyedry ziskaji z
infikovanych bunék odstfedovdnim pfi nizké rychlosti a
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naslednym resuspendovanim v TET pufru. K resuspendovanému
viru se prida roztok SDS tak, aby jeho vyslednd koncentrace
byla 1 %. Bunéénd DNA se naru$i striZnymi silami pri
intenzivnim michédni a pipetovani vzorku. Pro odstranéni
bunécéné DNA se provddi rfada naslednych promyvani PIB &astic
v TET pufru bez SDS, po nichZ nasleduje odstredovani pri
nizké rychlosti. Nakonec se PIB &astice resuspenduji v TET
pufru a 2za Gcelem stanoveni se spoéitaji na hemocytometru.
Biostanoveni se provede podle postupu popsaného v prikladu
2. PFi davece 1 x 10° PIB nezpusobi samotné polyedry 2z Sf9
bunék transfektovanych DNA z viru A4000 dhyn larev. Castice
PIB z Sf9 bunék kotransfekovanych DNA z viru A4000 a DNA 2z
plazmidu AC0028.3 zpisobi dhyn larev, vzhledem k tomu, 3ze
Jsou infekéni. Rust viru A4000 v burkach poskytujicich
funkéni p74 protein (vzhledem k prfitomnosti AC0028.3
plazmidu) tedy zplsobi tvorbu A4000 viru, ktery je infeké&ni
pro hmyz. Tento virus je schopny zplsobit produktivni
infekei v larvdch. Tento vysledek se potvrdi sklizenim
¢astic PIB z mrtvych larev. Castice PIB se ziskaji umisténim
mrtvych larev do pohdrku s odstranénym dnem, které je
nahrazeno Nytexem (vyrobni znadka firmy Tetko, Briarcliff
Manor, N.Y.). Mrtvé larvy se potom preliji TET pufrem
(mnoZstvi 1 ml/larva) a shromazdi se ty casti vytoku, které
obsahuji PIB castice. Tyto PIB &astice se resuspenduji v TET
pufru obsahujicim 1% roztok SDS. Suspenze se promicha a
odstfedi pri nizké rychlosti. PIB &astice se ddle nékolikrat
promyji TET pufrem bez SDS. DNA 2z téchto PIB se ziska
postupem, popsanym Vv prikladu 6, podle Summerse a Smithe
/Summers, M. D., a Smith, G. E., Priruéka zpUsobu pripravy
baculovirovych vektori a kultivace hmyzich bunék (A Manual
of Methods for Baculovirus Vectors and Insect Cell Culture
Procedures), Dept. of Entomology, Texas Agricultural
Experiment Station and Texas A & M University, College
Station, Texas 77843-2475, Texas Agricultural Experiment
Station Bulletin No. 1555 (1987)/. Pritomnost A p74 viru v
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téchto mrtvych 1larvdch se potvrdi PCR amplifikaci, pri niz

se pouziji oligomery popsané v prikladu 1.

Priklad 4

Konstrukce expresnich vektoru obsahujicich

heterologni promotor

PouZiti heterolognich promotori pro rizeni exprese
P74 genu muaZe zvysit 4déinnost komplementace p74 viru.
Expresni vektory vhodné pro toto pouZiti se skladaji z
nadsledujicich moduld: (1) heterologni promotorovy modul,
ktery se pouZiva pro regulaci transkripce; (2) polylinkerovy
modul, ktery usnadniuje inzerci DNA sekvenci, jejichZ exprese
se pozZaduje, a (3) modul, obsahujici 3'UTR oblast, kteréd
poskytuje misto zpracovani primarniho transkriptu a
polyadenylaci (viz obr. 4). Takovy expresni vektor, ktery
obsahuje DA26 genovy promotor viru AcMNPV, polylinker a
3'UTR oblast pro zdkladni protein 6,9 K z viru AcCMNPV, se
nazyva pMEV1. Vzorky E. coli kmene DH5 nesouciho specificky
PMEV1 izolat, oznacené AC0064.1, byly uloZen 7. dubna 1993 v
Americké sbirce typd kultur a bylo jim pridéleno ATCC
prirustkové &islo 69 275.

Dalsi vektory se mohou snadno pripravit nahradou
promotoru, obsahujiciho Pst I/Xba I fragment  pMEV1,
fragmenty Stépenymi Pst I/Xba I, které obsahuji oblast
kédujici 6,9 K oblast virového promotoru viru AcMNPV (vektor
PMEV2). Misto oblasti kédujici 6,9 K oblast promotoru viru
ACMNPV muZe byt ve fragmentech, s$tépenych Pst I/Xba I,
promotorovd oblast koédujici polyhedrin (vektor pMEV3) nebo
35 K oblast virového promotoru (vektor pMEV4).

Promotorové fragmenty pouZité pri konstrukci téchto
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vektorl se vytvori PCR amplifikaci klonované virové DNA s
pouzitim promotor-specifickych pérd oligonukleotidovych
primera. Primery se  vytvori tak, 2e amplifikované
promotorové segmenty maji nasledujici obecnou strukturu
obsahujici: (1) heteropolymerni syntetickou sekvenci utvo-
Yenou z 22 5'koncovych paru bdzi s rekognic¢énimi misty pro
restrikéni endonukleasy Sst I, Sse 8387I a Stu I (v tomto
poradi); (2) segment virové DNA, ktery za¢ind od pozice
umisténé 100-350 bp proti sméru transkripce od hlavniho
startovaciho mista transkripce daného genu a pokracduje Kk
3'konci 5'UTR oblasti (tj. k pozici -1, oznac¢ené s ohledem
na translaéni iniciaéni kodén), a (3) heteropolymerni oblast
utvorfenou 2z 23 3'koncovych bp s rekogniénimi misty pro
restrikéni endonukleasy Esp 3I a Xba I (v tomto pofadi).
Poloha a orientace Esp I a rekogniéniho mista 1lokalizuje
mista Stépeni mezi pozice -5 a -4 v (+)vldknu a mezi pozice
-1 a +1 v (-)vlaknu.

