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Inventia se referd la un herpesvirus atenuat
recombinant viu Koi (KHV) si poate fi
utilizatd pentru profilaxia si/sau tratamentul
terapeutic al bolii pestilor cauzate de
herpesvirusul Koi la crapi, asa ca Cyprinos
carpio carpio sau Cyprinos carpio koi.

Conform inventiei, herpevirusul mentionat
confine o gend, in care cadrul de citire deschis
56 (ORF56) si cadrul de citire deschis 57

2

(ORF57) au fost supuse mutatiei. De
asemenea, inventia se referd la o metodd de
obtinere a acestui tip de KHV, la celule ce
contin aga KHV si la utilizarea acestui KHV in
calitate de vector si in vaccinuri.

Revendicari: 16

Figuri: 8

Secvente: 12



(54) Recombinant Koi herpesvirus (KHYV) and vaccine for the prevention of a

disease caused by KHV

(57) Abstract:
1

The invention relates to a live attenuated
recombinant Koi herpesvirus (KHV) and can
be used for the prevention and/or therapeutic
treatment of a disease in fish caused by Koi
herpesvirus in carp, such as Cyprinus carpio
carpio or Cyprinus carpio koi.

According to the invention, said
herpesvirus comprises a gene, in which the
Open Reading Frame 56 (ORF56) and the
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Open Reading Frame 57 (ORF57) were
subjected to mutation. The invention also
relates to a method for the production of such
KHYV, cells comprising such KHV and the use
of such KHYV as vector and in vaccines.

Claims: 16

Fig.: 8

Sequences: 12

(54) PexomOnnanTHbIH repnecsupyc Kou (KHV) u BakuuHa a1 npogpuiaakTuku

3a0oJieBannd BpI3BanHoro KHV
(57) Pedepar:

Wzo0pereHHe  OTHOCHTCA K JKHBOMY
aTTCHYHPOBAHHOMY PEKOMONHAHTHOMY
repuecBupycy Komw (KHV) m moxeT OBITH
HCIIONB30BAHO JUII  IPO(QWIAKTHKH /MK
TEPAIEBTHYCCKOrO JICUCHUA 3a00TIeBaHIUs PHIO
BBI3BAHHOTO TepiecBupycoM Kou y Kapros,
Haupumep Cyprinos carpio carpio WX
Cyprinos carpio koi.

CoritacHO ~ H300pETCHUIO,  YHOMSIHYTHIH
TEPIECBHPYC COJEPXKHT TI€H, B KOTOPOM

2

OTKpBITas paMka cuuThiBaHus 56 (ORF56) u
OTKpbITas pamka cunTeBanuga 57 (ORF57)
OBIM  MOABCPTHYTHI ~ MyTamuu.  Taxke,
U300PETEHIE OTHOCUTCA K METOLY ITONYUICHUS
Takoro turma KHV, k wierkam comepskanium
Taxoif KHV u x mcnonp3oBanmio Takoro KHV
B Ka4eCTBE BCKTOPA U B BaKITHHAX.

I1. popmymsr: 16

Our.: 8

TlocnenoBatenpHOCTH: 12
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Descriere:

Prezenta inventie se referd la un herpesvirus recombinant de Koi (KHV), metode de
producere a astfel de KHV, celule care contin asemenea KHV si utilizarea acestui KHV ca
vector si in vaccinuri pentru prevenirea bolii cauzate de herpesvirusul de Koi la crap, cum ar fi
Cyprinus carpio carpio sau Cyprinus carpio koi.

Crapul comun (Cyprinus carpio carpio) este pestele cel mai mult cultivat pentru consum
uman, in principal in Asia, Europa si in Orientul Mijlociu. In contrast, subspecia Koi (Cyprinus
carpio koi) este cultivatd in calitate de animal de companie pentru pldcere personalda sau
prezentare competitiva in special in Japonia, dar si in Intreaga lume. Virusul care provoacd o
boala letald la crapii comuni si la crapii Koi, initial numit herpesvirus de Koi al bolii (KHVD),
a fost detectat in 1996 in Regatul Unit. Virusul a fost apoi rapid identificat ca fiind cauza
mortalitdtii In masd in randul crapilor Koi §i crapilor comuni in Israel, S.U.A. si Germania.
Cultivarea intensiva a crapilor comuni, expozitii de crapi Koi si comertul international, spre
regret, au contribuit la rdspandirea rapidd la nivel mondial a acestei boli foarte contagioase si
extrem de virulente. De la aparitia sa, KHVD a cauzat pierderi financiare si economice severe
n industria de cultivare atét a crapului Koi, cat si a crapului comun in intreaga lume.

Caracterizarea initiald a virusului prezintd o structurd aseméanatoare herpesvirusului cu un
invelis si un nucleu electronic dens icosaedric de 100...110 nm, inconjurat de o structura
asemandtoare tegumentului. Genomul virusului contine molecula de ADN bicatenara liniara
(dsDNA) de ~295 kb similard cu cea a Cyprinid herpesvirus 1 (CyHV-1), dar mai mare decat
cea a altor membri din familia Herpesviridae, in general, variind de la 125 la 240 kb ca
marime. Secventa genomului KHV a fost publicatd foarte recent (Aoki T., Hirono ., Kurokawa
K., Fukuda, H., Nahary R., Eldar A., Davison A. J., Waltzek T. B., Bercovier H. & Hedrick, R.
P. Genome sequences of three Koi herpesvirus isolates representing the expanding distribution
of an emerging disease threatening Koi and common carp worldwide. 2007, J. Virol., nr. 81, p.
5058-5065). Genomul KHV contine un numir semnificativ de secvente de ADN, fira
omologie cu orice alte secvente virale cunoscute. Mai mult decat atét, acesta contine secvente
de ADN extrem de divergente de polipeptide codificate, care seamind cu dsDNA al unor
virusi, cum ar fi herpesvirus, poxvirus, iridovirus si ADN al altor numerosi virusi.

Caracteristicile unice ale acestui virus au condus la crearea a trei nomenclatoare diferite:
prim, herpesvirus de Koi (KHV), in conformitate cu manifestarea sa morfologicd; secund,
nefrita interstitiald la crap si virusul Gill necrosis (CNGYV), 1n functie de efectele sale patogene
la pesti, si in sfarsit Cyprinid herpesvirus 3 (CyHV-3), in conformitate cu similitudinea genei
continute cu CyHV-1 si CyHV-2. Nomenclatura din urma a fost susfinutd ulterior de
secventierea recentd a genomului viral integral. Cu toate acestea, in continuare se va utiliza
denumirea de KHV.

KHV poarta un genom de aproximativ 295 kb, care reprezintd cel mai mare genom
identificat vreodatd in randul membrilor familiei Herpesviridae. De la izolarea primului KHV
in a. 1996, nu sunt disponibile informatii cu privire la rolul genelor individuale in patogenia
KHYV si 1n biologia infectiei gazdei naturale.

Se cunoaste un KHV atenuat si utilizarea acestuia in calitate de vaccin candidat [1]. Cu
toate acestea, acest vaccin candidat ascunde o deficientd potentiald. Atenuarea este o
consecintd a mutatiilor aleatorii care au survenit in timpul replicédrii virale in vitro. In
consecintd, caracterul atenudrii este necunoscut si nu poate fi exclusd reversia intr-un fenotip
completamente patogen.

