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OPIS 1ZUMA
Podrudje izuma

Taj izum spada u podrudje genetskoga inZenjerstva (genska manipulacija) s tehnologijom rekombinantne DNA (i
RNA), dijagnostike 1 imunizacije/vakcinacije. Podrobnije, izum se odnosi na otkrivanje, kloniranje 1 analizu sekvencije
genoma DNA virusa pileée anemije (CAV) 1 na uporabe koje su time omogucene.

Pozadina izuma

Virus CAV, koji do sada jo§ nije bio klasificiran, prouzrocuje infekcijsku anemiju u pili¢a. Virus su najprije izolirali u
Japanu godine 1979., a ime je dobio zbog ozbiljne anemije koju prouzrocuje u mladih pili¢a (Yuasa et al., 1979). Ostali
simptomi zaraze s CAV su atrofija kostane srzi i razaranje limfocita u timusu. Do o$tecenja dolazi u slezeni i u jetri.

prijelazna anemija, te oko polovica Zivotinja ugine priblizno 2 do 3 tjedna nakon zaraze. S povecanjem starosti raste 1
prirodna otpornost. U starosti od 7 dana se nakon zaraze pojavi u pili¢a samo prijelazna anemija, a u 14 dana starih
Zivotinja nakon zaraze uopée ne dode do anemije. Zastita od zaraze s CAV 1 simptoma bolesti od CAV temelji se u
velikoj mjeri na mehanizmima humoralne imunske obrane. Vielitz (1989) je razvio prakti¢nu, prilicno djelotvornu
metodu sprjeéavanja pomocu “kontrolirane izloZenosti” suspenzijama s CAV-om inficiranih jetara kokosi nesilica, ¢ime
potomak dobiva imunost po majci. U Njemackoj upotrebljavaju tu metodu u praksi, iako izgleda da nije potpuno bez
rizika.

Pokusi na Zivotinjama izvedeni u izoliranim koko§jim farmama u Centraal Diergeneeskundig Institut (CDI) u Lelystadu
potvrdili su zatitnu vrijednost majcinih protutijela. Tu su izveli “kontroliranu izloZenost” s CAV razmnoZenim u
tkivnim kulturama. Nazo¢nost maj¢inih protutijela protiv CAV, potpuno je sprijecila razmnoZavanje CAV nakon zaraze
jednodnevnih pilica od majki tako vakciniranih. Niti simptomi CAV nisu se pojavili. Ta pasivna zastita postigla se 1 u
potomaka imuniziranih kokosi nesilica, kao 1 nakon ustrcavanja ekstrakta Zumanjaca iz jaja tih istih imuniziranih kokos$i
nesilica, pili¢ima koji su bili specifi¢no bez patogenih uzro¢nika (SPF). Pasivna zastita glede zaraze s CAV davanjem
protutijela protiv CAV trajala je do starosti od 4 tjedna. Nakon toga se ustanovilo, da je pasivna zastita bila nepotpuna.
Ti pokusi su pokazali, da majcina protutijela proizvedena vakcinacijom Zivotinja-majki, imaju vazni preventivnu ulogu
u prakti¢nim okolnostima.

Pokusima se takoder dokazalo, da u pilica koji prezive zarazu CAV-om, dolazi do prijelaznog nestanka specifi¢ne
populacije timusnih limfocita (Jeurissen et al., 1989). Timusna atrofija je moZebitni uzrok imunosupresiji koju
prouzro¢uje CAV, §to ima za posljedicu da su specificne vakcinacije, primjerice protiv kokosje kuge (bolest
Newcastle), manje djelotvorne. CAV je vise puta izoliran u jatima s povecanim gubitkom zbog Marekove bolesti,
Gumborove bolesti (virus infekcijske bolesti burze, IBDV; Yuasa et al., 1980) i u Zivotinja oboljelih od bolesti Blue
Wing, u svezi s reovirusima (Engstrom, 1988a, Engstrom et al., 1988b). Eksperimentnim dvostrukim zarazama
dokazana su stupnjevita svojstva CAV-a glede drugih virusa u pili¢a, na pr. virusa Marekove bolesti, MDV, De Boer et
al., 1989a). Nedavno smo u nasim vlastitim pokusima opazili izrazito pojaanu reakciju na okulaciju nakon aerosolne
vakcinacije vakcinom protiv koko§je kuge 1 istodobne zaraze s CAV-om. CAV onda dovodi do imunosupresivnih i
stupnjevitih ucinaka na druge virusne zaraze. Ta svojstva virusa CAV vjerojatno prouzrocuju povecanu ucestalost
izbijanja virulentnih bolesti u praksi.

Izgleda da je CAV rasiren po cijelom svijetu. Malo nakon §to je pocelo istraZivanje u Japanu, izvedene su prve izolacije
u Europi, najprije Von Biillow u Njemackoj (1983) i kasnije McNulty et al. u Ujedinjenom kraljevstvu (1990). U
Nizozemskoj su prve izolacije iz materijala iz SAD, Izraela 1 Tunisa izveli De Boer et al. (1988). RaspoloZivi literaturni
podatci pokazuju da izolati spadaju u jedan serotip, iako treba razliCite terenske izolate testirati glede njihove
medusobne srodnosti 1 mogucih razlika u patogenosti (McNulty et al., 1990). CAV se u jati §iri vjerojatno preko izmeta
1 zraka. Medutim, vaZnu ulogu u epidemiologiji CAV-a ima i vertikalno prenosenje virusa na potomke. Nazoc¢nost
CAV-a je seroloski dokazana u raznim drzavama.

U uvjetima tkivne kulture CAV se tesko razmnozava. Do sada CAV prouzrocCuje samo citopatoloski u¢inak (CPE) u
limfoblastoidnim stani¢nim linijama iz limfoma Marekove bolesti, transformiranih s MDV (stanice MDCC-MSBI1) ili s
virusom avianske leukemije (ALV) transformiranih limfoblastoidnih stani¢nih linija iz limfoidne leukoze (stanice 1101-
X5; Yuasa, 1983). U nedavnoj studiji opisuju Todd et al. (1990) virusne Cestice (u oc¢i§¢enom materijalu CAV)
promjera 23.5 nm, koji se koncentriraju u gusto¢i od 1.33 do 1.34 g/ml u gradijentu CsCl. Virus ima jedan
prevladavajuc¢i polipeptid (Mr: 50000) i genom prstenaste jednolan¢ane DNA duljine 2.3 kilobaze. Dva mala virusa,
svinjski Circovirus 1 virus koji je povezan s boles¢u kljuna 1 perja u papiga, su glede prstenaste jednolancane DNA
sliéni CAV-u, iako imaju manji genom 1 manji promjer virusnih djeli¢a (Ritchie et al., 1989; Tischer et al., 1982).
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Dugo se smatralo da CAV spada u parvoviruse. Zapravo su veina parvovirusa virusi s jednolan¢anom DNA, imaju
linearnu DNA, ve¢i genom, te vjerojatno i drugaciji sastav virusnih polipeptida.

Kratak opis izuma

Opcéenito vrijedi, da su stani¢ne komponente koje sudjeluju u udvostru¢avanju i prepisivanju virusa, funkcionalne samo,
ako DNA ima dvolancani oblik. Virus koji ima prstenastu jednolan¢anu DNA moZe se u stanici pojaviti u fazi, u kojoj
se sastoji iz dvolan¢ane DNA. To smo djelovanje iskoristili mi, pronalazaci.

Karakterizirali smo dvolantanu CAV DNA duljine 2.3 kilobaznoga para u stanicama 1104-X5 i MDCC-MSBI1
zarazenih s CAV, te ju klonirali u pIC-20H. DNA smo u cijelosti odredili sekvenciju (vidi sl.1). U dijagnostickom testu
s obiljezenom kloniranom CAV-DNA dokazali smo nukleinske kiseline virusa CAV u preparatima virusa, jetre i
tkivnih kultura. Utvrdili smo, da CAV ima sva bioloska i patogena svojstva divljeg tipa CAV, kako u tkivnoj kulturi,
tako 1 u testovima sa Zivotinjama.

Lanc¢ana reakcija s polimerazom (PCR) 1 hibridizacijski pokusi pokazali su da CAV koji nademo na terenu, odgovara
kompletnom kloniranom genomu CAV. Pomo¢u Southern analiza sa sondama DNA, obiljeenima s **P dokazali smo
da su svi terenski izolati sadrzavali molekule DNA duljine 2.3 kb. Analize s restrikcijskim enzimima su pokazale da
DNA kloniranog CAV odgovara DNA terenskih izolata. U testu s kaplji¢nim nanosom (“dot blot”) smo dokazali DNA
kloniranog CAV-a oznacena digoksigeninom, specifi¢no hibridizira s DNA razli¢itih terenskih izolata. U pokusima s
PCR uz uporabu oligonukleotida kojih je sekvencija bila izvedena iz sekvencije kloniranog CAV (sl. 4), specifi¢no smo
umnozili ili prepoznali CAV-DNA.

Podroban opis izuma

Sadasnji izum osigurava u prvom redu rekombinantnu gensku informaciju u obliku obiljeZene ili neobiljeZene DNA ili
RNA, koja obuhvacéa nukleotidnu sekvenciju specificnu za virus anemije pilica (CAV), koja se podudara ili koja je
komplementarna nukleotidnoj sekvenciji genoma CAYV ili njegovoga dijela.

U prednosti je izvedba sada$njega izuma koja se sastoji iz takove rekombinantne genske informacije, koja obuhvaca
nukleotidnu sekvenciju specificnu za CAV, koja se podudara ili koja je komplementarna nukleotidnoj sekvenciji,
prikazanoj na slici 1, nukleotidnu sekvenciju koja je s njom najmanje u 60 % homologna, ili njezin dio.

Taj vid pronalska sastoji se iz nukleinske kiseline, odbrane izmedu DNA 1 RNA, u bilo kojemu moguéem pojavnom
obliku, kako u obliku gole DNA ili RNA, tako i u obliku na bilo koji nacin pakovane DNA ili RNA (u proteinima ili u
virusnim Cesticama), ili povezane na druge tvari (na pr. s nosacem ili materijalom koji ima uc¢inak obiljezivaca). DNA
moZe biti jednolancana kao 1 dvolancana DNA, 1 moZe biti kako u linearnom tako 1 u prstenastom obliku.