Templdatem pouzitym pro pripravu 35 K promotoru je
Hind TIII fragment "K" viru AcMNPV. Sekvence primeru
(+)vlakna obsahuje heteropolymerni sekvenci o velikosti 22
bp s misty pro restrikéni enzymy Sst I, Sse 8387I a Stu I a
35 K sekvenci 5'konce sahajici od pozice =399 do pozice
-382. Primer (=-)vldkna obsahuje 35 K sekvenci 5'konce od =21
do -1, nasledovanou heteropolymerni oblasti o velikosti 23
bp s misty pro restrikéni enzymy Esp 3I a Xba I. Pro kazdou
amplifikaéni reakci se 50 pmol vhodného paru primerud smicha
S 250 pg templatu DNA v 50 pl reakéni smési obsahujici 10 mM
Tris-HC1 (pH 8,3), 50 mM KCl, 1,5 mM MgClz, 200 uM bazi
dNTP, 100 ug/ml 32Zelatiny a 2,5 jednotky AmpliTag DNA
polymerasy (vyrobce Perkin-Elmer/Cetus, Norwalk, CT). Vzorek
se amplifikuje pFi 25 cyklech skladajicich se ze 3 krokua: 1
min pfi teploté 94 ©C (denaturaéni krok), 1,5 min pri
teploté 55 °C (ochlazovaci krok) a 3 min p#i teploté 72 °c
(prodluZovaci krok). Jako pri jinych reakcich k dobé
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posledniho reakéniho kroku se pfida 7 minut.

Kazdd reakce se ukon¢i pridavkem EDTA na koncen-
traci 10 mM v reakéni smési a Sarkosylu (N-lauroylsarkosin
sodny) na koncentraci 2 g/l1. Produkty se potom extrahuji
jednou chloroformem a jednou smési fenol:chloroform a
vysrdzZeji se ethanolem. Vzorky DNA se znovu rozpusti ve
vhodném pufru a potom se Stépi Pst I (tento enzym rozpoznava
Sest centrdlnich paru bazi [CTGCA G) mista pro Sse 8387I) a
Xba I. KazZdy predpoklddany promotorovy fragment se dile
¢isti gelovou elektroforézou v 1,2 % agarosovém gelu s
nizkou teplotou tédni a 1liguje se do Pst I/Xba I vektorového
fragmentu o velikosti 3,2 kb, pripraveného z pMEV1. Tento
fragment obsahuje polylinkerovy modul, 3'UTR modul a SK+
zdklad plazmidu Bluescript z pMEV1l. 2Z&adané rekombinanty se
identifikuji analyzou restrikénimi enzymy a urc¢enim sekvence
DNA. Odbornici v oboru mohou podle tohoto postupu pripravit
jakoukoliv promotorovou oblast, jejiZ sekvence je dostupna,
jako je napriklad 6,9 K promotor viru AcMNPV, polyhedrinovy
promotor nebo bunééné promotory, napfiklad hsp 70 promotor z
Drosophila melanogaster.

Priklad 5

Priprava heterolognich konstruktu obsahujicich pro-
motor-p74 kédujici oblast

Protein kédujici oblast genu p74 se izoluje PCR
amplifikaci vhodné oblasti AC0028.3, aby se mohla vloZit do
expresnich vektoru obsahujicich heterologni promotory (jak
je popsdno v prikladu 4). V PCR reakci se pouZije primer
(+)vlidkna o velikosti 24 bp, jehoZ 5'konec Jje na ATG
translaé¢nim startovacim misté p74 genu. Primer (-)vldkna o
velikosti 29 bp e sklddd z 20 bp 3'sekvence genu p74 konéici
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TAA translaénim stop kodénem, 2za niZ Jje umisténa dalsi
sekvence o velikosti 9 bp obsahujici Bam HI misto. P¥i PCR
reakci se 250 pmol AC0028.3 smichd s 50 pmol kazZzdého ze
specifikovanych oligonukleotidovych primeri v 50 pl reakéni
smési, obsahujici 200 uM kazdého dNTP (dATP, dGTP, dCTP a
dTTP), 1,5 mM MgCl,, 1 X pufr A a 1,25 jednotky AmpliTag DNA
polymerasy (vyrobce Perkin-Elmer/Cetus, Norwalk, CT). Vzorek
se podrobi 5 cyklim amplifikace, pricemz kaidy cyklus se
skldda z 1 min pri teploté 94 ©C (denaturacéni krok), 1,5 min
pfi 45 °C (ochlazovaci krok) a 3 min pri 72 °C (prodluzovaci
krok). DAale nasleduje 25 amplifikaénich cykla, které se
skladaji z 1 min pri 94 °C (denaturaéni krok), 1,5 min p#i
55 °C (ochlazovaci krok) a 2,5 min pfi 72 ©C (prodluzovaci
krok). PCR reakce se ukonéi prodlevou 7 min p¥i 72 Cc.

Po &isténi se reakéni produkty osSetri Klenowovym
fragmentem DNA polymerasy I /Sambrook, J., a dalsi,
Molekuldrni klonovani: laboratorni  prirucka (Molecular
Cloning: A Laboratory Manual), 2. vydani, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989)/ v
pritomnosti vsech <¢&ty¥ dNTP, aby se zajistilo, Ze PCR
produkty budou mit tupé konce. 3'konec p74 kdédujici oblasti
se potom Stépi Bam HI a vysledny fragment se ¢&isti
elektroforézou v 1 % agarosovém gelu s nizkou teplotou tani.
Tento fragment se potom klonuje do jakéhokoliv vektoru
z nékolika expresnich vektorli popsanych v prikladu 4. Pri
tvorbé expresnich vektoriu pro inzerci p74 genu se kazdy
vektor Stépi Esp 31 a vysledné prec¢nivajici 5'konce se
doplni pusobenim DNA polymerasy I 2z E. coli (Klenowuv
fragment) v pritomnosti vsech ¢ty¥ dNTP. KaZdy vektor se
potom Stépi Bam HI. Vektor se oddéli od uvolnéného
polylinkerového fragmentu elektroforézou v 1% agarosovém
gelu s nizkou teplotou tani. Potom se pri oddélenych
reakcich tento vektor 1liguje s fragmentem obsahujicim p74

gen.
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Priklad 6

Izolace stabilnich Sf9 bunéénych linii obsahujicich
funkéni kopii p74 genu integrovanou do bunéénéhoc genomu