Cercetarile aplicative si fundamentale privind KHV au solicitat producerea de virus
recombinant. Recent, manipularea cu numerosi genomi ai herpesvirusului a fost facilitatd de
utilizarea unor vectori artificiali bacterieni de cromozomi (BAC) [2]. Acesti vectori permit
mentinerea si mutageneza eficientd a genomului viral in Escherichia coli (E. coli), urmati de
reconstitutia virionilor descendenti prin transfectia plasmidei BAC in celule eucariote
permisive. Pand in prezent, genoamele numeroaselor herpesvirusuri au fost cu succes
propagate ca clone BAC infectioase, incluzand Cytomegalovirus Human (HCMV), care in
prezent reprezintd al doilea genom de herpesvirus cel mai clonat ca BAC (230 kb) [3].

Recent, mai multe KHV recombinante au fost pentru prima datéd construite folosind tehnica
cu BAC; toate aceste recombinante sunt descrise in [4]. In acest document se descrie o metoda
de obtinere a KHV recombinant avind o deficientd de una sau mai multe dintre genele
selectate din grupul constand din ORFS55: gena timidin-kinazei; ORF12: gena putativd a
receptorului factorului de necroza tumorala (TNF); ORF16: gena cuplatd la receptorul G-
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proteinei putative (GPCR); ORF134: gena putativd omoloagd cu interleucina 10; ORF140:
gena putativd a timidilat-kinazei sau combinatii ale acestora. Astfel de mutanti au fost utilizati
ca vaccin viu cu virusuri atenuate.

S-a demonstrat ca unii dintre acesti mutanti au fost In sigurantd cand s-au utilizat la pestele
specific SPF de o anumitd dimensiune si vérstd. Cu toate acestea, In domeniul pentru
crescitorii de peste prezintd interes vaccinarea precoce, adicd cand pestii sunt relativ tineri/mici
si cand existd o mare dispersie a dimensiunilor pestilor. S-a dovedit cd in astfel de conditii
vaccinurile bazate pe deletia virusurilor mutanti (de exemplu, 6) nu pot fi, in unele situatii,
suficient de sigure: asa KHV recombinant este prea virulent pentru utilizare la pestii
tineri/mici.

Accasta Inseamnd cd, In prezent, persistd necesitatea unor vaccinuri recombinante atenuate
sigure si eficiente pentru controlul infectiei cu KHV, cum ar fi in piscicultura.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie este crearea unor virusuri recombinante KHV
noi, care pot fi utilizate pentru elaborarca unor vaccinuri atenuate sigure si eficiente in
controlul infectiei cu KHV 1n domeniu.

A fost surprinzitor de constatat acum cad KHV recombinant, in care Cadrul de Citire
Deschis 57 (ORF57) este deficitar, prezintd o mortalitate redusd semnificativ sau lipsa
mortalitatii la toti, chiar si la crapul foarte tAnar/mic infectat cu acest herpesvirus recombinant
si asigurd imunitate Tmpotriva herpesvirusului Koi de tip salbatec. Un asemenea KHV
recombinant asigurd, astfel, un vaccin cu virus atenuat sigur si eficient, care poate fi utilizat
corespunzator la crapii tineri si/sau la crapii mici.

Aceastd constatare este surprinzdtoare, avand in vedere faptul cd ORF57 a fost considerat
pand acum a fi o gend esentiald, fard de care nici un virus viu nu ar fi fezabil. Prin urmare, intr-
o primd realizare prezenta inventie se referd la un herpesvirus recombinant de Koi in care
ORF57 este deficitar, rezultand intr-un KHV care este atenuat si induce o ratd a mortalitatii de
40% sau mai putin la crap, de preferintd la Cyprinus carpio carpio sau Cyprinus carpio koi,
atunci cand sunt infectati cu herpesvirusul mentionat.

Asa cum este utilizat aici, ORF57 "deficitar" este un ORF57 care nu mai este functional,
adicd nu mai este capabil s codifice o proteind functionald. Un ORF57 deficitar, agsa cum se
utilizeazd in continuare, rezultd intr-un KHV, care este atenuat pana la nivelul care induce la
crap o ratd a mortalitatii de 40% sau mai joasd. O astfel de deficientd se poate, de exemplu,
obtine prin mutatie, cum ar fi insertia sau deletia uneia sau a mai multor nucleotide in gena
codificatoare ORF57, sau in regiunea promotor. O asemenea mutatie poate, de exemplu, fi o
decalare a cadrului de mutatie la site-ul 5' al genei, sau delefia (a unei parti din) regiunii
promotor, sau (a unei parti din) a genei insesi.

Un exemplu de secventa de ADN a ORF57 este secventa de ADN a ORF57 cu nr. de acces
GenBank NC 009127, in care codonul de initiere si de terminare ORF57 sunt situati in pozitia
99382 si 100803. Se subintelege cd localizarea ORF57 poate fi diferitd in alte tulpini de KHV
datoritd variatiei naturale. De asemenea, ca urmare a variatiei naturale, pot exista mici diferente
in secventa ORF57 intr-o tulpind de KHV, comparativ cu o altd tulpind de KHV. De aceea,
ORF57, asa cum este descris aici, este un cadru de citire deschis avand o secventa de identitate
depisind 80% cu secventa de ADN a ORF57 cu nr. de acces GenBank NC 009127,

Succesiunea nucleotidelor 1n regiunea care contine ORF56, 57 si 58, cuprinzand
nucleotidele 96630-101558, este reprezentatd in SEQ ID NR: 12. A se vedea, de asemenea, in
fig. 1.

Este clar, cd modul cel mai extensiv de a obtine o gend deficientd, adicd cu deletia intregii
ORF57, va rezulta cu producerea de proteine fara ORF57 pentru toate.

Din punct de vedere practic §i din punct de vedere al sigurantei, o asemenea deletie
completd ar fi un pas logic. De altfel, asa cum rezultd din fig. 1, o regiune promotor putativa
este situatd In pozitia 100212-100261, care poate fi, eventual, implicatd in expresia ORF58
adiacent. Din acest motiv, o mutatie in ORF57 nu trebuie s se extindd de preferintd in aceastd
regiune. Astfel, este potrivita introducerea mutatiilor in ORF57 in regiunea pe partea stanga a
pozitiei 100212 sau pe partea dreaptd in pozitia 100261.

Din fig. 1, de asemenea, se poate constata ci doud regiuni promotoare putative, aflate
respectiv In pozitia 99451-99500 si in pozitia 99794-99843, posibil, vor participa in expresia
ORF56 adiacent. De aceea teoretic este posibil, ca deletia in regiunea ORF57 interfereaza cu
expresia ORF56. in acest caz, poate ¢cd KHV recombinant, in care ORF57 este deficitar,
conform inventiei, se comporti ca fiind atenuat in rezultatul expresiei reduse a ORF56. in
sectiunca Exemple este, totusi, prezentat ¢d 1) ORF56 nu este o gend esentiala si 2) ORF56
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deficient nu contribuie la caracterul atenuat al KHV recombinant, conform prezentei inventii.
In aceste exemple este prezentat ci deletiile mari pot fi efectuate in ORF56 far a influenta
asupra viabilitdtii KHV recombinant §i fird modificarea semnificativd a caracterului atenuat
KHYV recombinant. Din aceasta rezulta ca sectoarele promotorului putativ ORF56, localizate in
ORF57, pot fi eliminate fard probleme.