Za rekombinantnu gensku informaciju u skladu s pronalaskom vazno je, da je u njoj nazo¢na nukleotidna sekvencija
specificna za CAV. Nije potrebno da ta, za CAV specifi¢na sekvencija, obuhvaca sveukupan genom CAV, a za veéi dio
uporabe ¢e sa prakti¢noga stajaliSta, biti potreban 1 poZzeljan samo specifi¢ni dio.

Prva mogucnost u prednosti je nukleotidna sekvencija specificna za CAV, koja se podudara ili koja je komplementarna
nukleotidnoj sekvenciji, koja kodira protein CAV 1 koja se pojavljuje u genomu CAYV, ili njezin dio. Rekombinantnu
DNA koja obuhvaca tako kodiranu sekvenciju, moZzemo upotrijebiti na pr. za otkrivanje informacijske RNA virusa
CAYV u uzorku, ili ju moZemo upotrijebiti na pr. u okviru postupka priprave proteina CAV ili njihovih dijelova. Izraz
“njihov dio” oznacuje nacelno svaki dio koji se moZe smatrati specificnim za CAV. Na razini proteina ¢e to za vecinu
uporaba biti epitop, to je antigenska determinanta koju mogu prepoznavati antitijela.

Druga moguc¢nost je, da rekombinantna genska informacija u skladu s pronalaskom obuhvaca nukleotidnu sekvenciju
specificnu za CAV, koja se podudara ili koja je komplementarna nukleotidnoj sekvenciji, koja ima regulacijsku
funkciju $to se pojavljuje u genomu CAV, ili njezin dio.

Jedan primjer je uporaba promotorskih/poticajnih elemenata u kombinaciji sa sekvencijama koje kodiraju protein, koji
je razli¢it od proteina CAV, na pr. omogucavanje izraZzavanja takovih proteina koji nisu proteini CAV, u peradi (kao
pili¢i) 1 drugih Zivotinja, u kojih djeluju regulacijski signali virusa CAV.

Tako u gornjem primjeru opéenito moze rekombinantna genska informacija u skadu s pronalaskom obuhvacati 1
nukleotidnu sekvenciju koja nije izvedena iz genoma CAV. Tu “nukleotidnu sekvenciju koja nije izvedena iz genoma
CAV” moze tvoriti na pr. nukleotidna sekvencija izvedena iz prokarioticnoga ili eukarioti¢noga vektora za izraZavanje.
Tako izum obuhvaca mogucnost ukljuivanja sekvencije specifi¢ne za CAV u (virusni ili nevirusni) vektor, prikladan
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7a izrazavanje u eukarioticnih organizama ili u plazmida, prikladan za izrazavanje u bakterija. Nadalje je takoder
moguce, da obuhvaca rekombinantna genska informacija u skladu s pronalaskom kao “nukleotidnu sekvenciju koja nije
izvedena i1z genoma CAV”, nukleotidnu sekvenciju koja se ne pojavljuje u genomu CAV, koji ima regulacijsku
funkciju.

“Nukleotidna sekvencija koja nije izvedena iz genoma CAV” moZe se sastojati 1 iz nukleotidne sekvencije koja kodira
protein (dio proteina) koji je razli¢it od proteina CAV, na pr. ako se upotrijebe regulacijski signali CAV za izraZavanje
takovoga proteina koji nije protein CAV (ili njegovoga dijela), u domacina, koji je dostupan virusu CAV, ili ako se
namjerava rekombinantnu DNA upotrijebiti za pripravu hibridnog ili fuzijskog proteina u kojemu djeluje protein CAV
kao nositelj za epitop proteina, koji nije protein CAV, ili naprotiv, protein koji nije protein CAV, djeluje kao nositelj za
epitop proteina CAV.

Ako namjeravamo upotrijebiti rekombinantnu gensku informaciju u skladu s pronalaskom u okviru postupaka za
otkrivanje komplementarne DNA ili RNA u uzorku, moZe biti potrebna nazocnost obiljezivaca. Obiljezivac, koji se tu
upotrebljava, je marker prikladan za uporabu s DNA ili RNA, koji omogucuje ili olak§ava otkrivanje obiljezane DNA
ili RNA. Stru¢njak pozna mnogo vrsta markera, prikladnih za tu svrhu, kao §to su radioizotopi (na pr. **P), enzimske
molekule (na pr. peroksidaze), hapteni (na pr. biotin), fluorescentne tvari, bojila, pigmenti (na pr. anorganski fosfori), te
markeri u obliku Cestica (na pr. Cestice zlata ili selena). U drugom pogledu se izum odnosi na uporabu rekombinantne
genske informacije, kao Sto je gore definirana, osobito u dijagnosticke svrhe, svrhu imunizacije ili vakcinacije, ili za
pripravu proteina CAV, ili proteina koji nisu proteini CAV.

Podrobnije se na pr. odnosi na uporabu rekombinantne genske informacije u skladu s pronalaskom, kao sonde, ili
primjera koji su specificni za CAV, u postupku za otkrivanje CAV-DNA ili -RNA, na pr. u postupku nanosenja
DNA/RNA u obliku mrlje (“slot blotting”), Southern upijanja, Northern upijanja, hibridizacije in situ, umnoZzavanja
DNA pomoc¢u PCR, S1 mapiranja i ekstenzije primjera, pri ¢emu izum obuhvaca dijagnosticki komplet za otkrivanje
CAV-DNA il -RNA u postupku, kao §to je nano§enje DNA/RNA u obliku mrlje (“slot blotting”), Southern upijanje,
Northern upijanje, hibridizacija in situ, umnoZavanje DNA pomoc¢u PCR, S1 mapiranje ili ekstenzija primjera, pri ¢emu
taj dijagnosticki komplet sadrzi rekombinantnu gensku informaciju u skladu s pronalaskom kao sondu ili primjer, koji
su specifi¢ni za CAV.

Nadalje, odnosi se na uporabu rekombinantne genske informacije u skladu s pronalaskom kao Zive virusne vakcine za
zastitu protiv CAV ili drugoga patogenog uzro¢nika, pri ¢emu izum obuhvaca i vakcinski pripravak za imuniziranje
protiv CAV ili drugoga patogenog uzro¢nika, pri ¢emu obuhvaca taj pripravak rekombinantnu gensku informaciju u
skladu s pronalaskom i u danom primjeru jedan ili vise nositelja i adjuvansa, prikladnih za Zive virusne vakcine.

Odnosi se takoder na uporabu rekombinantne genske informacije u skladu s pronalaskom kao vektora za kloniranje, to
jest na uporabu CAV-DNA kao nekakvoga “eukarioti¢noga plazmida” za avianske sustave, u kojima su genski
fragmenti ugradeni u potpuni ili skoro potpuni genom CAV.

Obuhvaca takoder uporabu rekombinantne genske informacije u skladu s pronalaskom u postupku za pripravu proteina
CAV, njegovoga dijela, ili proteina koji je razliit od proteina CAV s prevodenjem in vitro ili in vivo. Isto vrijedi za
prokarioti¢nu ili eukarioti¢nu stanicu koja sadrzi rekombinantnu gensku informaciju, kako je gore definirana, i posebice
za prokarioti¢nu ili eukarioticnu stanicu koja je sposobna za izraZzavanje uvijek jednoga proteina kojega kodira
rekombinantna genska informacija u skladu s pronalaskom. Te razliCite moguénosti ¢emo opsirnije obrazloziti nize u
ovom opisu.

Sljede¢i vid izuma odnosi se na protein CAV ili njegov dio, dobiven in vitro prevodenjem rekombinantne genske
informacije u skladu s pronalaskom, koja sadrZi nukleotidnu sekvenciju koja kodira protein CAV ili njegov dio, kao i
protein CAV ili njegov dio, dobiven izolacijom iz prokarioticne ili eukarioti¢ne stanice koja sadrzi rekombinantnu
gensku informaciju u skladu s pronalaskom, koja sadrzi nukleotidnu sekvenciju koja kodira protein CAV ili njegov dio,
1koja je sposobna za njegovo izraZavanje.

Na razini proteina obuhvaca izum takoder razli¢ite uporabe, posebice uporabu proteina CAV ili dijela proteina u skladu
s pronalaskom za dijagnosticke svrhe, za imunizacijske ili vakcinacijske svrhe ili za proizvodnju protutijela specifi¢nih
za CAV. Konkretnije, izum obuhvaca uporabu proteina CAV ili dijela proteina, kako je gore definiran, kao reagensa
koji veze za CAV specifi¢na protutijela, u postupku imunskog testa za otkrivanje za CAV specifi¢nih protutijela, na pr.
bojenjem imunoperoksidazom, testom ELISA ili imunofluorescencijskim testom, 1 tomu odgovarajucega dijagnosti¢nog
kompleta za otkrivanje za CAV specificnih protutijela u postupku imunskoga testa, kao §to je bojenje
imunoperoksidazom, test ELISA ili imunofluorescencijski test, pri ¢emu obuhvaca taj dijagnosticki komplet protein
CAYV ili dio proteina u skladu s pronalaskom kao reagens koji veze za CAV specifi¢na protutijela.
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[zum obuhvaca takoder 1 uporabu proteina CAV ili dijela proteina, kako je gore definiran, kao vakcine koja obuhvaca
samo podjedinicu, za zastitu protiv CAV, kao i vakcinski pripravak protiv CAV, pri ¢emu obuhvaca taj vakcinski
pripravak protein CAV ili dio proteina u skladu s pronalaskom i u danom primjeru jedan ili vise nositelja 1 adjuvansa
prikladnih za vakcine, koji obuhvacaju samo podjedinicu.

Uporaba proteina CAV ili dijela proteina, kako je gore definiran, u postupku za proizvodnju za CAV specificnih
poliklonskih ili monoklonskih protutijela spada takoder u mogucnosti koje su u okviru izuma. Sve te uporabe ¢emo
opsirnije obrazloziti niZe u ovom opisu.