V tomto prikladu se izoluji derivaty Sf9 bunék,
které obsahuji konstrukty s genem p74, pricéemz tyto
konstrukty jsou integrovdny do bunééného genomu. Postup
izolace popsali Jarvis a dalsi /Jarvis, D. L., a dalsi,
Biotechnology, 8, 950-955 (1990)/. V tomto prikladu se
pouZiva plazmid oznadeny AC0028.3 (ATCC 68.987). Tento
plazmid obsahuje Hind III fragment "P" viru AcMNPV, ktery
zahrnuje p74 gen a malé mnoistvi puvodnich lemujicich
sekvenci. Nejprve se Sf9 buriky kotransfekuji smé&si 2 pg DNA
AC0028.3 plazmidu a 1 pug DNA plazmidu IE-~1 Neo /Jarvis, D.
L., a dalsi, Biotechnology, 8, 950-955 (1990)/. Po
transfekci se buriky 2 hodiny inkubuji p¥i teploté 28 °c. Fo
promyti bunék kompletnim TNMFH médiem /Sambrook, J., a
dalsi, Molekularni  klonovani: laboratorni  prirudka
(Molecular Cloning: A Laboratory Manual), 2. vydéni, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.
(1989)/ se bunky opét daji do Zivného média a inkubuji se 22
hodin pri teploté 28 °C. Burky se ﬁotom naodkuji v nizké
koncentraci na misky tak, aby vznikla kuitura byla ridka a
dodd se kompletni TNMFH médium s 0,5 mg/ml analogu neomycinu
G418 (vyrobce GIBCO-BRL, Grand Island, N.Y.) (uvedena
koncentrace analogu G418 je uvedena pro aktivni bazi této
latky). Buriky se potom inkubuji tyden pri teploté 28 °C. Na
konci tydne se médium vyméni a pouZije se kompletni TNMFH
médium bez G418. Nasledujici postup se pouzije pro kaZdou ze
tfi oddélenych misek. PreZivajici bunky se sklidi a pomnoZi.
TEfi pomnoZené sady bunék jsou stabilnimi bunéénymi liniemi,
oznaéenymi Sf9(28,3)CL-1, S£f9(28.3)CL-2 (ATCC CRL 11,322) a
Sf9(28.3)CL-3. Tyto smiSené populace se napéstuji a potom se
kontroluji na pfitomnost p74 genu za pouZiti PCR reakce, jak
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je popsdno v prikladu 1. Pri této PCR reakci se pouZije
oligomer specificky pro (+)vldkno genu p74 (oligomer A) a
oligomer specificky pro oblast chybéjici v p74 genu viru
A4000 (oligomer B). Oligomery jsou znazornény na obr. 3.

priklad 7

Produkce A4000 viru infek&niho pro hmyz péstovanim
ve shora uvedenych bunéénych 1liniich a demonstrace Jjeho

fenotypu

Kazda z uvedenych tf#i bunéénych linii, izolovanych
zpusobem popsanym v prikladu 6, se infikuje pri hodnoté MOI
vétsi neZ 1 virem A4000. Produkce viru nastdvad pri hodnotach
MOI v rozmezi asi od 0,01 do 20. Cistice PIB se ziskaji z
infikovanych bunék zpusobem popsanym v prikladu 3. Provede
se standardni zkouska na teréicich 1listu (viz pfiklad 2).
Ddle jsou uvedeny vysledky t¥i oddélenych testu. Virus A1000
je E2 kmen divokého typu viru AcCMNPV:

Virus/Bunéc¢na Davka (PIB) Poéet uhynulych/ %
linie Poéet testovanych  uUmrtnosti

(Pasaz é&islo)

Test 1

A4000/Sf9 1 x 10° 0/16 0
A4000/CL-1(P3) 1 x 10° 7/16 44
A4000/CL-2(P2) 1 x 10° 9/15 60
A4000/CL=-3(P2) 1 x 10° 6/16 38
A1000/Sf9 1 x 103 30/32 94
kontrola 0 0/30 0
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Test 2

A4000/Sf9 1 x 103 0/15

A4000/CL-1(P3) 1 x 103 1/15 6
A4000/CL-2(P2) 1 x 103 4/16 25
A4000/CL-3(P2) 1 x 10° 6/16 38
A1000/Sf9 1 x 103 21/28 75
kontrola 0 0/32 0
Test 3

A4000/S£9 1 x 10° 0/16 0
A4000/CL-1(P7) 1 x 103 5/16 31
A4000/CL-2(P6) 1 x 109 5/16 31
A4000/CL-3(P6) 1 x 10° 0/16 0
A4000/CL-3(P2) 1 x 10° 3/15 20
A1000/S£9 1 x 103 17/31 55
kontrola 0 0/15 0

Z téchto udajli je zfejmé, 2Ze kdyZ se Sf9 bunky
stabilné transformované plazmidem AC0028.3 infikuji virem
A4000, tak vysledné PIB ¢astice jsou oralné infekéni. Naopak
PIB castice 2z rodic¢ovskych netransformovanych Sf9 bunék
infikovanych virem A4000 nezpUsobuji dhyn larev. To znameni,
Ze péstovani viru A4000 v bunkidch poskytujicich funkéni p74
protein (coZ je zplisobeno stabilni integraci konstruktu p74
genem, jak je popsdno v prikladu 6) md za nasledek produkci
viru A4000, ktery je infekéni pro hmyz. P¥idina neprobéhnuti
komplementace v pasdZi &islo 6 bunééné linie S£9(28.3)CL-3
neni znama.