De asemenea, din fig. 1 rezultd cd doud site-uri promotor putative pentru ORF57 sunt
situate in ORF56 in pozitiile 97075-97124 si 98712-98761. Prin urmare, nu poate fi exclus
faptul ca deletia unei parti mici din ORF57, cum ar fi in ORF57 Del 1, asigurd o trunchiere a
proteinei codificatoare-ORF57 inca functionale. In scopul de a exclude aceastd posibilitate, o
deletie dubld mare ORF56-ORF57 a fost realizatd asa cum este descris in sectiunca Exemple,
care cuprinde regiunca de la pozitia 97001-99750. Aceastd deletie se comporta in esentd identic
cu un singur ORF57 al mutantilor, cum se poate observa in fig. 5, in comparatie cu fig. 7.
Astfel, se poate conchide cd proteina codificatoare-ORF57 este neesentiald pentru virus.

Deletia doar a unei parti mici de ORF57 este o posibilitate, aceasta fiind chiar o posibilitate
preferatd din motivele mentionate anterior, dar trebuie de avut in vedere ¢d proteina trunchiata
rezultata este nefunctional. in cazul in care specialistul din oricare motiv ar decide sa realizeze
deletia incompletd a ORF57, el ar putea usor sd verifice dacd ORF57 se face deficitar: ORF57
nedeficitar ar conduce la un virus cu un nivel de virulenta foarte inalt, adicid cu un nivel foarte
redus de atenuare.

De preferintd, KHV recombinant este aditional deficitar de una sau mai multe gene virale,
care contribuie la virulentd, dar fiind/nefiind esentiale pentru replicarea virusului.

Astfel, o forma preferata a acestei realizéri se referd la un herpesvirus recombinant de Koi,
conform inventiei, care este deficitar de cel putin o gena aditionald, care contribuie la virulenta,
dar nu este esentiald pentru replicarea virusului.

O formad mai preferata de realizare se referd la un herpesvirus recombinant de Koi, conform
inventiei, care este deficitar de cel putin o gend aditionald, care contribuie la virulentd, accastd
gena fiind selectatd din grupa constand din: gena timidin-kinazei; ORF12: gena putativd a
receptorului factorului de necroza tumorala (TNF); ORF16: gena cuplatd la receptorul G-
proteinei putative (GPCR); ORF 134: gena putativd omoloagd cu interleucina 10; ORF140:
gena putativa a timidilat-kinazei sau orice combinatic a acestora.

Intr-o forma mult mai preferatd de realizare, KHV recombinant prezinta adiional deficientd
de cel putin gena timidin-kinazei sau gena putativa a timidilat-kinazei.

Intr-o altd formd mai preferatd de realizare KHV recombinant, conform prezentei inventii,
prezintd adifional deficientd de gena timidin-kinazei si de cel putin o gend care contribuie in
continuare la virulentd, selectata din grupa constdnd din ORF12: gena putativa a receptorului
factorului de necrozad tumorald (TNF); ORF16: gena cuplatd la receptorul G-proteinei putative
(GPCR); ORF 134: gena putativd omoloagd cu interleucina 10; ORF140: gena putativd a
timidilat-kinazei.

Intr-o formd incd si mai preferatd de realizare, KHV recombinant prezintd aditional
deficientd de cel putin gena timidin-kinazei §i gena putativa a timidilat-kinazei.

In continuare intr-o realizare preferatd herpesvirusul recombinant de Koi, conform
prezentei inventii, este In formd vie. De preferintd, herpesvirusul recombinant de Koi are
abilitatea de reconstituire a particulelor infectioase, adicd de reproducere cand este introdus in
celulele eucariote permisive sau individual la pesti, de preferintd la crapi, mai preferati fiind
Cyprinus carpio, mai preferati in continuare fiind Cyprinus carpio carpio si/sau Cyprinus
carpio koi.

Intr-o realizare alternativd KHV recombinant, conform prezentei inventii, este deficitar de
una sau mai multe gene virale, care este/sunt esentiale pentru replicare (si optional deficitar de
una sau mai multe gene virale, care contribuie la virulentd, dar care nu este/sunt esentiale
pentru replicarea virusului), oferind astfel herpesvirusul recombinant de Koi, conform
prezentei inventii, intr-o forma nereplicativa.

Astfel, o variantd alternativd se referd la KHV recombinant, conform prezentei inventii, in
care herpesvirusul mentionat este Intr-o forma nereplicativa.

Astfel, "forma nereplicativa" inseamna cd herpesvirusul recombinant de Koi are inci
capacitatea de a infecta celule sau pesti (de exemplu, Cyprinus carpio, Cyprinus carpio carpio
sau Cyprinus carpio koi), dar nu este abil sd se reproducd in masura in care sd formeze virus
descendent infectios.
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Tulpina recombinantd nereplicativd se produce prin inactivarea (prin tehnici cunoscute,
cum ar fi insertia, deletia sau mutatia, de exemplu utilizand clonarea cu BAC) genei KHV care
este esentiala pentru replicare.

Un asemenea virus deficient este cultivat pe o linie de celule permisive care stabil
expreseaza gena deletatd (trans-complementare).

Accastd abordare este una bine cunoscutd in domeniu. Ea, de exemplu, a fost folositd cu
succes pentru diferite herpesvirusuri, cum ar fi Suid Herpesvirus 1 gH deletat (Aujeszky virus)
(Babic N., Klupp B.G., Makoschey B., Karger A., Flamand A., Mettenleiter T.C., Glycoprotein
gH of pseudorabies virus is essential for penetration and propagation in cell culture and in the
nervous system of mice. 1996, The Journal of general virology, nr. 77 ( Pt 9), p. 2277-2285) si
Bovine Herpesvirus 1 (Schroder C., Keil G.M., Bovine herpesvirus 1 requires glycoprotein H
for infectivity and direct spreading and glycoproteins gH(W450) and gB for glycoprotein D-
independent cell-to-cell spread. 1999, The Journal of general virology, nr. 80 (Pt 1), p. 57-61).

Orice gend care contribuie la replicare poate fi reprodusa deficitard pentru a obfine
herpesvirus recombinant de Koi nereplicativ. Adicd, orice gend care conduce la inactivarea
herpesvirusului recombinant de Koi nereplicativ, poate fi deletatd. De preferintd, genele de
KHV recombinant, conform prezentei inventii, care sunt deletate pentru a obtine o forma
nereplicativa de virus, sunt selectate din grupul format din: ORF25, ORF31, ORF32, ORF34,
ORF35, ORF42, ORF43, ORF45, ORF51, ORF59, ORF60, ORF62, ORF65, ORF66, ORF68,
ORF70, ORF72, ORF78, ORF81, ORF84, ORF89, ORF90, ORF92, ORF95, ORF97, ORF99,
ORF108, ORF115, ORF131, ORF132, ORF136, ORF137, ORF148 si ORF149.