U daljnjem pogledu se izum odnosi takoder na protutijela specifi¢na za CAV, proizvedena pomocu proteina CAV ili
dijela proteina, kako je gore definiran, kao 1 na razli¢itu uporabu takvih, za CAV specifi¢nih protutijela, na pr. za
dijagnosticke svrhe, imunizacijske ili vakcinacijske svrhe, ili za preparativne svrhe.

Konkretnije, odnosi se na uporabu za CAV specificnih protutijela u skladu s pronalaskom, kao reagensa za vezanje
proteina CAV u postupku imunskoga testa za otkrivanje proteina CAV, kao 1 dijagnosticnoga kompleta za otkrivanje
proteina CAV u postupku imunskoga testa, pri ¢emu sadrzi taj dijagnosticki komplet za CAV specifi¢na protutijela u
skladu s pronalaskom, kao reagens za vezanje proteina CAV.

Daljnji primjer je uporaba za CAV specifi¢nih protutijela u skladu s pronalaskom, za pasivnu imunizaciju protiv zaraze
s CAV, kao 1 imunizacijski pripravak za pasivnu imunizaciju protiv CAV, pri ¢emu taj pripravak obuhvaca za CAV
specifitna protutijela u skladu s pronalaskom i u danom primjeru jedan ili vise nositelja 1 adjuvansa prikladnih za
pripravke za pasivnu imunizaciju. Specificno vrijedi za imunizaciju kokosi nesilica s rekombinantnim produktima u
skladu s pronalaskom.

Sto se ti¢e preparativnih uporaba, jedan je primjer uporaba za CAV specifi¢nih protutijela u skladu s pronalaskom u
postupku za izoliranje 1/ili ¢i§¢enje proteina CAV. NajvaZnije uporabe op$irnije ¢emo objasniti u sljede¢em podrobnom
opisu izuma.

Primjeri
Analiza niskomolekulske DNA izolirane iz stanica zarazenih s CAV

Pokazalo se, da je genom CAYV, izoliran iz ofi§¢enoga virusnog preparata, molekula prstenaste jednolancane DNA
duljine oko 2300 baza (Todd et al., 1990). Pretpostavili smo, da se u stanicama zaraZenih CAV-om nalazi osim
prstenaste jednolan¢ane DNA 1 prstenasta dvolan¢ana CAV-DNA. Dvolan¢ana DNA mozZe se razrezati restrikcijskim
enzimima, te ju je stoga moguce, za razliku od jednolanc¢ane DNA, izravno klonirati. Glede toga smo ispitivali, nalazi 1i
se u niskomolekulskoj frakeiji stanica zaraZzenih s CAV-om produkt DNA, koji nije postojao u nezaraZenim stanicama.

Niskomolekulsku DNA izolirali smo iz stanica MDCC-MSB1 1 1104-X5 zarazenih s CAV-om, te iz nezaraZenih stanica
1104-X5. DNA smo frakcionirali na gelu agar/etidijev bromid. U gelu je bila vidljiva vrlo slaba mrlja DNA (izmjerene)
duljine oko 3 kilobazna para (kbp). Taj specificni produkt DNA nije bio prisutan u DNA izoliranoj iz nezarazenih
stanica. Vecéu vjerojatnost da je specifiéna DNA bila prisutna samo u stanicama zaraZenih s CAV, dokazali smo ovim
pokusom: DNA izoliranu iz zaraZenih stanica odvojili smo po duljini pomocu agarskoga gela. Izolirali smo DNA
duljine 2.7 do 3.5 kbp. Ta frakcija DNA sadrZavala je osim drugih stani¢nih DNA, specifi¢nu virusnu DNA. Izoliranu
DNA smo radioaktivno obiljezili 1 s njom hibridizirali po Southernu preslikanu niskomolekulsku DNA, iz stanica
zarazenih s CAV 1 iz nezaraZenih stanica. Na visini od 3 kbp je u preslika stanica zaraZenih s CAV hibridizirao produkt
DNA koji je bio odsutan u presliku DNA nezaraZenih stanica.

Duljinu 3 kbp smo odredili markerima DNA koji se sastoje iz molekula dvolanCane linearne DNA. U agarskome dijelu
je ponaSanje molekule prstenaste dvolancane DNA drugacije od ponaSanja fragmenata linearne DNA. DNA s 3 kbp iz
stanica zaraZenih s CAV mogla bi biti linearna DNA koja zapravo ima 2.3 kbp.

Ako prstenastu dvolan¢anu DNA razgradimo restrikcijskim enzimom koji zareze u molekulu DNA samo jedan put,
mora nastati molekula lineane DNA (izmjerene) duljine 2.3 kbp. Tocnost te pretpostavke dokazali smo tako da smo
odvojeno inkubirali niskomolekulsku DNA izoliranu iz stanica 1104-X5 zarazenih s CAV, sa Sest razliCitih
restrikcijskih enzima (BamHI, EcoRI, HindIIl, Kpnl, PstI i Xbal). Southern presliku niskomolekulske DNA izolirane iz
stanica 1104-X5 zarazenih s CAV 1 razrezanih gornjim restrikcijskim enzimima, hibridizirali smo s gornjom
radioaktivno obiljeZzenom sondom DNA.

To je pokazalo da je obradba s restrikeijskim enzimima BamHI, EcoRI, Pstl i Xbal imala za posljedicu molekulu DNA
s izmjerenom duljinom 2.3 kbp. DNA nezarazenih stanica inkubiranih s BamHI nije sadrzavala taj produkt DNA.
Restrikcijski enzim HindlIll je dva puta zarezao DNA, a Kpnl ju nije zarezao.
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1z gornjih pokusa mozemo zakljuciti da se u niskomolekulskoj stani¢noj DNA zaraZenoj s CAV pojavljuje molekula
prstenaste DNA duljine 2.3 kbp, koja ne postoji u nezaraZenim stanicama, te da je to genom CAV u obliku molekule
prstenaste dvolancane DNA.

Kloniranje i subkloniranje dvolan¢ane CAV-DNA u bakterijski vektor

Niskomolekulsku DNA stanica 1104-X5 zarazenih s CAV odvojeno smo inkubirali s BamHI, EcoRI, Pstl i Xbal. DNA
smo odvojili na agarskom gelu niskoga talista. Iz sva Cetiri DNA-preparata izolirali smo molekulu DNA duljine 2.3
kbp. Klonirani vektor pIC-20H odvojeno smo razgradili s ista Cetiri restrikcijska enzima, s kojima smo razrezali
niskomolekulsku DNA. Linearni vektor smo obradili “tele¢om crijevnom alkalnom fosfatazom”. Svaki fragment DNA
duljine 2.3 kbp povezali smo na odgovaraju¢em mjestu za restrikcijski enzim pIC-20H. Produkte vezanja transfektirali
smo u nasad E. coli HB101. Sva 4 kloniranja su dala plazmide, koji su sadrzavali ukljucke DNA duljine oko 2.3 kbp.
Daljnja analiza s restrikcijskim enzimom pokazala je, da je najmanje 7 plazmida sadrzavalo isti fragment DNA. Mjesto
uklju¢enja u vektoru je zbog uporabe razliCitih enzima za otvaranje prstenaste molekule bilo razliCito. Pomocu
restrikcijskih enzima BamHI, EcoRI, Pstl 1 Xbal odredili smo restrikcijsku enzimsku mapu sva Cetiri klona CAV-DNA.

Cetiri “razli¢ita” plazmida CAV-DNA radioaktivno smo obiljeili i hibridizirali sa Southern preslikom DNA izolirane
iz stanica zarazenih s CAV 1 razgradene pomocu BamHI, te iz nezaraZenih stanica. Svi testirani kloni hibridizirali su
samo s molekulom DNA duljine 2.3 kbp, koja je prisutna u DNA stanica zarazenih s CAV.

Biolo$ka aktivnost dva klona CAV-DNA

Dva klona CAV, pIC-20H/CAV-EcoRI 1 pIC-20H/CAV-Pstl razgradili smo restrikcijskim enzimima tako, da smo
CAV-DNA potpuno odrezali od vektora. Molekule linearne CAV-DNA obradili smo s T,-DNA ligazom. Time smo
linearne DNA sklopili u prsten. “Klonirana” CAV-DNA sada je imala dvolancani prstenast oblik, koji ima 1 divlja
CAV-DNA u zaraZzenim stanicama. Stanice MDCC-MSBI1 1 1104-X5 transfektirali smo s “kloniranim” prstenastim
CAV-DNA. Za klon pIC-20H/CAV-EcoRI smo u oba stani¢na tipa utvrdili vrlo jasan citopatogeni u¢inak (CPE). Klon
pIC-20H/CAV-Pstl prouzrocio je vrlo jasan CPE u stanica MDCC-MSBI, te manje jasan CPE u stanica 1104-X5.
Medutim, supernatanti stanica 1104-X5 transfektiranih s pIC-20H/CAV-Pstl prouzrocili su jasan CPE u stanica MDCC-
MSBI. Transfekcije s DNA izoliranih iz stanica zarazenih s CAV, takoder su prouzrocile jasan CPE u stanica MDCC-
MSB1, dok je u stanica 1104-X5 opaZen manje jasan CPE. Nakon transfekcije stanica MDCC-MSBI ili 1104-X5 s
vektorom pIC-20H DNA nismo dobili CPE.

Southern analiza pokazala je da je u staniCnim cijepanim stanicama MDCC-MSBI1 1 1104-X5 zaraZzenih virusom
(pasaza 6), dobivenih s kloniranim CAV-DNA, prisutna CAV-DNA.

Neutralizacijski test sa stanicama MDCC-MSB1 je pokazao da je CPE koji je prouzroc¢ila klonirana DNA u
transfektiranih stanica, bio posljedica zaraze s CAV. Neutraliziranje protutijela usmjerenih protiv CAV, sprijecilo je
CPE stanica MDCC-MSBI, zarazenih s CAV-potomstvom transfektiranih stanica.