DNA se dale pripravi (jak je popsdno v prikladech 3
a 6 podle Summerse a Smithe /Summers, M. D., a Smith, G. E.,
Prirucdka zplusobu pripravy baculovirovych vektort a kultivace
hmyzich bunék (A Manual of Methods for Baculovirus Vectors
and Insect Cell Culture Procedures), Dept. of Entomology,
Texas Agricultural Experiment Station and Texas A & M
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University, College Station, Texas 77843-2475, Texas
Agricultural Experiment Station Bulletin No. 1555 (1987)/) =z
¢astic PIB jednotlivé sklizenych z dvaceti larev, které byly
usmrceny komplementovanym virem pri testu 1 vyse v textu.
Pro zkouseni pritomnosti A p74 viru, se provede PCR
amplifikace s pouZitim primexrG A a C a pro zKkousSeni
pritomnosti divokého typu viru s pouzitim primert
A a B (vSechny primery viz obr. 3). Postup pri PCR
amplifikaci je popsany v pfikladu 1. Vysledky ukazuji, 3ze
vSech dvacet 1larev bylo infikovéano A p74 virem. Kromé
pozitivniho signalu pro A p74 virus vykazuje pét z dvaceti
larev silny PCR pas specificky pro pritomnost intaktniho
p74 genu. S PIB ¢asticemi izolovanymi z 18 2z dvaceti larev
z testu 1 se provede zkouska na teréicich lista (viz priklad
2). Pro kazdy vzorek se pouZije davka 1 x 105 PIB/larva
a 32 testovacich larev. Umrtnost nad dirovenn Kkontroly
vykazuji jenom &astice PIB, izolované ze ¢tyfr zkoumanych
larev s pozitivnim signdlem na pfitomnost intaktniho p74
genu. Castice PIB ze 24dné ze 14 zkoumanych larev, u nichi
byl pozitivni test jenom na pritomnost deletovaného p74
genu, nezpusobily umrtnost larev nad urovei kontroly.

Tyto vysledky by mély byt pravdépodobné zpusobeny
jednou ze dvou nasledujicich pfi¢in. Pficinou by mohl byt
fakt, 2Ze vzorky komplementovaného viru Jsou kontaminované
virem divokého typu a 2e nékteré larvy 2z puvodniho testu
(testu 1) nesou virus divokého typu. KdyZ by se tyto larvy
dale infikovaly A p74 virem, mohly by byt v PIB pr¥ipravcich
z téchto larev pritomné jak PIB ¢astice viru divokého typu,
tak PIB éastice A p74 viru. Alternativnim vysvétlenim by
mohlo byt, Ze se béhem péstovani A p74 viru v
komplementujici bunééné linii vyskytne homologni rekombinace
mezi timto virem a p74 sekvencemi, integrovanymi do
bunééného genomu. JestliZe se rekombinace vyskytne v malé

mife, potom jenom nékteré larvy, Které zahynou pusobenim
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komplementovaného wviru, by také obsahovaly virus divokého
typu. Tento virus divokého typu by byl v druhém cyklu
stanoveni ordlné infekéni. V pritomnych konstruktech
existuje homologie o velikosti 284 bp mezi A p74 virem na
S5'konci delece a sekvencemi genu p74, integrovanymi do
bunééného genu a homologie o velikosti 713 bp na 3'konci
delece. Je=-1li toto alternativni vysvétleni sprdavné, potom se
tomuto vysledku muZe zabranit sniZenim velikosti, nebo je-1li
to nutné, vylouc¢enim této homologni sekvence vyskytujici se

mezi virem a bunédénou linii.

Priklad 8

Konstrukce  transgennich hmyzich  druhi, které
obsahuji funkéni kopii p74 genu stabilné integrovanou do
hmyziho genomu

V tomto prikladu se pro konstrukci transgennich
hmyzich kmeni pouZije balistické zavedeni DNA pomoci
wolframovych ¢dstic /Baldarelli, R. M;, a Lengyel, J. A.,
Nucleic Acids Res., 18, 5903-5904 (1991)/. Pro jeden z p74
konstruktl, popsanych v prikladu 5, se vysrazi 20 aZ 100 ug
DNA v injekénim pufru pro embrya (0,1 M fosforeénan sodny,
PH 6,8, 5 mM KC1l) na povrchu promytych wolframovych &astic o
poloméru 1,2 mm (vyrobce Bio-Rad, Richmond, CA). Celkovy
objem sraZeci reakéni smési je 65 pl. Po srdaZeni se odstrani
50 ul supernatantu. Tésné pred vnesenim 8 ul do makro-
projektilu se peleta a 12 az 15 pl supernatantu intenzivné
promicha. Pro bombardovani embryi Trichoplusia ni s
odstranénou vnéjsi blanou, ve stadiu vyvoje pfed vytvorenim
blastodermu, se pouzije balisticky systém pro dopravu
bioé¢astic /A Biolistics bioparticle delivery system (vyrobce
DuPont, Wilmington, DE)/. Béhem tohoto postupu jsou embrya
zachycena na filtraénim papiru. Embrya se potom umisti pod




- 41 -

Series 700 halocarbon o0il (vyrobce Halocarbon Products
Corp., Hackensack, N.J.), dokud se nevylihnou. Po vylihnuti
preZivsiho hmyzu se do schridnek dohromady umisti vidy
skupina 25 téchto hmyzich jedinci. Vaji¢ka z téchto schranek
se shromaZdi a 2z embryi se pfipravi DNA zpusobem, ktery
popsal Roberts /Roberts, D. B., ed., Drosophila: prakticky
pristup (Drosophila: A Practical Approach), str. 276, IRL
Press, Oxford, England (1986)/. Aby se urcila schranka, ve
které vajic¢ka obsahuji p74 gén, provede se PCR reakce (viz
priklad 1) s pouzitim oligomeri A a B, 2zobrazenych na obr.
3. KdyZ se identifikuji pozitivni hmyzi skupiny, vajicka
Z téchto skupin se vyZivuji a nechaji se vyvijet azZ do
dospélosti. Jednotlivé padry dospélych jedinci se spari a DNA
izolovand 2z jejich vajidek se opét testuje PCR reakci na
pritomnost p74 genu. Tento proces pokracuje, dokud se
nevytvori linie mir, které jsou pro p74 gen homozygotni.