Herpesvirusul recombinant de Koi, conform prezentei inventii, de preferintd contine o
secventa a vectorului cromozomului bacterian artificial (BAC).

De aproximativ un deceniu §i jumatate manipularea genomilor herpesvirusurilor mari a fost
facilitatd de utilizarea unor asemenea cromozomi bacterieni artificiali. Acesti vectori permit
mentinerea si mutageneza genomului viral In Escherichia coli, urmatd de reconstituirea
virionilor descendenti prin transfectia plasmidei BAC in celule eucariote permisive. Intr-o
primd etapd, secventele pentru vectorul BAC sunt introduse in genomul herpesvirusului prin
recombinare omoloagd conventionald in celule infectate.

Genomul ADN liniar dublu catenar al herpesvirusurilor circuld in timpul replicirii. Este
suficient sd se izoleze intermediarul de replicare circular al mutantului BAC si este transferat
prin transformarea ADN in E. coli. Este necesard realizarea acestui transfer doar o singura data
pentru a stabiliza sistemul. BAC herpesvirusului este apoi inmultit si mutat in E. coli. ADN
clonal, omogen al BAC herpesvirusului este transferat inapoi in celulele eucariote permisive
doar pentru reconstituirea virusului. Functiile virale nu sunt necesare, genomul virusului
ramane neactiv un timp In E. coli, conservand functiile virale prezente la momentul clonarii.
Acest lucru este important pentru virusurile care in vitro in procedurile cu culturd modificd
proprietitile autentice ale izolatelor.

Asa cum este folosit in aceastd descriere, termenul de "recombinare omoloagd" indicad
faptul ca doud molecule omoloage diferite de acid nucleic se confruntd reciproc, se produce
incrucisarea, fiind generatd o combinatie noud de acid nucleic. Asa cum este folosit in aceasta
descriere, termenul de "secventa de mediere a recombindrii omoloage" se referd la o secventd
care cauzeazd o recombinare omoloagd, care este dependentd de o proteind specificd de
recombinare, care catalizeaza, realizeazd sau care asistd recombinarea omoloaga. O asemenca
proteind de recombinare, de preferintd, actioneaza In mod specific pe o “secventd de mediere a
recombinarii omoloage” i nu se actioneaza pe alte secvente.

Secventele vectorului BAC sunt bine cunoscute in domeniu, iar utilizarea lor in constructia
virusurilor recombinante, cum ar fi herpesvirusurile, a fost frecvent descrisa in literatura de
specialitate (Borst E. M., Hahn G., Koszinowski U. H. & Messerle M. Cloning of the human
cytomegalovirus (HCMV) genome as an infectious bacterial artificial chromosome in
Escherichia coli: a new approach for construction of HCMV mutants. 1999, J. Virol., nr. 73, p.
8320-8329), (Costes B., Fournier G., Michel B., Delforge C., Raj V.S., Dewals B., Gillet L.,
Drion P., Body A., Schynts F., Lieffrig F., Vanderplasschen A. Cloning of the Koi herpesvirus
genome as an infectious bacterial artificial chromosome demonstrates that disruption of the
thymidine kinase locus induces partial attenuation in Cyprinus carpio koi. 2008, J. Virol., nr.
82, p. 4955-4964), (Dewals B., Boudry C., Gillet L., Markine-Goriaynoff N., de Leval L., Haig
D. M. & Vanderplasschen A. Cloning of the genome of Alcelaphine herpesvirus 1 as an
infectious and pathogenic bacterial artificial chromosome. 2006, J. Gen. Virol., nr. 87, p. 509-
517), (Gillet L., Daix, V., Donofrio G., Wagner M., Koszinowski U. H., China B., Ackermann
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M., Markine-Goriaynoff N. & Vanderplasschen A. Development of bovine herpesvirus 4 as an
expression vector using bacterial artificial chromosome cloning. 2005, J. Gen. Virol., nr. 86, 9.
907-917), (Messerle M., Crnkovic 1., Hammerschmidt W., Ziegler H. & Koszinowski U. H.
Cloning and mutagenesis of a herpesvirus genome as an infectious bacterial artificial
chromosome. 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, nr. 94, p. 14759-14763), (Warming S.,
Costantino N., Court D. L., Jenkins N. A. & Copeland N. G. Simple and highly efficient BAC
recombineering using galK selection. 2005, Nucleic. Acids. Res., nr. 33, ¢36), (Wagner M.,
Ruzsics 7. & Koszinowski U. H. herpesvirus genetics has come of age. 2002, Trends
Microbiol., nr. 10, p. 318-324).

Secventa vectorului BAC nu trebuie in mod strict introdusd in ORF57. Alternativ aceasta
poate fi introdusa 1n orice altd gend virald, care contribuie la virulentd si/sau in orice altd gena
virald, care este sau nu este esentiald pentru replicarea virald gi/sau in orice regiune intergenica.

Cu toate acestea, intr-o forma mult mai preferatd, herpesvirusul recombinant de Koi contine
o secventd de vector BAC, care este introdusd in ORF57. Aceastd insertie este avantajoasd prin
aceea cd la introducerea vectorului BAC in ORF57, ORF57 devine in acelasi timp deficitar,
asigurand astfel nemijlocit un KHV recombinant, conform inventiei.

Un exemplu de KHV recombinant, conform prezentei inventii, a fost realizat prin clonarea
genomului KHV prin insertia unei casete modificate loxP-BAC flancate in ORF55. Aceastd
insertie rezultd cu un virus recombinant BAC, genomul cédruia este mentinut stabil in bacterie,
fiind abil sd regenereze virioni cand este transfectat in celule permisive (Costes B., Fournier G.,
Michel B., Delforge C., Raj V.S., Dewals B., Gillet L., Drion P., Body A., Schynts F., Lieffrig
F., Vanderplasschen, A. Cloning of the Koi herpesvirus genome as an infectious bacterial
artificial chromosome demonstrates that disruption of the thymidine kinase locus induces
partial attenuation in Cyprinus carpio koi. 2008, J. Virol., nr. 82, p. 4955-4964). Acest vector a
fost utilizat pentru a introduce o deletie in ORF57.

Termenul de "vector BAC" se referd la o plasmida, care este produsa utilizand plasmida F
de E. coli si la un vector care poate fi mentinut stabil si care poate creste un fragment de ADN
de dimensiuni mari de circa 300 kb sau mai mult in bacterii, cum ar fi E. coli si altele
asemenea. Vectorul BAC contine cel putin o secventd de vector BAC esentiald pentru
replicarea vectorului BAC. Exemplele de astfel de regiuni esentiale pentru replicare includ, dar
nu exhaustiv, originea replicarii plasmidei F §i variante de aceasta.

Asa cum este folosit in aceastd descriere, termenul de "secventd a vectorului BAC" se
referd la o secventd care cuprinde o secventa esentiald pentru functia de vector BAC. Optional,
secventa vectorului BAC mai poate contine cel putin o "secventd recombinantd protein-
dependentd de recombinare” si/sau un “marker selectabil”.

Detalii privind "secventa recombinantd protein-dependentd de recombinare” si/sau
"markerul selectabil" sunt prezentate in literatura de specialitate (WO 2009027412 Al
2009.03.05).