Jednodnevnim pili¢ima smo intramuskularno ubrizgali supernatant transfektiranih stanica. U pili¢a su supernatanti
prouzro¢ili istu klinicku sliku kao 1 tip divljega CAV: zakasnjeli rast koji se oCituje u ukupnoj tjelesnoj masi, blijeda
kostana srz 1 smanjenje vrijednosti hematokrita (anemija), atrofija timusa (smanjenje specifi¢ne populacije stanica T) 1
smrtnost. Supernatanti stanica, transfektirani s vektorskom DNA, nisu prouzro¢ili simptome bolesti u pilecim
kontrolama.

Analiza sekvencija genoma dvostrukovijéane CAV-DNA

U cjelokupnom genomu dvostrukovijéane CAV-DNA odredili smo sve sekvencije pomoéu Sangerove metode (Sanger
et al., 1077) i Maxam-Gilbertove metode. Pomocu primjera za odredivanje sekvencije M13 1 primjera za odredivanje
sekvencije u obrnutom smjeru M13, odredili smo sekvenciju DNA od oko 2100 baza 4 klona pIC-20H/CAV (BamHI,
EcoRI, Pstl 1 Xbal). Potom smo subklonirali genom CAV. Od pet razli¢itih subklona genoma CAV-DNA odredili smo
sekvenciju DNA po Sangerovoj metodi pomocu primjera M13 1/ili po Maxam-Gilbertovoj metodi. Na taj smo nacin
odredili sekvenciju DNA oba lanca genoma CAV.

Duljina (dvolan¢ane) DNA virusa CAV je 2319 bp. Prvi bazni poloZaj EcoRI prstenastoga sustava genoma CAV
oznacimo s +1. Sekvencija lanca DNA koja sadrzi ve¢inu/najveci otvoreni okvir koji se Cita, prikazana je na slici 1, a
nazivamo ga (+)-lancem. Sastav baza toga lanca je 25.5 % adenina, 28.7 % citozina, 27.7 % guanina i 18.1 % timina.
Racunska ispitivanja o moguc¢oj homolognosti genoma CAV s ve¢ poznatim virusnim sekvencijama su pokazala, da
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DNA jo$ nije bila opisana i da nije tvorila dio neke ranije opisane skupine virusa. Prva pretpostavka, da je CAV
parvovirus, vise nije odrziva, ukoliko slijedi sekvenciju i oblik genoma CAV-DNA (prstenasta).

Pomocu racunskih istraZivanja karakterizirali smo organizaciju genoma CAYV. Predvideni su otvoreni okviri koji se
Citaju, promotorski/poticajni elementi, signal i polozaj poliadenilacije 1 “izvor podvostrucenja”. Slika 2 prikazuje
predvidene otvorene okvire koji se Citaju, vece od 300 baza, za oba lanca DNA virusa CAV. Slika 2A prikazuje
otvorene okvire koji se Citaju, pocevsi s kodonom ATG. Kodon ATG je pocetni kodon, koji se najéesce upotrebljava za
proteine. Vrijedno je spomenuti, da jedan od oba lanca DNA kodira za 3 proteina duljine 449 aminokiselina (51.6 kDa),
216 aminokiselina (24 kDa) 1 121 aminokiselina (13.3 kDa). Todd et al. (1990) dokazali su u o¢i§¢enom CAV protein s
50 kDa. Ako su uistinu upotrijebljeni svi otvoreni okviri koji se Citaju, prevede se u protein oko 80 % virusnoga
genoma. Neka podruéja se ¢ak podvostrucuju. Potpuno je moguce da su 3 otvorena okvira koji se Citaju prevedena iz 1
RNA. Pretpostavljeni zacetak molekule RNA je u polozaju 354 1 poli(A) adicija u polozaju 2317. Jedini poli(A) signal
je u polozaju 2287 plus lanca.

Malo je vjerojatno da su otvoreni okviri koji se ¢itaju u drugom lancu DNA, jer tome lancu nedostaju neke vazne
regulacijske sekvencije. Slika 2B 1 slika 2C prikazuju otvorene okvire koji se ¢itaju, koji upotrebljavaju CTG, odnosno
GTG kao pocetni kodon. Medutim, opisano je za malo proteina, da su ti pocetni kodoni doista upotrijebljeni (Hann et
al., 1988).

Racunska istraZivanja o sli¢nostima izmedu posebnih proteina CAV 1 ve¢ poznatih proteina, pokazala su ogranic¢enu
homologiju na sekvencijama, koje su prisutne u programima §to su na raspolaganju. Stoga je tesko pretpostaviti kakvoj
vrsti proteina su sli¢ni proteini CAV. Razmjerno blizu su proteini virusne kapside, proteini koji vezu DNA 1 proteini za
koagulaciju krvi. Rezultati ovdje nisu navedeni.

Izrazavanje proteina reguliraju elementi promotora/poticatelja (Jones, 1990). Eukarioti¢ni promotor lezi najcesce
upravo ispred pocetka prijepisa. Sekvencija CAV sadrzi prema gore od mjesta modifikacije (“cap”) opCenite elemente:
boks TATA, boks SP1 i boks CAAT. Sekvencija 1 poloZaji tih boksova izvrsno se slazu s onima koji su opisani u
vec¢ine eukarioticnih promotora (tablica 1). Oko poloZzaja 285 mogu biti mjesta vezivanja za Cetiri razliCita faktora za
prepisivanje: CREB, MLTF, GT i PEA-L.

Eukarioticni gen sadrzi i elemente podsticatelja koji odreduju snagu eukariotinog promotora. Moguéi elementi
poticatelja su pet izravnih ponavljanja, koji svi imaju duljinu od 21 nukleotida i koji leZe izmedu poloZaja 144 1 260.
Sva ponavljanja imaju 19 identi¢nih nukleotida. Samo zadnja dva nukleotida su razli¢ita. Ponavljanje 1 identi¢no je 2, a
3 je jednako 5. Ponavljanja 1, 2 1 3 nalaze se jedno prema drugome sli¢no kao 4 1 5. Izmedu ponavljanja 3 1 4 je
“prekid” s 12 nukleotida. Racunsko istrazivanje pokazuje da nijedan opisani (eukarioti¢ni) poticatelj ne sadrzi sve
sekvencije, utvrdene za vjerojatne elemente poticatelja CAV. Sva izravna ponavljanja sadrze element ATF koji moZe
biti upleten u povecanje u prepisivanju ribonukleinskih kiselina CAV. Izravna ponavljanja sadrze dva puta sekvenciju
CATCC i dva puta sekvenciju CAGCC. Zadnja sekvencija se prekriva s boksom CAAT. Te Cetiri sekvencije se samo
jedan put ne slazu s boksom CACCC, opisanim za 3-globin (tablica 1).

Slika 3 prikazuje da su priblizno medu poloZzajima 55 1 135 1 medu poloZzajima 2180 1 2270 plus lanca DNA prisutne
vrlo velike vlaknaste strukture u (jednolan¢anom) obliku DNA virusa CAV. Vlaknaste strukture u DNA mogu biti
upletene u uvostrucavanju CAV-DNA. Viakna medu 2180 i 2270 mogu biti prisutna ne samo u CAV-DNA, nego i u
CAV-RNA, i vjerojatno imaju odredenu ulogu u stabilnosti CAV-RNA.

Razli¢iti oblici DNA virusa CAV u zarazenim stanicama

U Southern presliku preparata DNA iz stanica zarazenih s CAV, vidljive su Cetiri razli¢ite molekule CAV-DNA. DNA
smo hibridizirali radioaktivnim obiljezavanjem DNA klona pIC-20H/CAV-EcoRI. Molekule CAV-DNA su glede
njihovih izmjerenih duljina i oblika u agarskom gelu koji ne prouzrocuje denaturiranje, odnosno osjetljivosti za sl
nukleazu, dvolanc¢ani otvoreni prsteni (3 kbp), supersvijena dvolanc¢ana DNA (2 kbp), prstenasta jednolancana DNA
(0.8 kbp) 1 jednolancana linearna DNA (1.5 kbp). Ponekad je vidljiv 1 linearni dvolancani oblik DNA virusa CAV (2.3
kbp). Todd et al. (1990) izmjerili su za prstenastu jednolan¢anu DNA iz izoliranoga CAV na temelju elektroforetske
gibljivosti u agarskom gelu, koji ne prouzroéuje denaturiranje, duljinu od 0.8 kbp.

Otkrivanje CAV-DNA u virusnim preparatima
Iz CAV smo izolirali sveukupan CAV 1 ocistili ga u skladu s metodom koju je opisao Von Biillow (1989). Preparat

DNA smo analizirali u Southern analizi s ozna¢enom sondom CAV-DNA, koja sadrzi ¢jelovitu kloniranu sekvenciju
CAV. DNA, izolirana iz o¢i§¢enoga CAYV, sadrzi molekulu DNA duljine 0.8 kbp, izmjerenu u agarskom gelu koji ne
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prouzrocuje denaturiranje. U Southern analizi DNA izolirane iz oCis¢enog CAV, s oligonukleotidima, izvedenim iz
klonirane sekvencije CAV-DNA kao sondama, dokazali smo da je u virusu sadrZzan minus lanac DNA. Iz toga moZemo
lako zakljuciti da je jednolan¢ana DNA virusa CAV u kapsidi minus lanac.

Southern analiza DNA iz terenskih izolata CAV

Preparate CAV pripravili smo iz izolata CAV dobivenih iz pilica iz jata, u kojih se pojavila Marekova bolest u
povecanom opsegu. Preparate DNA iz izolata CAV dobivenih od 12 tvrtki iz Nizozemske, neselektivno smo smo
odabrali iz zbirke od 60 uzoraka. Samo iz jedne tvrtke su obavijestili o vecoj smrtnosti zbog Marekove bolesti. Osim
toga, jedan je izolat potjecao od biserke. Izolate CAV koje smo istraZili, dobili smo ponajprije nakon §to je veterinarska
sluZba pri pregledu ustanovila atrofiju timusa.