Priklad 9

Produkce A4000 viru infekéniho pro hmyz péstovanim
ve shora popsanych transgennich druzich hmyzu a demonstrace

jeho fenotypu

Nejprve se malému poctu (10 aZ 20) transgennich
larev druhu Trichoplusia ni ve c&tvrtém instarstadiu poda
injekéné do hemolymfy S5 pl tkdnového kultivaéniho média s
mnozstvim 1 x 102 &astic napuc¢eného viru A4000. Po 4 az 5
dnech, kdy se zaznamenda dhyn vétsiny larev zplsobeny virem
A4000, se sklidi PIB c¢astice zplsobem popsanym v prikladu 3.
Tyto PIB céastice se potom pouziji pro dalsi pomnoZeni.
Transgenni larvy Trichoplusia ni ve tfetim instarstadiu,
které obsahuji jeden z p74 konstruktld popsanych v prikladu
5, se na obdélnicich o rozmérech 2,54 x 3,81 cm krmi stravou
povrchové kontaminovanou 0,4 pul média o koncentraci 1 x 106
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PIB c¢astic A4000 viruv 1 ml. Po 5 aZ 6 dnech, kdy se u
vétsiny larev zaznamend smrt zpisobend virem A4000, se PIB
¢astice sklidi zpusobem popsanym vys$e v textu. Vzorek téchto
PIB ¢astic se uchovdva v TET pufru jako zdsoba. Biologické
Uc¢inky viru se ddle stanovi standardni zkouskou na tercéicich
listd s larvami Trichoplusia ni divokého typu ve druhém
instarstadiu. Vysledky ukazuji, 2e péstovani viru A4000 v
transgennich druzich hmyzu, obsahujicich funké&ni p74 gen,
obnovi infekcénost viru wvaéi hmyzu na pribliZné normalni
uroven. AvSak virus sklizeny z téchto larev divokého typu,
které byly usmrceny timto komplementovanym virem, ma
sniZenou schopnost infikovat hmyz oralné.

P¥iklad 10

Inzerce genu kddujiciho toxin do p74-1 trans-
ferového vektoru a izolace rekombinantniho viru A4TxP-I

Fragment DNA, kédujici toxin 2z roztode Pyemotes
tritici (TxP-I) specificky pro hmyz, se izoluje z cDNA klonu
Tox34 /Tomalski, M. D., a Miller, L. K., Nature, 352, 82-85,
(1991)/. Eco RI fragment, obsahujici celou protein-kédujici
oblast genu s néjakymi nepreloZenymi oblastmi na 5'a
3'konci, se klonuje do AcMNPV pVL 1393 vektoru (souprava
Invitrogen, San Diego, CA). Fragment s tupymi Kkonci,
sahajici od Eco RV mista k Hind III mistu, vytvoreny z
tohoto konstruktu se vlioZi do transferového vektoru.ﬂ.p74—1
na Afl ITI misto, které je uvnit¥ dané delece (viz obr. 2).
Vysledkem spole¢né transfekce tohoto plazmidu oznacdeného
LB15.9, s genomovou DNA viru A4000 do Sf9 bunék, ije
rekombinantni virus, ktery kdéduje TxP-I gen a ktery nemize
ordlné infikovat larvy. Injekéni vpraveni napuéené formy
tohoto viru do hemolymfy larev Heliothis virescens ve
ctvrtém instarstadiu vsak zpusobi charakteristickou
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paralyzu, vzniklou expresi genu TxP-I. Kromé toho se
péstovanim tohoto viru zpusoby popsanymi v prikladech 3, 7,
a 9 docili produkce A4TxP-I viru infekéniho pro hmyz. Tento
infekéni A4TxP-I virus miZe ordlné infikovat larvy a vyvolat
paralyzu. AvSak virus vytvofeny témito infikovanymi larvami
si nezachova svoji infekcénost pro hmyz.

Priklad 11

Konstrukce expresniho vektoru obsahujiciho kodonové

optimalizovany AaIT gen

Toxin AaIT specificky pro hmyz se nachdzi v’ jedu
severoafrického Skorpidna Androctonus australis Hector.
Zkonstruuje se transferovy vektor pro inzerci AaIT genu do
genové oblasti viru AcMNPV kédujici polyhedrin. Tento vektor
oznadeny AC0055.1 obsahuje AalIT gen vloZeny na BamHI misto
plazmidu pVL 985 /Roberts, D. B., ed., Drosophila: prakticky
pristup (Drosophila: A Practical Approach), str. 276, IRL
Press, Oxford, England (1986)/ a sestidvd 2z kodonové
optimalizované nukleotidové sekvence pro zraly AalT toxin,
spojené se sekvenci pro signdlni peptid kutikulového genu z
Drosophila melanogaster. vVzorky E. coli kmene HB101l
nesouciho tento transferovy vektor AC0055,1 byly uloZeny 17.
prosince 1992 v Americké sbirce typu kultur a dostaly ATCC
prirustkové c¢islo 69 166.

Pro nasledné vloZeni do expresnich vektoru podle
prikladu 4 se toxin-kédujici segment' tohoto transferového
vektoru ziska PCR reakci. Primerem (+)vldkna pouzitym v této
reakci je oligonukleotid o velikosti 27 bazi, jehoZ 5'konec
se shoduje s ATG iniciaénim kodénem pro translaci AaIT genu,
ktery je kodonové optimalizovany a ktery se ma amplifikovat
(AaIT gen je obsaZen v AC0055.1 vektoru).
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Primer (-)vladkna hybridizuje s mistem, které lezi
ve vektoru AC0055.1 vzdadleno asi 35 aZ 40 bp od 3'konce AaIT
genu po sméru prepisu. Podminky pro PCR reakci jsou v zasadé
popsané v prikladu 1. Po purifikaci se reakéni produkty
¢isti zplsobem popsanym v prikladu 5, s vyjimkou toho, Ze
fragment se ¢isti elektroforézou v 1,8% agarosovém gelu s
nizkou teplotou téani.

Pro pripravu expresnich vektori pro inzerci toxi-
nového genu se kaZdy vektor stépi enzymem Esp 3I a vzniklé
5'pfe¢nivajici konce se doplni plisobenim DNA polymerasy I
(Klenowova fragmentu) z E Coli za pritomnosti vSech &tyr
dNTP Dbédzi. KaZdy preparat se dale Stépi BamHI. Vektor se
oddéli od uvolnéného polylinkerového fragmentu elektro-
forézou v 1% agarosovém gelu s nizkou teplotou téani a potom
se liguje v oddélenych reakcich s genovym fragmentem
kédujicim AaIT toxin.