Indiferent de locul in care vectorul BAC este introdus in genom, potrivitd este flancarea
secventel vectorului BAC la secventele omoloage mediatoare de recombinare, de preferintd
loxP. De asemenea, de preferintd secventa vectorului BAC cuprinde un marker selectabil. ntr-
o forma mult mai preferatd markerul selectabil este un marker selectabil de medicamente.

Intr-un alt exemplu de realizare preferat genomul herpesvirusului recombinat este prezent
in formad de plasmidd. Aceasta se realizeaza prin izolarea formelor circulare ale herpesvirusului
recombinant de Koi mentionat, care contin o secventd a vectorului BAC si introducerea in
celule bacteriene. Cum s-a mentionat anterior, nu este esential pentru inventie cd secventa
vectorului BAC (cromozom bacterian artificial) se introduce in una sau in mai multe gene
virale, care contribuie la virulen{d sau sunt necesare pentru replicare, atat timp cdt una sau mai
multe dintre genele mentionate, care contribuie la virulentd sau sunt necesare pentru replicare,
este/sunt obtinute deficiente prin tehnici de inginerie genetica.

De aceea, secventa vectorului BAC poate fi inseratd in orice regiune a genomului virusului,
cu conditia ca ORF57 si, de preferintd, una sau mai multe gene virale care contribuie la
virulentd sunt, de asemenea, deficitare.

Desigur, utilizarea tehnicilor de clonare mediate de vectorul BAC, asa cum este descris
anterior, poate fi realizatd in mod repetat: de exemplu, prima datd pentru a obtine ORF57
deficient si a doua oard pentru a obfine o gend aditionald deficienta.

Secventa vectorului BAC poate, in principiu, sd rdméand prezentd iIn KHV recombinant,
conform inventiei, in aplicatiile ulterioare fara probleme. Cu toate acestea, pentru utilizarea
herpesvirusului de Koi, conform inventiei, de exemplu, intr-un vaccin, este preferata
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eliminarea a mai multor secvente de BAC. Acesta este, de exemplu, cazul secventelor BAC
care contin gene codificatoare de markeri selectabili i, chiar mai mult, pentru gene de
rezistentd. Prezenta unor asemenca gene intr-un vaccin nu este numai inutild, dar chiar
indezirabila.

Astfel, de preferintd cel putin o parte (de exemplu, o parte care contine o gend de rezistentd
sau un marker selectabil) sau mai preferabil majoritatea din secventele vectorului BAC sunt
excizate de la genomul herpesvirusului, astfel de preferintd mentinind o secventa heteroloaga
in locul exciziei sau In locul fostei insertii in genomul herpesvirusului. De preferintd, secventa
heteroloagd are o dimensiune de cel mult 200 de nucleotide. Excizia se realizeazd prin
introducerea KHV recombinat intr-o celuld eucariotad permisiva care exprimd recombinaza Cre,
care este excizatd de secventa vectorului de BAC flancatd cu loxP.

Astfel, o forma preferatd a acestei realizdri se referd la un herpesvirus recombinant de Koi,
conform inventiei, caracterizat prin aceea ¢d o parte din secventa vectorului BAC este excizatd
de la genomul herpesvirusului mentindnd o secventa heteroloaga in locul exciziei sau in locul
fostei insertii, respectiv, in genomul herpesvirusului.

Si intr-o formd mult mai preferatd a acestei realizéri, o parte din secventa vectorului BAC,
care este excizatd de la genomul herpesvirusului, contine cel putin o gend codificatoare a
markerului selectabil si/sau o gend de rezistenta.

Este, de asemenca, posibild climinarea in totalitate a secventei casetei BAC prin
recombinare omoloaga in celule eucariote utilizand un fragment de ADN din genomul viral de
tip sdlbatic care cuprinde locul de insertie a casetei BAC (de exemplu, ORF55 care codifica
TK). Selectarea pldcii virale, care nu mai exprimd EGFP (codificatd de caseta BAC), permite
selectarea recombinantelor care au reintors locul de insertie a BAC la secventa de tip silbatic.

Herpesvirusul recombinat de Koi, conform prezentei inventii, fie in formd de clond KHV
BAC si de construct KHV mentionat anterior in cazul in care cel pufin o parte din secventa
vectorului BAC este excizata de la genomul herpesvirusului, pot fi utilizate pentru
manipulatiile ulterioare implicand, de exemplu, tehnici de inginerie geneticd pentru a obtine un
genom deficitar de gene specifice adifionale. Deficienta de asemenea gene aditionale se poate
obtine in mod egal utilizind tehnica BAC, cum deja s-a mentionat mai sus.

Desi KHV recombinant, conform inventiei, poate fi utilizat pentru a obtine un vaccin ca
atare (a se vedea In continuare), in scopul de a preveni la pesti, in special la crap, mai special la
Cyprinus carpio carpio sau Cyprinus carpio koi, bolile provocate de KHV, acesta, de
asemenea, poate fi folosit eficient ca virus purtitor pentru fragmentul de ADN (de exemplu,
non-KHYV) heterolog. In acest caz, caracteristicile avantajoase ale KHV recombinant, conform
inventiei, ar fi complet utilizate si, in plus, virusul ar obtine proprietati suplimentare, cum ar fi
proprietati de marcare, proprietdti de imunizare suplimentare sau proprietéti aditionale.

"Proprietati de marker" in acest sens, inseamnd ca fragmentul de ADN heterolog permite,
direct sau indirect, o diferentiere intre infectia cu virus de cAmp sau infectia cu virus de vaccin.

O modalitate directd de a diferentia infectia cu virusul de cdmp de infectia cu virusul de
vaccin trebuie, de exemplu, sd prevadd reactia PCR cu utilizarea primerilor, care reactioneaza
specific cu fragmentul de ADN heterolog (adicd non-KHV) in KHV recombinant, conform
inventiei, si nu cu ADN al virusului de cdmp KHV.

Modalitatea indirectd de diferentiere a infectiei cu virusul de cdmp de infectia cu virus de
vaccin trebuie, de exemplu, sd prevadd o reactie imunologicd folosind un anticorp care
reactioneaza specific cu o proteind imunogenicd codificata de un fragment de ADN (adicd non-
KHV) heterolog mtr-un KHV recombinant, conform inventiei, si nu cu orice proteind a
virusului de camp KHV.

Astfel, o alta realizare a prezentei inventii se referd la un KHV recombinant, conform
inventiei, care contine un fragment de ADN heterolog, de exemplu, o gena heteroloaga.

De preferintd, un astfel de fragment de ADN heterolog este o gend heteroloagd care
codificd o proteind imunogenici a unui alt virus sau microorganism patogen, care este
patogenic pentru pesti, mai specific fiind pentru crap, in special pentru Cyprinus carpio carpio
sau Cyprinus carpio koi.

De preferintd, gena heteroloagd este glicoproteina G a rabdovirusului care provoaca viremia
de primévara a crapului. Un asemenea construct, fiind utilizat intr-un vaccin, va proteja pestele
vaccinat impotriva KHV, dar si impotriva viremiei de primédvard a crapului.

Promotorii potriviti pentru expresia genelor heteroloage in celulele eucariote sunt bine
cunoscuti in domeniu. Un exemplu de promotor adecvat pentru expresia unei gene heteroloage,
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de exemplu, a glicoproteinei G a rabdovirusului care provoacd viremia de priméavara a crapului
este promotorul HCMV IE.