S ciljem proucavanja stupnja sli¢nosti izmedu klonirane CAV-DNA (pIC-20H/CAV-EcoRI) i DNA iz razli¢itih
terenskih izolata CAV, stanice MDCC-MSB1 zarazili smo izoliranom skupinom CAV. Izveli smo Southern analizu. Svi
preparati DNA sadrzavali su molekule DNA koje su specifi¢éno hibridizirale s kloniranim CAV-DNA obiljezenim s **P.
Molekule DNA razli¢itih terenskih izolata CAV imaju duljine koje odgovaraju duljinama kloniranog CAV i dvolancane
su ili jednolan¢ane. Analizama sa Southern preslikom koje smo izveli izravno na uzorcima tkiva pilica s terena
zarazenih s CAV, utvrdili smo da ti uzorci sadrze molekule DNA koje su hibridizirale s obiljeZzenim pIC-20H/CAV-
EcoRI.

Restrikcijska enzimska analiza DNA iz terenskih izolata CAV

Slicnost DNA iz razli¢itih terenskih izolata CAV s kloniranim genomom CAV dalje smo ispitivali pomocu restrikcijske
enzimske analize. Preparate DNA iz izolata CAV 1 iz kloniranoga CAV odvojeno smo razrezali sa sedam restrikcijskih
enzima. Pokazalo se da su enzimi BamHi, Bgll, Sstl i Xbal razrezali sve deoksiribonukleinske kiseline identi¢no. DNA
iz ve€ine terenskih izolata sadrzavala je dva mjesta Accl 1/ili dva mjesta HindIIl, dok je DNA iz samo nekih izolata
sadrzavala mjesto EcoRI. Na slici 5 sazete su restrikcijske enzimske mape kloniranoga CAYV iz razli¢itih terenskih
izolata. Za svako mjesto restrikcijskog enzima je u zagradama naveden broj terenskih izolata koji imaju relevantno
myjesto.

Lanc¢ana reakcija s polimerazom (PCR) DNA iz terenskih izolata CAV

Sintetizirali smo oligonukleotide CAV-1 1 CAV-2 (slika 4) izvedene iz klonirane sekvencije CAV-DNA. Za uporabu tih
sintetskih oligonukleotida izveli smo PCR, da bismo specificno dokazali DNA iz terenskoga CAV. DNA izoliranu iz
stanica MDCC-MSBI1 zaraZenih s razli¢itim izolatima CAYV, i DNA izoliranu iz nezaraZenih stanica, umnozili smo.
Nakon umnozavanja, DNA smo odvojili elektroforetski po duljini na gelu agar/etidijev bromid. U svim uzorcima DNA
iz stanica zaraZenih razliCitim izolatima CAV, bila je vidljiva umnoZena mrlja s 186 bp (to je teorijski ocekivana
vrijednost). Ta specifi¢na mrlja nije bila prisutna nakon umnoZavanja DNA izolirane iz nezarazenih stanica. Mrlje
umnozene DNA iz svih terenskih izolata pokazale su u agarskom gelu identi¢nu brzinu putovanja. Ti rezultati znace, da
u tome dijelu genoma razlicitih terenskih izolata CAV ne dolazi do ve¢ih delecija ili insercija. Southern analiza s
oligonukleotidom CAV-3 obiljeenim s **P (slika 4) pokazala je, da je umnoZena DNA sa 186 bp specifi¢na za CAV i
da sa sondom Cav-3 nije hibridizirala nijedna druga mrlja DNA.

Ispitali smo osjetljivost otkrivanja CAV-PCR. DNA smo izolirali iz stanica zaraZenih s CAV, postupno razrijedili,
umnozili 1 analizirali na gelu agar/etidijev bromid. Nakon umnoZavanja uzoraka, koji sadrze koli¢inu DNA koja
odgovara koli¢ini DNA u oko 100 stanica zaraZenih s CAV, dokazali smo fragment DNA sa 186 bp, koji je specifiCan
za CAV. Kada smo s umnoZenom DNA izveli Southern analizu CAV-3 DNA obiljeZene s 32p utvrdili smo, da ima jos
koli¢ina DNA, koja odgovara DNA iz 1 stanice, za posljedicu jasno vidljivu mrlju DNA specifi¢ne za CAV. PCR CAV
je vrlo osjetljiva metoda otkrivanja koja je specificna za do sada ispitane izolate CAV.

Analiza kaplji¢nim nanosom (“dot blot”) DNA iz terenskih izolata sa sondama CAV-DNA, obiljeZenima
digoksigeninom

Osim PCR razvili smo test za otkrivanje DNA iz terenskih izolata CAV. Taj test ne upotrebljava radioaktivne sonde.
Ukljuc¢ak CAV-DNA klona pIC-20H/CAV-EcoRI obiljezili smo s 11-dUTP-digoksigeninom. Preparate DNA iz stanica
MDCC-MSBI1 koje smo odvojeno zarazili razli¢itim izolatima CAV nanijeli smo na filter 1 analizirali glede njihove
sposobnosti da hibridiziraju sa sondom DNA oznacenom digoksigeninom.

Preparati DNA iz stanica MDCC-MSB1 zarazenih razli¢itim izolatima CAV, hibridizirali su sa sondom DNA
obiljezene digoksigeninom, dok DNA iz kulture nezarazenih stanica nije hibridizirala. Taj test koji upotrebljava
neradioaktivno obiljeZzenu sondu CAV DNA zato je prikladan za otkrivanje DNA iz terenskih izolata CAV.
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Uporaba

DNA

CAYV sekvencije, na pr. plazmidne DNA pIC-20H/CAV-EcoRl], ili njezinih dijelova, moZemo upotrijebiti za dokaz
CAV-DNA 1/ili -RNA u preparatima koje treba ispitati za istraZivacke 1 dijagnosticke svrhe. DNA moZemo obiljeZiti
radioaktivno ili na drugi nacin, na pr. biotinom/digoksigeninom. Pomocu nano$enja u obliku mrlje (“slot blot™)
DNA/RNA, Southern/Northern analize 1 hibridizacije in vitro moZemo dokazati nazo¢nost nukleinskih kiselina CAV.
Dijelovi sekvencija CAV koje tu upotrebljavamo, takoder su oligomeri DNA.

Oligomere izvedene iz sekvencije CAV klona plC-20H/CAV-EcoRI moZemo upotrijebiti u “lancanoj reakciji s
polimerazom” (PCR), za otkrivanje vrlo niske koncentracije CAV DNA/RNA. PCR je vrlo osjetljiva metoda, koja se
Cesto upotrebljava za otkrivanje virusa.

U praksi su moguci dijagnosti¢ki kompleti koji se temelje na gornjoj uporabi.

Za istrazivacke svrhe vazne su tehnike, kao SI mapiranje 1 ekstenzija primjera s fragmentima CAV-DNA. Tim dvjema
metodama moZe se CAV-RNA kvantificirati 1 dalje karakterizirati.

Za studij genskih funkcija mogu se upotrijebiti oligomeri u suprotnoj konfiguraciji. Mogu se upotrijebiti 1 kao model za
studij novih metoda za sprjeavanje razmnoZzavanja virusa.

CAV-DNA moZe se upotrijebiti kao nositelj u transfekciji manjih genskih fragmenata, osobito ako su u genomu CAV
patogena svojstva uklonjena delecijom.

Oligomeri CAV u suprotnoj konfiguraciji mogu se izraziti u virusnim vektorima, ¢ime je omogucéeno proucavanje
podvo-strucavanja CAV ili drugih genskih funkcija u Zivom bi¢u ili in vitro.

RNA

Fragmenti CAV-DNA klonirani u vektore Sp6/T7 imaju za posljedicu produkte CAV-RNA. CAV-RNA dobiveni in
vitro prepisivanjem, mogu se upotrijebiti za in vitro/in vivo sintezu proteina CAV. Time se mogu molekule RNA
prevesti, na pr. u ekstraktu pceni¢nih klica, u proteine (prevodenje in vitro). Proteini CAV, dobiveni prevodenjem in
vitro, mogu se potom upotrijebiti na pr. za pronalaZenje protutijela usmjerenih protiv CAV u pilica (vidi nize).
Molekule CAV-RNA moZemo umetnuti u stanice i mikroinjekcijom, da se u stanicama prevedu u proteine. Tako
mozemo proucavati u¢inke proteina CAV na razini stanice. Mozemo analiziati imedusobno djelovanje protein/protein
1/ili Protein/DNA.

CAV RNA moZemo upotrijebiti i kao sonde za pronalazenje nukleinskih kiselina CAV u preparatima. Analize moZemo
izvesti pomoc¢u analize nanosenjem u obliku mrlje (“slot blot”), Southern, Northern 1 hibridizacije in situ. Te metode
mozemo upotrijebiti za razvijanje dijagnostickih testova za CAV.

Proteini

Svi proteini CAV mogu se izraziti u prokarioticnim ili u eukarioti¢nim sustavima. Za to je potrebno ustanovljene
otvorene okvire koji se Citaju CAV klonirati u prikladan vektor za izraZavanje. Za bakterijski sustav je za izraZavanje
otvorenih okvira koji se ¢itaju CAV prikladan vektor koji se temelji na promotoru T7. Moguci eukariotini sustavi za
izrazavanje su sustav bakulovirusa, kvasac i sustav CHO-dhftr. U tu svrhu prikladni su 1 virusni vektori, kao retrovirusni
vektori.

Proteine CAV 1ili epitope koji se nalaze na njima mozemo upotrijebiti za otkrivanje protutijela usmjerenih protiv CAV.
Tako mozemo otkriti pilice zaraZene s CAV. Proteine CAV ili epitope koji se nalaze na njima, moZemo upotrijebiti u
imunskim testovima, kao §to je bojenje imunoperoksidazom, testovi ELISA 1 imunofluorescencijski testovi.

Proteine CAV ili epitope koji se nalaze na njima moZemo upotrijebiti za osiguravanje humoralne 1/ili na stanicu vezane
imunosti protiv CAV. Proteine CAV dobivene izrazavanjem u eukarioti¢nim ili prokarioticnim sustavima vektor/

domacin mozemo upotrijebiti u vakcinama koje sadrzavaju tu podjedinicu.

Pomocu proteina CAV ili epitopa koji se nalaze na njima moZemo dobiti za CAV specificna protutijela, §to omogucuje
da osiguramo proteine CAV u preparatima pilica zaraZenih s CAV (vidi niZe).