P¥riklad 12

Izolace rekombinantniho A4001 viru kédujiciho AaIT
toxin

Aby se pripravila DNA viru A4000 pro inzerci genu,
linearizuje se tato DNA postupnym Stépenim enzymy Sse 83871
a Bsu 36I. V typickém usporddani se 40 wg DNA viru A4000
S§tépi 2 hodiny pfi teploté 37 °C enzymem Sse 837I v mnoZstvi
100 Jjednotek (vyrobce Takara Biochemical, 1Inc., Berkeley,
CA) ve 250 ul reakéni smési, obsahujici 10 mM pufr Tris-HC1,
PH 7,5, 10 mM MgCl,, 1 mM dithiotreitolu (DTT), 50 mM NaCl a
0,01 % BSA. Reakc¢ni smés se potom upravi 100 mM NaCl a 50 mM
pufru Tris-HCl, pH 7,9 a DNA se $tépi ' 2 hodiny pri teploté
37 °C enzymem Bsu 36I v mnoistvi 100 jednotek (vyrobce New
England Biolabs, Beverly, MA). Potom se reakce ukondi
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pridanim SDS na vyslednou koncentraci 10 g/1l, NacCl na
vyslednou koncentraci 0,3 M a EDTA na koncentraci 10 mM.
Didle se DNA chromatograficky ¢&isti v "poly-prep" koloné
(vyrobce BioRad Laboratories, Richmond, CA), obsahujici 2 ml
Sephacryl-300 (vyrobce Pharmacia, Piscataway, N.J.), uvedené
do rovnovahy 10 mM pufrem Tris-HCl (pH 8,0), 1 mM roztokem
EDTA, 0,1% roztokem SDS a 0,3 M roztokem NaCl. Zachyti se 12
frakci o objemu 150 ul. 10 pl kaZdé frakce se analyzuje
gelovou elektroforézou, aby se identifikovaly frakce obsa-
hujici virovou DNA. Tyto frakce se spoji, extrahuji se
jednou smési fenol:chloroform a virova DNA se potom vysrazi
ethanolem. DNA se resftispenduje v TE pufru (sloZeni 10 mM
Tris-HCl1 o pH 8,0, 1 mM EDTA) tak, aby koncentrace DNA byla
0,2 az 1 mg/ml a suspenze se skladuje pri teplote 4 O¢. Pro
stanoveni, zda byla virovda DNA kompletné linearizovana, se
alikvétni &ast DNA Stépi Eco RI a analyzuje se gelovou
elektroforézou. Virova DNA vykazujici Eco RI fragment o
velikosti 7 kb nebyla Stépena Bsu 361 a Sse 83871 Uplné a

nepouzije se.

Expresni vektor obsahujici AaIT gen, popsany Vv
prikladu 11, se Stépi Bsu 361 a Sse 8387I. 12 ng fragmentu
kédujiciho toxin se liguje s mnpéstvim 0,5 Kwg
Bsu 36I/Sse 8783I-linearizované a vycisténé DNA viru AcMNPV
A4000 v 5 pl reakéni smési, obsahujici 25 mM Tris-HCl (pH
7,6), 5 mM MgCl,, 1 mM ATP, 1 mM DTT, 50 g/1 polyethylengly-
kolu-8000 a 0,5 jednotky T4 DNA ligasy (vyrobce Gibco-BRL,
Gaithersburg, MD). Po inkubaci probihajici pfes noc pri
teploté 16 Oc se celd ligaéni smés pouZije pro transfekci
Sf9 bunék, jak je popsdano v prikladu 1.

Pét dni po transfekci se =z transfekovanych Sf9
bunék odstrani médium. Pfipravi se desetindsobnd sériova
zFedéni transfek&niho supernatantu. Dva alikvétni podily o
objemu 1 ml 2ze zf¥edéni 1073, 104 a 1073 se pouziji pro
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infekci bunék (mnoZstvi 1,5 x 106) v  kultivaéni misce o
pruméru 6 cm. 2Za hodinu po pfiddni viru se virové inokulum
odstrani a bunky se pfeliji médiem obsahujicim agarosu, jak
je popsano v predchozim prikladé. KdyZ se plaky plné
vyvinou, pouZiji se pro inokulaci jednotlivych jamek plotny
se 48 jamkami. Vyslednd dal$i generace viru se analyzuje PCR
reakci s pouZitim primeru A (na obr. 3) Jjako primeru
(+)vlakna a kutikulového-AaIT primeru (-)vlakna, popsaného v
p¥ikladu 11.

Po jednom nebo dvou dalSich kolech purifikace plaku
se pripravi P1 2zasoby /Summers, M. D., a Smith, G. E.,
Prirucdka zpusobu pripravy baculovirovych vektorl a kultivace
hmyzich bunék (A Manual of Methods for Baculovirus Vectors
and Insect Cell Culture Procedures), Dept. of Entomology,
Texas Agricultural Experiment Station and Texas A & M
University, College Station, Texas 77843-2475, Texas
Agricultural Experiment Station Bulletin No. 1555 (1987)/.
Rekombinantni virus obsahujici aaIT se oznadi 2A4001.
Biologicka aktivita tohoto viru se testuje injeké&ni zkouskou
na stanoveni ECV. ECV forma viru se injekéné vpravi do larev
Heliothis virescens, které jsou uprostred ¢tvrtého
instarstadia. Virus se titruje plakovou zkouskou (viz
Summers, M. D., a Smith, G. E., Pfirudka zpusobl pripravy
baculovirovych vektor( a kultivace hmyzich bunék) a potom se
z2fedi na 2 x 107, 2x 105 a2x 105 prU (plak tvoricich
jednotek) na ml v TNM-FH médiu obohaceném 0,5 % (obj.)
Cervené ¢&islo 5. Kazda larva se znecitlivi pusobenim oxidu
uhlicitého po dobu 2 aZ 5 minut a potom se do ni injekei
vpravi 0,5 pl zfedéného viru, pridemz se pouzije Hamiltonova
injekéni strikacka vybavend cejchovanou jehlou &. 26. Jehla
se vpichne podélné mezi posledni dvé panoZky a potom se
posune ventralné o dva aZ tfi télové &lanky pred vpich. Po
injekci se kaZdd larva prohlédne, 2zda neunika obarvena
hemolymfa. Je-1li podezfeni na ztratu vzorku nebo je-li jeho
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ztrata zrfejma, larva se odstrani. Larvy se potom umisti do
zakrytych stravovacich bunék o plose 4 cm? (1 larva na
buriku) a nechaji se pri teploté 27 ©C. Jednou denné se larvy
vizudlné kontroluji, aby se zjistila Jjejich morbidita nebo
mortalita. Larva se povazuje za hynouci (pozitivni odpovéd),
jestliZe neni schopna se vratit po obraceni na hibet béhem
doby 0,5 aZz 2 minuty do spravné polohy.