Prezenta inventie asigurd in continuare o metodd de producere a particulelor infectioase de
herpesvirus recombinant de Koi (KHV), care prevede etapa (a) de imtroducere a KHV
recombinant, conform inventiei, sau de ADN al KHV recombinant, care contine genomul KHV
recombinant, conform inventiei, in celule eucariote permisive si (b) cultivarea celulei gazda
pentru producerea herpesvirusului recombinat de Koi (KHV).

Datorita caracterului lor atenuat, herpesvirusurile recombinante de Koi, conform inventiei,
si ADN acestora sunt foarte potriviti pentru imunizarea pestilor, de preferintd a Cyprinus
carpio carpio sau Cyprinus carpio koi, prin injectare sau imbdiere, sau per os.

De aceea, o altd realizare a prezentei inventii prevede un herpesvirus recombinant de Koi,
conform inventiei, si/sau ADN KHV care contine genomul herpesvirusului recombinant de
Koi, conform inventiei, pentru utilizare pentru prevenirea si/sau tratamentul unei boli la peste
cauzate de herpesvirusul de Koi (KHV).

Utilizarea preventivd are drept scop prevenirea infectiei, sau cel pufin a manifestarilor
clinice ale bolii, utilizarea terapeuticd este o utilizare a KHV mentionat sau ADN KHV la
pestele, care deja suferd de boala cauzatd de KHV.

in continuare, o alti varianti de realizare a prezentei inventii oferd un herpesvirus
recombinant de Koi, conform inventiei, si/sau ADN KHV care contine genomul
herpesvirusului de Koi recombinant, conform inventiei, pentru utilizare intr-un vaccin pentru
prevenirea si/sau tratamentul unei boli la pesti cauzate de herpesvirusul de Koi (KHV).

Un alt exemplu de realizare a inventiei prevede un vaccin pentru prevenirea si/sau
tratamentul unei boli la pesti cauzate de herpesvirusul de Koi (KHV), caracterizat prin aceea,
cd vaccinul mentionat contine herpesvirusul de Koi, conform inventiei, si/sau ADN KHV care
contine genomul herpesvirusului recombinant de Koi, conform inventiei, si un purtitor
farmaceutic acceptabil.

Intr-o altd varianta de realizare a prezentei inventii se prevede un vaccin pentru prevenirea
si/sau tratamentul unei boli la pesti cauzate de un rabdovirus, care provoacd viremia de
primdvard la crap, vaccinul contindnd KHV recombinant, conform inventiei, care transporta
gena ce codificd glicoproteina G a rabdovirusului mentionat, care provoacd viremia de
primdvard a crapului sau o secventd de ADN care confine genomul KHV recombinant
mentionat §i un purtitor farmaceutic acceptabil.

Asa cum este utilizat in prezenta descriere, termenul "vaccin” se referd la o compozitie
pentru prevenirea si/sau tratamentul unei gazde de o anumitd boald. Un asemenea vaccin poate
produce imunitate profilactica sau terapeutica.

Purtdtorul farmaceutic acceptabil poate fi la fel de simplu, cum este apa sau un tampon.
Purtdtorul farmaceutic acceptabil poate, de asemenea, contine stabilizatori. Pot, de asemenca,
contine un adjuvant, sau poate fi insesi un adjuvant.

De obicei, vaccinurile sunt preparate in formd de solutii lichide, emulsii sau suspensii
pentru injectare pestilor sau pentru imersie in apa. De exemplu, o emulsie lichidd sau un
concentrat emulsionabil poate fi pregatit pentru a fi addugat Intr-un rezervor de apd sau intr-un
bazin in care pestii sunt mentinuti. Pot fi preparate in forme solide (de exemplu, pulbere)
potrivite pentru dizolvare sau pentru formare de suspensii, de asemenea pot fi livrate in
purtatori lichizi sau pentru amestecare cu alimente solide inainte de administrare. Vaccinul
poate fi o culturd liofilizatd intr-o forma gata pentru utilizare pentru reconstituire cu un diluant
steril. De exemplu, celulele liofilizate pot fi reconstituite in solutie salind de 0,9% (optional, cu
conditia cd este parte a vaccinului ambalat). O formulare preferatd de vaccin injectabil este
emulsia. Forma lichida sau reconstituitd a vaccinului poate fi diluata intr-un volum mic de apa
(de exemplu, de la 1 pani la 100 volume), Inainte de aditie 1n stilou, rezervor sau bazin.

Intr-un mod de realizare preferat, vaccinul care contine tulpind de KHV recombinant este
mtr-o forma uscatd, de exemplu, in formd de praf, liofilizat, in forma de peletd sau tableta
comprimata etc.

Intr-o alté realizare, virusul mentionat poate fi in formd de cultura tisulard fluidd. Lichidul
mentionat poate fi pistrat intr-un mediu, de preferintd la -70°C, fiind preferatd solutia cu
continut de glicerol. Intr-un exemplu specific lichidul de culturd tisulard contine glicerol de
20%.

Tulpina de KHV recombinant, conform prezentei inventii, poate fi transformatd intr-o
formd uscatd prin cateva metode. O forma preferata, in particular, de uscare este liofilizarea.
Inainte de uscare, de exemplu, prin procedura de liofilizare, in mediu pot fi adiugate diverse
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ingrediente, cum ar fi conservanti, antioxidanti sau agenti de reducere, diversi excipienti etc.
Asemenea excipientl, de asemenea, pot fi addugati in forma uscatd, de exemplu, virusul activ-
atenuat liofilizat poate fi de asemenea addugat dupd ctapa de uscare.

in cazul in care KHV recombinant, conform inventiei, se utilizeazd ca un component al
vaccinului pentru administrare pe cale orald, de obicei nu este necesard administrarea unui
adjuvant.

Dacd vaccinul preparat este injectat direct In peste, folosirea unui adjuvant este optionala.
Dacad KHV recombinant, conform inventici, este intr-o formad nereplicativa, aditia unor
stimulente ale sistemului imunitar poate fi preferata.

In general, pentru a stimula rispunsul imun, preparatul poate include o varietate de
adjuvanti, citokine sau alte stimulente ale sistemului imunitar, in special in cazul preparatelor
indicate pentru injectare.