Protutijela
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U vecini infekcijskih testova u mladih smo pilica potvrdili, da maj¢ina protutijela mogu osigurati u¢inkovitu pasivou
zastitu protiv zaraze CAV. MajCina protutijela su mladi pili¢i primili prirodnim putem, kao 1 preko injekcije ekstrakta
zumanjka jajeta koje sadrzi protutijelo protiv CAV, tek izleZzenom pilicu. Pasivnu zastitu protiv zaraze s CAV osigurali
smo 1 pomocu ubrizgavanja ekstrakta Zumanjca jajeta kokosi nesilica, koje su tik prije doba nesenja zarazene s CAV.

Vakcinacija kokosi nesilica proteinima CAV izrazenim u jednom od gornjih sustava za izraZavanje, ima za posljedicu
tvorbu maj¢inih protutijela. Mladi pili¢i tih kokosi nesilica biti ¢e zasti¢eni od zaraze s CAV.

Na temelju protutijela protiv CAV mozemo razviti dijagnosticke testove. U tu svrhu moZemo upotrijebiti kako
poliklonska tako i monoklonska protutijela. Pomocu protutijela specificnih za CAV moZemo preparate ispitati na
prisutnost proteina CAV.

Gornje uporabe protutijela protiv CAV moguce su za protutijela u skladu s pronalaskom, dobivena po ovdje opisanim
postupcima, te za prirodna protutijela protiv CAV.

Zive virusne vakcine

Vjerojatno je, da opskrbljavanje imunog sustava virusnim proteinima pomocu vektora Zivoga virusa ima za posljedicu
bolji imuni odaziv od vakcine koja obuhvaca tu podjedinicu. U vektore Zivoga virusa moZemo klonirati jedan ili vise
ve¢ otvorenih okvira za Citanje CAV (u cijelosti ili dijelom). U peradi se moZe upotrijebiti samo vektore Zivoga virusa
koji sami pokazuju dobro podvostru¢avanje u avianskom sustavu. Kao vektori za uporabu u pili¢a prikladni su na pr.
koko§ji poksvirus, vektori retrovirusa, vektori herpesvirusa (avianski herpesvirus, serotipi 1, 2 1 3) 1 virus zaraznoga
laringotraheitisa, a mozda 1 adenovirusi kao CELO. Imunizacija gornjim vektorima Zivoga virusa $titi pred CAV 1
virusom-nositeljem.

Uporabom jedne ili vise delecija u genomu CAV moZemo razviti vakcine koje imuniziraju protiv zaraza s CAV u
mladih pilica. Ako upotrijebimo delecije, treba ukloniti patogeni znacaj zaraze s CAYV, ali treba saCuvati
podvostrucujuca 1 zato imunizacijska svojstva.

Takoder iz samoga genoma CAV moZemo napraviti prikladan Zivi virusni vektor za izrazavanje antigena drugih virusa.
To zahtijeva da genom CAV promijenimo tako, da izrazava osim ili umjesto proteina CAV, proteine “tudega” virusa.
Stoga moZemo konstruirati takove vektore CAV, da dode do zastite samo protiv “tudih” virusa ili 1 protiv CAV, $to
ovisi 0 izrazavanju virusnih proteina sa strane rekombinantnog vektora u vakeiniranih Zivotinja.

Vakcine CAV, proizvedene kao vakcina koja obuhvaca tu podjedinicu, vakcina s delecijom ili genski fragment u
vektoru drugoga virusa, uglavnom ¢emo upotrebljavati za vakcinu kokosi nesilica. Ipak ostaje kao mogucéa uporaba
izuma i vakcinacija pilica u mladoj dobi, na pr. u kombinaciji s vakcinacijom protiv Marekove bolesti.

Poticajni/promotorski elementi

Promotorske 1 poticajne elemente CAV moZemo klonirati u vektore DNA. Regulacijom promotora/poticatelja CAV
moZemo u pile¢im stanicama 1 u stanicama druge vrste izraziti proteine CAV ili “tude” proteine.

Mogucée je da promotor CAV djeluje u stanicama (pilece) kostane srzi. Kao modelni sustav za gensku terapiju moZemo
“tude” proteine izraziti in vitro u stanicama koStane srzi pomocu promotorskih/poticajnih elemenata CAV, u danom
primjeru u kombinaciji s retrovirusnim vektorima. Genski modificirane stanice kostane srzi se potom mogu presaditi u
kostanu srz, u nasem primjeru u kostanu srz pilica. Za vrlo male genske fragmente je za uporabu kao vektor prikladan 1
sam genom CAV.

Poticajni/promotorski elementi CAV mogu biti aktivni 1 u drugim organizmima. U tome primjeru se mogu elementi
upotrijebiti na pr. u mi§jem sustavu kao modelu za gensku terapiju.

Produkti CAV samoga, osiguravaju pod kontrolom naseg vlastitog promotora CAV ili drugoga promotora i mogucnosti
za proucavanje 1 razvijanje tehnika za gensku terapiju.

Moguénost uporabe sveukupnoga ili u biti sveukupnoga genoma CAV kao vektora za kloniranje, kao neke vrste

eukarioticnoga plazmida za avianske sustave, je razvoj koji treba smatrati realnim glede otkrivene strukture genoma
CAV.

Deponiranje klona pIC-20H/CAV-EcoRI CAV
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Zaliha stanica HB101, transformiranih plazmidom pIC-20H/CAV-EcoRI, u glicerolu smo deponirali kod
Centraalbureau voor Schimmelcultures, Baarn, Nizozemska, 7. rujna 1990., pod brojem CBS 361.90.

Opis slika

Slika 1 prikazuje sekvenciju klonirane DNA CAV. Ukupna duljina je 2319 baza, pri ¢emu uzimamo prvo G mjesto
EcoRI kao broj 1.

Slika 2 prikazuje predvidene otvorene okvire koji se ¢itaju (ORF) koji imaju za oba lanca DNA duljinu vecu od 300
baza. Predvideni okviri koji se ¢itaju (ORF) za tri razli¢ita pocetna kodona ATG, CTG 1 GTG prikazani su na 3
podslike 2A, 2B odnosno 2C.

Slika 3 prikazuje predvidene vlaknaste strukture genoma CAV, koji se sastoji od jednolan¢ane DNA.

Slika 4 prikazuje oligonukleotide koje smo upotrijebili pri PCR. Prikazana je sekvencija DNA i polozaj oligonukleotida
na genomu CAV. PoloZaj oligonukleotida na genomu CAV slaZze se s onim prikazanim na slici 1.

Slika 5 prikazuje restrikcijsku enzimsku mapu klonirane CAV-DNA. U zagradama je broj izolata CAV, od ukupnih 21
koji imaju relevantno mjesto restrikcijskoga enzima u genomu.

Materijali i metode

Staniéne kulture i virusi

Izolate CAV uzgajali smo u linijjama transformiranih limfoblastoidnih stanica iz tumora pili¢a, induciranih virusom
avianske leukoze podskupine A (1104-X-5) ili virusom Marekove bolesti (MDCC-MSB1). Stani¢ne kulture zarazili
smo s oko 0.1-1 TCID50 na stanicu. Nakon dva dana pokupili smo stanice. Stanice smo zarazili virusnim potomstvom
klonirane CAV-DNA ili terenskim izolatima. CAV-Cux-1, koji je prvobitno izoliran u Njemackoj iz jata pili¢a oboljelih
od Marekove bolesti (Von Biilow et al., 1983, 1985), nabavio je dr. M.S. McNulty, Veterinary Research Laboratories,
Belfast, Northern Ireland. U sijenju 1988 nam je dr. J.P. Rosenberger, University of Delaware, Newark, USA, poslao
dva uzorka krvi za analizu virulentnosti nasada T-1704 Marekove bolesti i njegovoga derivata MDV-Del-S, koji je prva
pasaZza u pilica. Dobili smo izolate CAV-T-1704 i CAV-Del-S iz pili¢a SPF, zarazenih s nasadom T-1704 MDV i
njegovim derivatom MDV-Del-S. Nizozemske izolate CAV neselektivno smo odabrali iz serije od Sezdeset, koje smo
sve uzgajali u kulturama stanica MDCC-MSBI. Terenski materijal je nabavio J.C. van den Wijngaard,
Gezondheidsdienst Brabant, Boxtel, 1 J. Naber, Gezondheidsdienst voor Pluimvee, Doorn, ponajprije zato, jer su pri
obdukciji utvrdili atrofiju timusa. Seriji smo dodali izolate CAV, dobivene iz nasih vlastitih jata SPF.

Izolacija sveukupne DNA

Virusne 1 jetrene preparate ponovno smo suspendirali u 20 mM Tris HCI - pH 7.5, 2 mM EDTA, 0.2 % SDS, 0.6 mg/ml
proteinaza-K 1 inkubirali 1 sat pri 37 °C. Preparate smo ekstrahirali s fenolom-kloroformom-izoamilnim alkoholom
(25:24:1) 1 DNA istalozili etanolom. Pelete DNA smo ponovno suspendirali u 100 ul 10 mM Tris HCI - pH 7.5, 1 mM
EDTA.

Ekstrakcija i analiza niskomolekulske DNA

Niskomolekulsku DNA izolirali smo iz stanica 1104-X5 i MDCC-MSBI, zaraZenih s CAV 1 nezaraZenih stanica 1104-
X5 u skladu s metodom koju je opisao Hirt (1967). DNA smo odijelili na agarskim gelovima 1 nakon bojenja etidijevim
bromidom izravno analizirali u UV svjetlosti, ili preslikali na filtar Biotrace, u skladu s metodom koju je opisao
Southern (1982). Preslike smo hibridizirali sa sluGajno iniciranom DNA oznadenom s >°P, izoliranom iz
niskomolekulske DNA stanica 1104-X5, zarazenih s CAV, duljine 2.7-3.5 kb.

Kloniranje CAV-DNA

Sveukupni genom CAV-DNA klonirali smo u bakterijski vektor pIC-20H. Dijelove genoma CAV-DNA klonirali smo u
vektor pIC-19R. Sve stupnjeve kloniranja plazmidne DNA izveli smo nacelno u skladu s metodama koje su opisali

Maniatis et al. (1982).