Kdyz se do larev H. virescens injek¢éné vpravi
mnoistvi 6 x 103 - 1 x 104 PFU viru, larvy odpovidajici na
infekci virem A4001 vykazuji kontraktilni paralyzu a doba
potfebnd pro odpovéd se snizi, srovnd-li se charakteristicka
doba pro odpovéd po infikovani virem AcCMNPV divokého typu s
rekombinantnim virem tvoricim AaIT toxin. Konkrétné prumérnad
doba odpovédi na rekombinantni virus (RTg,) Je 50 % (s
odchylkou 4 %) této hodnoty pro virus divokého typu v jedné
zkoudce biologické aktivity. V  druhé zkousce Jje RTgj,
rekombinantniho viru 52 % (s odchylkou 5 %) této hodnoty pro
virus divokého typu. Tento vysledek ukazuje, Ze inzerce AalT
genu a kutikulové signdlni sekvence do viru ACMNPV (A4001)
urychluje rychlost usmrceni pomoci exprese biologicky

aktivniho toxinu.

Pri standardni zkousce na terdicich listl, popsané
v pfikladu 2, vykazuji kontraktilni paralyzu charakteri-
stickou pro AaIT toxin jenom larvy Kkrmené A4001 virem,
péstovanym v zdchranné bunééné linii Sf9(28.3)CL-2. Naopak
larvy krmené A4001 virem, péstovanym v SF9 buriikdch divokého

typu, nevykazuji kontraktilni paralyzu.

Priklad 13

Konstrukce transferového vektoru UASs;ap-p74 a viru
A4UAS




- 48 =~

V tomto prikladu se na pozici -1 bp (proti sméru
prepisu) do p74 kédujici oblasti viru vloZi specificka
kvasinkovad aktivaéni DNA sekvence UASGAL' kterda lezZi pred
regulovanym genem, dohromady s hsp 70 promotorem z Droso-
phila melanogaster o minimdlni velikosti -43 aZ -1 bp. GAL4
strukturni gen se izoluje z pLA plazmidu /Johnston, S. A., a
dalsi, Proc. Natl. Acad. Sci., 83, 6553-6557 (1986)/ v
podobé fragmentu, ohranié¢eného BamHI a Hind III mistem, o
velikosti 2,9 kb. Tento GAL4 fragment se vloZi do jednoho z
vektorl obsahujicich heterologni promotor tak, Jjak jé
popsano v prikladu 5. Stabilni Sf9 bufky, které obsahuji
funkéni kopie heterolognich promotor-GAL4 konstruktili se
izoluji zplsobem popsanym v prikladu 6. Pro vytvoreni
UASgar,-P74 rekombinantniho viru se zkonstruuje UASga1,~P74
transferovy vektor. Jako substrdt pro PCR reakci, p¥i niz
vznikne fragment o velikosti 175 bﬁ, se pouZije 17-hsp
70/lacZ konstrukt /Fischer, J. A., a dalsi, Nature, 332,
853-856 (1988)/. Vytvoreny fragment se sklddd ze &ty kopii
repetice o velikosti 29 bp a obsahuje 17mer GAL4 rekogniéni
misto s vysokou afinitou fusované s hsp 70 promotorem
z Drosophila malanogaster o minimdlni velikosti =43 a2
-1 bp. Po pridani restrikéniho mista Sma I na 5'konec
a restrikénich mist Esp 3I a Nde I na 3'konec tohoto
fragmentu se pouziji specifické primery. Uvedend restrikéni
mista jsou zapotrebi pro nisledné klonovaci kroky. Tento
fragment se vlo3i do A p74-1 transferového vektoru (viz obr.
4) mezi S5'konec, na kterém je vét3inou Hind III misto tupé
ukonc¢ené a Nde I misto p74 genu. Tento plazmidovy klon se
ozna¢i LB 17.8. Fragment s p74 kédujici oblasti se vytvori
PCR amplifikaéni reakci, pfi niZ se pouZije p74-specificky
primer pro (+)vldkno, popsany v prikladu 5, a Bluescript,
specificky primer T3 (vyrobce Stratagene, La Jolla, CA) pro
(-)vldkno. Na tento p74 fragment se pusobi Klenowovym
fragmentem DNA polymerasy I tak, 3jak jiZ bylo dfive v textu
popsdno. Po ¢isténi se fragment Stépi enzymem Bcl I, ktery
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pusobi v blizkosti 3'konce p74 genu. Plazmid LB 17.8 se
pripravi podobné Stépenim enzymem Esp 31 a naslednym
vytvofenim tupych konci plsobenim Klenowova fragmentu. Po
&¢isténi se tento vektor také stépi Bcl I. Pripraveny vektor
a p74 genovy fragment se potom za standardnich podminek
liguji dohromady. Tento klon, oznaceny pUAS;,;-p74, obsahuje
kompletni p74 gen <rizeny hsp promotorem, pricemZ tento
promotor zavisi na pritomnosti GAL4 proteinu. Rekombinantni
ACMNPV virus nazvany A4UAS se vytvori zplsobem popsanym
v prikladu 1. Komplementovany virus se pripravi péstovanim
tohoto rekombinantniho viru v bunéénych 1liniich, popsanych
v ptikladu 6. Vysledky standardniho biostanoveni, popsaného
v pfikladu 2, ukazuji, Ze virus obsahujici UAS;,;-p74 Je
neinfekéni vaéi hmyzu, je-li podavdn ordlné. KdyZ se  vsSak
tento virus péstuje v GAL4 komplementac¢ni bunééné linii, Jje
pfi ordlnim podavani infekéni.