Adjuvantul este o substantda imunostimulatoare, care amplificd rdspunsul imun al gazdei
mtr-un mod nespecific. Adjuvantul poate fi un adjuvant hidrofil, de exemplu, hidroxid de
aluminiu sau fosfat de aluminiu, sau un adjuvant hidrofob, de exemplu, adjuvanti pe bazd de
ulei mineral. Adjuvantii, cum ar fi muramil dipeptide, avidind, hidroxid de aluminiu, fosfat de
aluminiu, uleiuri, emulsii de ulei, saponine, sulfat de dextran, glucani, citokine, bloc
copolimeri, oligonucleotide imunostimulatoare si alti adjuvanti cunoscuti in domeniu pot fi
addugati prin amestecare cu KHV recombinant, conform inventiei. Exemplele de adjuvanti
utilizati frecvent in pisciculturd sunt muramil dipeptide, lipopolizaharide, numerosi glucani si
glicani si Carbopol® (un homopolimer). Adjuvanti potrivifi sunt, de exemplu, emulsii de tipul
apa n ulei (a/u), emulsii u/a si dublu emulsii a/u/a. Adjuvantii de ulei potriviti pentru utilizare
i emulsii a/u sunt, de exemplu, uleiurile minerale sau uleiurile metabolisabile. Uleiurile
minerale sunt, de exemplu, Bayol®, Marcol® si Drakeol®; uleiurile metabolisabile sunt, de
exemplu, uleiuri vegetale, cum ar fi uleiul de arahide si uleiul de soia, sau grasimi animale,
cum ar fi grasimea de peste squalan si scualen. O alternativa potrivita este utilizarea vitaminei
E (tocoferol) solubile (EP0382271 Al 1990.08.16). Foarte potrivite sunt emulsiile v/a de
exemplu, obtinute din 5...50% din greutate de fazid apoasid si 95...50% din greutate de ulei
adjuvant, mai preferat fiind continutul de 20...50% din greutate de fazi apoasa si 80...50% din
greutate de ulei adjuvant. Cantitatea de adjuvant addugatd depinde de originea adjuvantului in
sine, precum si de informatiile cu privire la aceste cantitati furnizate de catre produciator.

Intr-o realizare preferatd vaccinul, conform prezentei inventii, contine aditional un
stabilizator. Stabilizatorul poate fi addugat in vaccinul, conform prezentei inventii, de exemplu,
pentru a-1 proteja de degradare, pentru a prelungi durata de conservare sau pentru a ameliora
eficienta liofilizdrii. Stabilizatori utili sunt, de exemplu, SPGA (Bovarnik et al. 1950, J.
Bacteriology, vol. 59, p. 509), laptele degresat, gelatina, albumina serica de bovind, hidratii de
carbon, de exemplu, sorbitol, manitol, trechalozi, amidon, zahar, dextran sau glucoza, lactoze,
proteine, cum ar fi albumina sau cazeina sau produsele de degradare ale acestora, precum si
tampon, cum ar fi fosfatii de metale alcaline.

Antibioticele, cum ar fi neomicina §i streptomicina, pot fi aditionate pentru a preveni
cresterea potentiald a germenilor.

Aditional vaccinul poate contine unul sau mai multi compusi tensioactivi sau emulgatori, de
exemplu, Span® sau Tween®. Vaccinul poate contine, de asemenea, asa-numitul "vehicul".
Vehiculul este un compus la care aderd virusul KHV (fie in forma de particule de virus sau in
formd de ADN), conform prezentei inventii, fard a fi covalent la acesta. Aceste vehicule includ,
de exemplu, bio-microcapsule, micro-alginati, lipozomi si macrosoli, toti fiind cunoscuti din
literatura de specialitate. O forma speciald de un astfel de vehicul este Iscom. Este de la sine
inteles, c¢d aditia prin amestecare a altor stabilizatori, purtdtori, diluanti, emulgatori si altor
asemenea 1n vaccinurile, conform prezentei inventii, {in de asemenea de scopul inventiei.
Astfel de aditivi, de exemplu, sunt descrisi in manualele de specialitate cunoscute
(Remington:’the science and practice of pharmacy”, 2000, Lippincot, USA, ISBN:
683306472), (Pastoret P. et al. "Veterinary vaccinology”, ed., 1997, Elsevier, Amsterdam,
ISBN: 0444819681).

KHYV recombinant in cazul, in care ¢ste utilizat in forma sa uscatd intr-un vaccin, poate in
continuare include un lichid de reconstituire, de preferintd apd sterild, solutic salind sau
fiziologicd. Vaccinul poate contine, de asemenea, cantitifi mici de materiale reziduale din
procesul de producere, cum ar fi proteine celulare, ADN, ARN etc. In timp ce aceste materiale
nu reprezinta aditivi in sine, ele pot fi totusi prezente in compozitia vaccinului.
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Vaccinul poate fi administrat la peste de acvacultura In mod individual - oral, de exemplu,
prin hrana lor sau prin administrare orald fortatd, sau prin injectare (intramuscular sau
intraperitoneal).

In mod alternativ, vaccinul poate fi administrat simultan pentru intreaga populatie de pesti,
ce s¢ contine intr-un bazin de apd prin pulverizarea, dizolvarea si/sau imersiunea vaccinului.
Aceste metode sunt utile pentru vaccinarea tuturor categoriilor de pesti, de exemplu, pesti
alimentari i ornamentali, precum si In medii diferite, cum ar fi, nelimitindu-se la acestea,
helesteie, acvarii, medii naturale si rezervoare de apa proaspata.

Un alt aspect al inventiei se referd la un vaccin cu ADN care contine KHV recombinant,
conform prezentei inventii.

Vaccinurile cu ADN, conform inventiei, nu diferd in esentd de vaccinurile cu continut de
KHYV recombinant, conform inventiei, in sensul ¢ acestea contin genomul KHV recombinant,
conform inventiei.

Vaccinurile cu ADN poate fi usor administrate, de exemplu, prin aplicare intradermica
folosind un injector de tip GeneGun®. Acest mod de administrare livreazd ADN direct in
celulele animalului pentru a fi vaccinat. Cantitatea preferatd de acid nucleic, de fragment de
ADN, sau de moleculd de ADN recombinant, conform prezentei inventii, continutd intr-o
compozifie farmaceuticd, conform prezentei inventii (se menfioneaza in continuare), constituie
de la 10 pg la 1000 pg. De preferinti, se utilizeaza cantitati intre 0,1 si 100 pg. in mod
alternativ, pentru a s¢ administra vaccinul pestii pot fi imersati in solutii care contin, de
exemplu, Intre 10 pg si 1000 ug/ml de ADN. Toate acestea sunt modalitifi cunoscute in
domeniu.

Vaccinul, conform prezentei inventii, poate fi formulat in orice formd potrivitd pentru
injectare sau pentru vaccinare prin imersiune, cum ar fi suspensia, solutia dispersatd, emulsia
ctc.

Schema de¢ dozare pentru aplicarea vaccinului, conform prezentei inventii, pentru
organismul tintd prevede doze unice sau multiple, care pot fi administrate in acelasi timp sau
secvential, Intr-un mod compatibil cu doza si formularea si intr-o cantitate imunologic
eficienta. Este complet in conformitate cu capacitatea unei persoane abile sd determine dacd
tratamentul este "imunologic eficient", de exemplu, prin administrarea unei infectii
experimentale de provocare la animalele vaccinate, ulterior determinand semnele clinice de
boala, parametrii serologici sau masurand reizolarea agentului patogen la animalele {inta.

Cantitatea "farmaceutic eficientd" pentru un vaccin, conform prezentei inventii, care se
bazeazd pe KHV recombinant sau ADN KHV recombinant, conform inventiei, depinde de
efectul dezirabil si de organismul fintd. Determinarea cantitdtii eficiente s¢ realizeaza in
conformitate cu calificdrile de rutind ale practicianului. Cantitatea potrivita de ADN KHV
recombinant, conform prezentei inventii, continutd intr-o compozitie farmaceutica, conform
inventiei, a fost descrisa anterior.