Analiza sekvencija CAV-DNA
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Plazmide CAV-DNA o¢istili smo gradijentom CsCl i kromatografijom na Sephacryl-S500 (Pharmacia). U dvolanc¢anoj
DNA odredili smo sekvencije pomocu T; DNA polimeraze (Pharmacia) ili Taq DNA polimeraze (Promega). Obje
metode izveli smo prema navodima koje su dali Pharmacia ili Promega. Oligonukleotide smo obradili (“kinirali”) s Ty
nukleotid kinazom tvrtke Pharmacia. Na mjestima gdje je odredivanje sekvencija tesko (“strong stops™), odredili smo
sekvencije u skladu s metodom koju su opisali Maxam 1 Gilbert (1977).

Zakretanje kloniranoga genoma CAV-DNA u prsten

10 ng plazmida DNA klona, koji sadrze sveukupan genom CAV-DNA, razgradili smo restrikcijskim enzimom tako, da
smo sveukupni uklju¢ak CAV-DNA odvojili od vektora DNA. Obradba 2.3 kilobaznih parova molekule linearne CAV-
DNA s T4-DNA ligazom imala je za posljedicu prstenastu dvolan¢anu CAV-DNA. Produkte vezanja analizirali smo na
0.8 %-tnom agarskom gelu.

Transfekcija s DEAE-dekstranom

Za transfekciju stanica 1104-X5 1 MDCC-MSB1 suspendirali smo 2 pg ponovno vezane CAV-DNA dva puta u 25 ul
Milli-Q vode 1 pomijesali s 260 ul pufera TBS. Smjesi DNA dodali smo 15 pl 10 mg/ml DEAE-dekstrana i smjesu
inkubirali 30 minuta pri sobnoj temperaturi.

Stanice 1104-X5. 50 mm-sku plotu za tkivnu kulturu s 1-2x10° stanica 1104-X5/plo¢i isprali smo dva puta puferom
TBS. Pufer TBS potpuno smo uklonili s jednostani¢noga sloja 1 dodali 300 pl razrijedene DEAE-dekstran/DNA.
Stanice smo inkubirali 30 minuta pri sobnoj temperaturi. Smjesu DEAE-dekstran/DNA nadomjestili smo s 2 ml 25 %-
tnoga DMSO/TBS 1 jednostani¢ni sloj inkubirali 2 minute pri sobnoj temperaturi. Stanice smo isprali dva puta puferom
TBS 1 potom dodali medij za tkivnu kulturu (RPMI1640 ili E-MEM). Stanice smo inkubirali pri 37 °C - 5 % CO,.

Stanice MDCC-MSBI1. U stolnoj centrifugi smo centrifugirali pri 1500 okretaja/minuti oko 2x10° stanica MDCC-
MSBI1. Medijj smo nadomjestili s 5 ml pufera TBS 1 stanice oprezno ponovno suspendirali. Stupanj ispiranja smo
ponovili. Ukonili smo sav pufer TBS, stani¢nu peletu oprezno ponovno suspendirali u 300 ml smjese DEAE-
dekstran/DNA 1 inkubirali pri sobnoj temperaturi 30 minuta. Dodali smo 0.5 ml 25 %-tnoga DMSO/TBS 1 suspenziju
inkubirali 3 minute pri sobnoj temperaturi. Dodali smo 5 ml TBS 1 stanice centrifugirali u stolnoj centrifugi pri 1500
okretaja/minuti. Supernatant smo ukonili 1 dodali 50 ml medija za tkivnu kulturu. Stanice smo ponovno suspendirali 1
centrifugirali. Stanice smo stavili u 5 ml medija za tkivnu kulturu 1 inkubirali pro 37 °C - 5 % CO,. Za kontrolu smo
upotrijebili za transfekciju 2 ug plazmida pIC-20H.

Test neutralizacije in vitro

Stanice MDCC-MSB1 zarazili smo supernatantom stanica MDCC-MSBI1 1 stanice 1104-X5 transfektirali kloniranom
“CAV-DNA”. Zarazili smo oko 2x10* stanica. SadrZaj virusa u tome inokulumu nije bio toéno poznat. U polovici
zarazenih stani¢nih kultura, dodali smo mediju poliklonski serum s neutraliziranom aktivno§¢u, usmjerenom protiv
CAYV, razrijeden 1:100. Za kontrolu smo uzeli seriju rupica sa stanicama MSBI1 zaraZenim sa CAV, pri emu mediju
nismo dodali antiserum usmjeren protiv CAV.

Zaraza jednodnevnih pili¢a s CAV

Supernatante stanica MDCC-MSB1 i 1104-X5, transfektiranth s CAV-DNA 1 kontrolu DNA, ubrizgali smo
intramuskularno jednodnevnim pili¢ima. Sest dana nakon zaraze uéinili smo obdukciju po 5 piliéa iz svake skupine,
nakon $to smo najprije odredili vrijednost hematokrita 1 ukupnu tjelesnu masu. Za izolaciju virusa i imunohistokemiju
odabrali smo hepariniziranu krv, timus 1 ko§tanu srz. Imunohistokemijske pretrge su se obavile pomocu peroksidaznoga
bojenja reZnjeva timusa sa, izmedu ostaloga, za CAV specifiénim monoklonskim CV1-85.1. Cetrnaest i dvadeset-osam
dana nakon zaraze ucinili smo obdukciju jo§ 5 pili¢a i izveli sva gornja odredivanja.

Lanc¢ana reakcija s polimerazom (PCR)

Oligonukleotide smo sintetizirali pomocu priprave Cyclone DNA synthesizer (Biosearch Inc. USA). Sekvenciju smo
izveli iz sekvencije CAV-DNA, prikazane na slici 1. PCR smo izolirali na DNA iz stanica MDCC-MSB1 zaraZenih s
CAV, te iz nezaraZenih stanica MDCC-MSB1. Kona¢na koncentracija reagenasa bila je 50mM KCl, 10 mM Tris-HCI
(pH 8.3), 3 mM MgCl,, 0.01 % albumina iz teleceg seruma, po 200 uM oligonukleotida 1 2 jedinice Tag-DNA
polimeraze (CETUS, USA) u ukupno 100 pl. Uzorke DNA cikli¢no smo inkubirali 30 puta pri 93 °C po | minutu, pri
55 °C po 1 minutu i pri 72 °C po 3 minute u programiranome termostatu Perkin Elmer/Cetus thermal cycler. Jednu
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desetinu umnoZene DNA smo izravno analizirali na 2 %-tnom gelu agar/etidijev bromid, ili analizom sa Southern
preslikom. Sonda DNA koju smo upotrijebili, bila je oligonukleotid, koji je bio terminalno obiljeZen s **P u skladu s
Maniatisom et al. (1982).

Analiza kapljicnim nanosom

Izolirali smo ukljutak CAV-DNA u plC-20H/CAV-EcoRI 1 obiljezili ga s digoksigenin-11-dUTP (Boehringer,
Mannheim, Njemacka) u skladu s pravilnikom dobavitelja. Filtre Biotrace-RP zasitili smo s 1.5 M NaCl i 0.15 M Na
citratom. Uzorke DNA smo ponovno suspendirali u 10 mM Tris-HCl (pH 7.5) 1 1 mM EDTA, kuhali 3 minute, ohladili
na ledu i polozili na filtar. Filtar smo osusili pri sobnoj temperaturi i1 inkubirali 30 minuta pri 65 °C. Filtre smo
hibridizirali s DNA, obiljeZzenom s digoksigeninom. DNA, oznacenu digoksigeninom uéinili smo vidljivom pomodéu
imunoloskog bojenja u skladu s pravilnikom dobavitelja.

13
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3

mjesto CAP je vierojatno pri oko 350

poipuna homolognost izmedu sekvencije CAV

konsenzusne sekvencije

konserzusna sekvencija, ulvrdena u vedine virusa

sekvencija DNA elementa

14

Yablica 1; Poznati slement sekvendije za verzivanje faklora
prepisivania u podrudju policalelja/promotora vitusa
CAV,
gigmeni Kensenzusna sekvencija peioiaj u
sekvenciia CAY gsekvenegiil
CAV
1. ~TATA~§ GTATARN/pAd /¢ GTATATAT 321~330+
2. SP1 GEGCGS GGGCEG 305-310+
3. CREB TGACGTCA TGACGTTT 290~297
4. PEA-I {PY} GGRAGTGACTAAC GAAMGTGACTTTC  286-288
§.  GTIEVAR GO/CTGTGGAMD/¢GT  CGTTGCGAAAGT 279290
6. wuar GGCCACGTGACE TGCCACTGTCGA  274-285
7. CCAAT~TF AGCCAAT AGCCAAT 260~266+
8. ~CACCC-# CACCC CAGCC 259~263
9. ATF ACGICA ACGTCA 253~258+
10,  ~CACCC-# cacce CAGCC 236-240
11. ATF ACGTCA ACGTCA 232-237+
12, spafSiveld GAGGCG 209-214
13.  ATF ACGTCA ACGTCA 199~204+
14. ~CACCC~¥ cacce CATCC 182~186
15 . ATF ACGTCA ACGTCA 178-183+
16.  ~CACCC-# CACCC CATCC 161-165
17.  ATF ACGTCA ACGTICA 157-162+
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PATENTNI ZAHTJEVI

1.

10.

11.

Rekombinantna genska informacija u obliku obiljeZene ili neobiljezene DNA ili RNA, naznadena time, da
obuhvaca nukleotidnu sekvenciju, specifi¢nu za virus pili¢je anemije (CAV), koja se slaZe ili je komplementarna
nukleotidnoj sekvenciji genoma CAV ili njegovoga dijela.

Rekombinantna genska informacija prema zahtjevu 1, naznaena time, da obuhvaca nukleotidnu sekvenciju
specifi¢nu za CAV, koja se slaze ili je komplementarna nukleotidnoj sekvenciji prikazanoj na slici 1, nukleotidnu
sekvenciju koja je s njom najmanje 60 % homologna, ili njezin dio.