Priklad 14

Izolace funké&niho analogu ACMNPV p74 genu z genomu

granulézniho viru

Izolace genu odpovédného za ordlni infekénost
granulézniho viru se vhodné provede vyuZitim techniky
"marker rescue" /Passarelli, A. L., a Miller, L. K., J.
Virology, 67, 2149-2158 (1993)/. Nejprve se z vVvirové DNA
Trichoplusia ni granulézniho viru (TnGV) pripravi &¢asteénym
Stépenim Sal I fragment Sal I TnGV DNA. Tento fragment se
liguje do kozmidového vektoru pvK102 /Knauf, V. C., a
Nester, E. W., Plasmid, 8, 45-54 (1982)/ a tim se vytvori
genomova knihovna prekryvajicich se kozmidovych klonu.
Alikvétni &ast jednoho z CpGV kozmidovych klona (o hmotnosti
1 ung) se dohromady s 1 kg ACMNPY A4000 virové DNA
transfekuje do bunék zplsobem popsanym V prikladu 1. Po 5
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dnech se provede standardni plakovd 2zkouska. Po plném
vyvinuti se jednotlivé plaky pouziji k infikovani
jednotlivych jamek tkarnové kultivaéni plotny s 48 jamkami,
jak Jje popsdno v prikladu 1. Vypéstovany virus z téchto
jamek se shromdZdi do skupin po dvaceti. Tento virus se
podava S potravou larvam Trichop;usia ni ve tretim
instarstadiu pri stanoveni na teréicich 1listl, popsaném v
pfikladu 2. JestliZe kozmidovy klon obsahuje funké&ni analog
genu p74, oralni infekénost viru A4000 zustane zachovdna.
Specificky gen odpovédny 2za 2zachovani infekénosti se
identifikuje opakovanim kotransfekce a testovaciho postupu s
plazmidovymi subklony pozitivniho kozmidu.




VAR

- 51 -

Y9 F ot

LS

£6 |

PATENTOVE -INAROKVY_

1. Rekombinantni hmyzi virus s omezenou schopnosti
girit se v 2Zivotnim prostfedi 2z hostitele na hostitele,
ktery Je uc¢inén neinfekénim vaéi hmyzu 2zménou svého
genetického zdkladu a jehoZz  infekénost Jje obnovena
komplementaci s produktem nebo funkci, ktera v tomto

zménéném viru chybi nebo je defektni.

2. Virus podle naroku 1, zvoleny ze skupiny

sklddajici se z DNA a RNA viru.

3. Virus podle nidroku 2, zvoleny 2ze souboru DNA
vir zahrnujiciho viry Eubaculovirinae, Nudibaculovirinae,
Entomopoxvirinae, Ichnovirus, Bracovirus, Iridoviridae a

Parvoviridae.

4. Virus podle ndroku 3, z celedi Eubaculovirinae,
je vybrany ze skupiny zahrnujici Jjaderné polyedrdalni viry

a granulézni viry.

5. Virus podle néroku 1, v némZ zména genetického
zdkladu spoéivd bud v  odstranéni funkce genu nebo V

interferenci s virovou funkci.

6. Virus podle naroku 1, jehoZ infekénost se obnovi

produkci viru:

a) v hmyzich buikdch transfekovanych fragmentem
DNA, ktery poskytuje produkt nebo funkci, které

chybéji nebo jsou defektni ve zménéném viru;

b) v buné&nych liniich, které byly stabilné trans-
formovany fragmentem DNA, Kktery poskytuje produkt
nebo funkci, které chybéji nebo Jjsou defektni ve
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zménéném viru;

c) v transgennich hmyzich jedincich, ktefi obsahuji
fragment DNA poskytujici produkt nebo funkci, které
chybéji nebo jsou defektni ve zménéném viru.

7. Virus podle naroku 6, Vv némZ se pro rizeni
exprese daného fragmentu DNA pouZije heterologni promotor.

8. Virus podle naroku 1, ktery dale obsahuje
heterologni gen, kédujici 1latku s potlacujicimi nebo
modifika¢nimi uWéinky na hmyz, pfidemZ tento gen je vloZen do
virového genomu. .

9. Virus podle ndroku 8, v némZ je 1latka s
potladujicimi nebo modifikaénimi déinky pro hmyz zvolena ze
skupiny zahrnujici toxiny, neuropeptidy a hormony a enzymy.

10. Virus podle ndroku 8, pri¢emZ heterologni gen se

a) primo na misto zmény genetického zékladu viru;

b) na misto, priléhajici k mistu zmény genetického
zdkladu viru takovym zpusobem, Ze segregace
heterologniho genu a 2zménéného genetického zakladu
se vyskytuje u virového potomstva v méné nei 10 %
p¥ipadu.

11. Zplisob vyroby hmyziho viru se sniZenou schpnosti
$irit se v Zivotnim prostfedi 2z hostitele na hostitele,
vyznacuijici se tim, Ze zahrnuje tyto kro-
ky:

a) vyrobu viru neinfekéniho pro hmyz zménou gene-
tického zakladu viru; a
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b) obnoveni infekénosti viru komplementaci s
produktem nebo funkci, které ve zménéném viru

chybéji nebo jsou defektni.

12. Zpusob podle ndroku 11, vy znac¢ujici
s e t i m, Ze zména genetického zdkladu viru se zpusobi
bud odstranénim funkce genu nebo interferenci s virovou

funkci.

13. Zpusob podle ndroku 11, vyznacujici
s e t i m, Ze infekénost viru se obnovi produkci viru:

a) v hmyzich bunkdch transfekovanych fragmenten
DNA, ktery poskytuje produkt nebo funkci, které
chybéji nebo jsou defektni ve zménéném viru;

b) v bunéénych liniich, které Dbyly stabilné
transformovany fragmentem DNA, ktery poskytuje
produkt nebo funkci, které chybéji nebo jsou

defektni ve zménéném viru;

c) v transgennich hmyzich jedincich, ktefi obsahuji
fragment DNA poskytujici produkt nebo funkci,
které chybéji nebo jsou defektni ve zménéném viru.

14. Zpisob podle naroku 11, vy znac¢ujic i
s e tim, e dale zahrnuje pouziti heterologniho

promotoru.

15. Zpusob podle naroku 11, vy zna<c¢uj ici
s e t i m , Ze dale zahrnuje pouziti heterologniho genu,
ktery se vloZzi do virového genomu a ktery kéduje latku s
potladujicimi nebo modifikaénimi ucéinky na hmyz.

MP-898-93-Ce
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Obr. 2
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Obr. 4
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