Rekombinantna genska informacija prema zahtjevu 1 ili 2, naznacena time, da obuhvaca nukleotidnu sekvenciju
specifi¢nu za CAV, koja se slaZe ili je komplementarna nukleotidnoj sekvenciji, koja kodira protein CAV, koji se
pojavljuje u genomu CAYV, ili njegov dio.

Rekombinantna genska informacija prema zahtjevu 1 ili 2, naznacena time, da obuhvaca nukleotidnu sekvenciju
specifinu za CAV, koja se slaZe ili je komplementarna nukleotidnoj sekvenciji, koja ima regulacijsku funkeiju,
koja se pojavljuje u genomu CAV, ili njezin dio.

Rekombinantna genska informacija prema bilo kojemu od ranijih zahtjeva, naznafena time, da obuhvaca
nukleotidnu sekvenciju koja nije izvedena iz genoma CAV.

Rekombinantna genska informacija prema zahtjevu 5, naznafena time, da obuhvaca nukleotidnu sekvenciju koja
nije izvedena iz genoma CAV, nukleotidnu sekvenciju izvedenu iz prokarioticnog ili eukarioticnog vektora za
izraZzavanje.

Rekombinantna genska informacija prema zahtjevu 5, naznafena time, da obuhvaca nukleotidnu sekvenciju koja
nije izvedena iz genoma CAV, nukleotidnu sekvenciju koja kodira protein razliit od proteina CAV, ili
nukleotidnu sekvenciju koja kodira dio takovoga razli¢itog proteina.

Rekombinantna genska informacija prema zahtjevu 5, naznafena time, da obuhvaca nukleotidnu sekvenciju koja
nije izvedena iz genoma CAYV, nukleotidnu sekvenciju koja se ne pojavljuje u genomu CAV i koja ima
regulacijsku funkciju.

Rekombinantna genska informacija prema bilo kojemu od prijesnjih zahtjeva, naznacena time, da je u obliku
DNA.

Rekombinantna genska informacija prema zahtjevu 9, naznacena time, da je DNA obiljeZena jednim ili vise
markera, prikladnih za obiljezavanje DNA, kao §to su radioizotopi, enzimske molekule, hapteni, fluorescencijske
tvari, bojila, pigmenti 1 markeri u obliku Cestica.

Rekombinantna genska informacija prema bilo kojemu od prijasnjih zahtjeva, naznacena time, da je u obliku
RNA.
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Rekombinantna genska informacija prema zahtjevu 9, naznaCena time, da je RNA obiljeZena jednim ili vise
markera, prikladnih za obiljeZavanje RNA, kao §to su radioizotopi, enzimske molekule, hapteni, fluorescencijske
tvari, bojila, pigmenti 1 markeri u obliku Cestica.

Rekombinantna genska informacija prema bilo kojemu od prijesnjih zahtjeva, naznaena time, da je sadrzana u
Cesticama rekombinantnog virusa.

Uporaba rekombinantne genske informacije prema bilo kojemu od prijasnjih zahtjeva, naznacena time, da sluzi
za dijagnosticke svrhe, za svrhe imunizacije ili vakcnacije ili za pripravu proteina CAV ili proteina koji nisu
proteini CAV.

Uporaba rekombinantne genske informacije prema bilo kojemu od zahtjeva 1 do 12, naznadena time, da sluzi kao
sonda ili primjer, koji su specificni za CAV, u postupku za otkrivanje CAV-DNA 1ili -RNA, na pr. u postuptku
nanosenja DNA/RNA u obliku mrlje (“DNA/RNA slot blotting”), preslika po Southernu (“Southern blotting”),
preslika po Northernu (“Northern blotting”), hibridizacije in situ, umnazanja DNA s PCR, Sl-mapiranja i
ekstenzije primjera.

Dijagnosticki komplet prema bilo kojemu od zahtjeva 1 do 12, naznaden time, da sluzi za otkrivanje CAV-DNA
ili -RNA u postupku, kao sto je nanosenja DNA/RNA u obliku mrlje (“DNA/RNA slot blotting”), preslika po
Southernu (“Southern blotting”), preslika po Northernu (“Northern blotting”), hibridizacije in situ, umnaZanja
DNA s PCR, S1-mapiranja ili ekstenzije primjera, pri cemu taj dijagnosticki komplet sadrzi rekombinantnu gensku
informaciju kao sondu ili primjer koji su specifi¢ni za CAV.

Uporaba rekombinantne genske informacije prema zahtjevu 13, nazna€ena time, da je kao Ziva virusna vakcina
za zastitu protiv CAV ili drugoga patogenog uzro¢nika.

Vakcinski pripravak za imunizaciju protiv CAV ili drugoga patogenog uzro¢nika, naznaen time, da sadrzi
rekombinantnu gensku informaciju prema zahtjevima 1 do 13 i1 u danom primjeru jedan ili viSe nositelja 1
adjuvansa, prikladnih za Zive virusne vakcine.

Uporaba rekombinantne genske informacije prema bilo kojemu od zahtjeva od 1 do 13, nazna€ena time, da je u
postupku za pripravu proteina CAV, njegovoga dijela, ili proteina koji je drugaciji od proteina CAV, s
prevodenjem in vitro ili in vivo.

Uporaba rekombinantne genske informacije prema bilo kojemu od zahtjeva od 1 do 13, naznacena time, da je kao
vektora za kloniranje za avianske sustave.

Prokarioti¢na ili eukarioti¢na stanica, naznacena time, da sadrzi rekombinantnu gensku informaciju prema bilo
kojemu od zahtjeva 1 do 13.

Prokarioti¢na ili eukarioticna stanica, koja sadrZi rekombinantnu gensku informaciju prema bilo kojemu od
zahtjeva 1 do 13, naznadena time, da je sposobna izraziti svaki pojedina¢ni protein ili dio proteina, koji kodira ta
rekombinantna genska informacija.

Protein CAV 1ili njegov dio dobiven in vitro prevodenjem rekombinantne genske informacije prema bilo kojemu
od zahtjeva 1 do 13, naznaden time, da obuhvaca nukleotidnu sekvenciju koja kodira protein CAV ili njegov dio.
Protein CAYV ili njegov dio dobiven izolacijom iz prokarioti¢ne ili eukarioti¢ne stanice koja sadrzi rekombinantnu
gensku informaciju prema bilo kojemu od zahtjeva 1 do 13, naznacen time, da obuhvaca nukleotidnu sekvenciju
koja kodira protein CAV ili njegov dio, 1 koja ga je sposobna izraziti.

Uporaba proteina CAV 1ili dijela proteina prema zahtjevu 23 ili 24, naznacena time, da je za dijagnosticke svrhe
ili za svrhe imunizacije ili vakcinacije, ili za pripravu protutijela specificnih za CAV.

Uporaba proteina CAV ili dijela proteina prema zahtjevu 23 ili 24, naznacena time, da sluzi kao reagens koji veze
protutijela specifi¢na za CAV, u postupku imunskoga testa za otkrivanje protutijela specifi¢nih za CAV, na pr.
bojenju s imunoperoksi-dazom, testu ELISA ili imunofluorescencijskom testu.

Dijagnosticki komplet nazna€en time, da je za otkrivanje protutijela specifi¢nih za CAV, u postupku imunskoga
testa, kao bojenju s imunoperoksidazom, testu ELISA ili imuno-fluorescencijskom testu, pri ¢emu sadrzi taj
dijagnosticki komplet protein CAV ili dio proteina CAV prema zahtjevu 23 ili 24, kao reagens koji veZe
protutijela specifitna za CAV.

Uporaba proteina CAV ili dijela proteina prema zahtjevu 23 ili 24, naznaena time, da sluzi kao vakcina koja
sadrZi tu podjedinicu za zastitu protiv CAV.

Vakcinski pripravak za imuniziranje protiv CAV, naznafen time, da taj pripravak sadrzi protein CAV ili dio
proteina CAV prema zahtjevu 23 ili 24 1 u danom primjeru jedan ili vise nositelja i adjuvansa, prikladnih za
vakcine koje sadrZe tu podjedinicu.

Uporaba proteina CAV 1ili dijela proteina prema zahtjevu 23 ili 24, naznafena time, da sluzi u postupku za
pripravu poliklonskih ili monoklonskih protutijela specificnih za CAV.

Protutijela specificna za CAV, naznaCena time, da su pripravljena pomocu proteina CAV ili njegovoga dijela,
prema zahtjevu 23 ili 24.

Uporaba protutijela specificnih za CAV, prema zahtjevu 31, naznafena time, da sluZi za dijagnosticke svrhe,
svrhe imunizacije ili vakcinacije, ili za preparativne svrhe.

Uporaba protutijela specificnih za CAV, prema zahtjevu 31, naznafena time, da sluZi kao reagens koji veze
protein CAV u postupku imunskoga teasta za dokazivanje proteina CAV.

18



10

15

34.

35.

36.

37.

HR P940668 A2

Dijagnosticki komplet naznacen time, da je za dokaz proteina CAV u postupku imunskoga testa, pri ¢emu sadrzi
taj dijagnosticki komplet kao reagens za vezivanje proteina CAV protutijela prema zahtjevu 30, specifi¢na za
CAV.

Uporaba protutijela specificnih za CAV, prema zahtjevu 31, naznaena time, da sluZi za pasivnu imunizaciju
protiv zaraze s CAV.

Imunizacijski pripravak za pasivnu imunizaciju protiv CAV, naznacen time, da sadrZi protutijela prema zahtjevu
31, specifitna za CAV, 1 u danom primjeru jedan ili vise nositelja 1 adjuvansa prikladnih za pasivnu imunizaciju.
Uporaba protutijela specificnih za CAV, prema zahtjevu 31, naznacena time, da sluzi u postupku za izoliranje 1/ili
¢ic¢enja proteina CAV.

SAZETAK

Rekombinantna genska informacija (DNA ili RNA) koji obuhvaca nukleotidnu sekvenciju, specifi¢nu za virus pilece
anemije (CAV), 1 njezina uporaba za dijagnostiku, vakcinaciju ili proizvodnju proteina. Rekombinantni protein CAV 1
njegova uporaba za dijagnostiku, vakcinaciju ili produkeiju protutijela specifi¢niih za CAV. Uporaba tako dobivenih
protutijela specifi¢nih za CAV.
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