Cantitatea preferatd de vaccin viu cu continut de tulpind de virus recombinant KHV,
conform prezentei inventii, este exprimatd, de exemplu, in unititi formatoare de placa (PFU).
De exemplu, pentru un vector viral activ doza potrivitd pentru animale este cuprinsd intre 1 si
1010 unitati formatoare de placi (PFU), mai preferata fiind de 102 s1 106 PFU/doza.

Modalitatile de administrare care pot fi aplicate sunt numeroase, toate fiind cunoscute in
domeniu. Vaccinurile, conform prezentei inventii, de preferintd, sunt administrate pestilor prin
injectare (intramusculard sau intraperitoneal), imersiune, Inmuiere sau per os. Protocolul de
administrare poate fi optimizat in conformitate cu practicile standard de vaccinare.

in cazul in care vaccinul contine o formd nereplicativi de KHV recombinant, conform
inventiei, doza va fi exprimatd ca numar de particule virale nereplicative care urmeaza sa fie
administrate. In cazul dat doza ar fi, de obicei, ceva mai mare comparativ cu administrarea de
particule virale vii, deoarece particulele de virus viu se reproduc intr-o anumitd masurd in
animalul tintd, nainte de a fi eliminate de cétre sistemul imunitar. Pentru vaccinurile pe baza
de particule virale nereplicative, este, de obicei, potrivitd o cantitate de circa 104...109
particule.

De preferinta vaccinul se administreazd prin imersiune, in special cand se utilizeazda KHV
recombinant viu, conform inventiei. Este deosebit de eficientd utilizarea unor asemenea
vaccinuri intr-un mediu de acvaculturd comerciala.

Inventia se explica prin desencle din fig. 1- 8, in care:

- fig. 1: reprezentarea schematicd a regiunii genomului CyHV-3 care contine ORF57.
Coordonatele ATG si codoanele de stopare din fiecare ORF (conform nr. de acces in GenBank
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NC _009127) sunt indicate. Sunt prezentate coordonatele promotorilor putativi (P) identificati
prin silico-analize in ORF56 si ORF57 sau in apropierea lor. Numarul care urmeaza dupa litera
P identificda ORF sub controlul secventei promotorului identificat. Secventele selectate pentru a
fi deletate in scopul invaliddrii ORF56 si/sau ORF57 sunt prezentate in partea superioard.
Coordonatele de deletie sunt indicate;

- fig. 2, 3: diagrama etapelor realizate pentru producerea plasmidelor recombinante FL
BAC galK cu deletie pentru ORF57 (fig. 2) sau ORF56 (fig. 3), precum si demonstrarea
reconstitutiei virusului infectios din plasmidele produse. Regiunile ORF57 sau ORF56,
identificate in fig. 1, au fost inlocuite cu o casetd de expresie galK folosind recombinarea
omoloagd in E. coli. Pentru a reconstitui virusul infectios cu locusul (tulpini FL. BAC
revertante) timidin kinazei (TK) de tip salbatic, plasmidele recombinante au fost co-transfectate
in celule permisive CCB cu plasmida pGEMT-TK. Pentru a reconstitui virusul infectios cu o
formd trunchiatd de TK (tulpini FL. BAC excizate), plasmidele recombinante au fost
transfectate in celule CCB care expreseaza recombinaza Cre;

- fig. 4: diagrama etapelor realizate pentru producerea plasmidelor recombinante FL
BAC cu deletie pentru ORF57 si ORF56 (ORF56-57), precum si demonstrarea reconstituirii
virusului infectios din plasmidele produse. Regiunea ORF56-57, astfel cum este identificatd in
figura 1, a fost inlocuitd cu o casetd de expresie galK utilizdnd recombinarea omoloagd in E.
coli. Caseta de expresie galK a fost apoi eliminatd prin recombinare omologé cu o secventd de
ADN sintetic corespunzdtoare regiunilor genomului KHV din caseta de expresie galK flancate
(caseta ORF56-57 Del). Pentru a reconstitui virusul infectios cu locusul timidin kinazei (TM)
de tip sdlbatic (tulpini FL. BAC revertante) plasmida recombinanta a fost co-transfectatd in
celule permisive CCB cu plasmida pGEMT-TK. Pentru a reconstitui virusul infectios cu o
formd trunchiatd de TK (tulpini FL. BAC excizate), plasmida recombinantd a fost transfectatd
in celulele CCB care expreseaza recombinaza Cre;

- fig. 5: testele de inofensivitate (A-D) si vaccinare/provocare (E-G) pentru recombinante
cu deletia unui ORF57. Inofensivitatea tulpinilor FL. BAC excizate ORF57 Del 1 galK (A) si
FL BAC excizate ORF57 Del 2 galK (B) a fost testatd cum este descris in exemple (testele de
inofensivitate) pe crapul comun (cu varsta de 7 luni, greutatea medie de 3,74 g, n = 20).
Tulpina FL. BAC excizatd (C) si mostra infectatd (D) au fost folosite in calitate de control
pozitiv si negativ, respectiv. Procentele de supravietuire la crap sunt exprimate in functie de
zilele post-infectie, luand ziua 0 de referintd. Sase sdptamani dupa infectia cu recombinante cu
deletia unui ORF57 (E si F) la peste s-a realizat provocarea aga cum este descris in exemple
(vaccinare/provocare). Pestele, care a constituit mostra infectatd, a fost folosit in calitate de lot
martor (G). Procentele de supravietuire a crapilor sunt exprimate in functie de zile post-
infectie, ludnd ziva 42 ca referinta;

- fig. 6: inofensivitatea recombinantelor cu deletia unui ORF56.

Inofensivitatea tulpinilor FL. BAC excizate ORF56 Del 1 galK (A) si FL BAC excizate
ORF56 Del 2 galK (B) a fost testatd cum este descris in exemple (testele de inofensivitate) la
crapul comun (varsta 7 luni, greutatea medie de 3,74 g, n = 20). Tulpina FL. BAC excizatd (C)
si mostra infectatd (D) au fost folosite 1n calitate de control pozitiv si negativ, respectiv.
Procentele de supravietuire la crap sunt exprimate in functie de zile post-infectie, luand ziua 0
ca referintd;

- fig. 7: testele de inofensivitate (A-C) si vaccinare/provocare (D-G) pentru tulpina FL
BAC excizatda ORF56-57 Del. Inofensivitatea tulpinii FI. BAC excizate ORF56-57 Del (B) se
testeazd asa cum e descris in exemple (testele de inofensivitate) pe crapul comun (varsta 7 luni,
greutatea medie de 4,41 g, n = 30). Tulpina FL. BAC excizata (A) si mostra infectatd (C) au
fost folosite 1n calitate de control pozitiv si negativ, respectiv. Modelarea infectiei s-a realizat
in grupe duble. Procentele de supravietuire a crapului sunt exprimate in functie de zile post-
infectie, luand ziua 0 ca referinta.

Testele de vaccinare/provocare (D-G). Pestii (n=15) care au fost vaccinati cu tulpind FL
BAC excizatda ORF56-57 Del au fost ulterior provocati cu tulpind KHV FL la 3 saptdmani (D)
sau la 6 sdptamani (F) dupd vaccinare asa cum este descris In exemple (vaccinare/provocare).
Grupele duble cu pesti la care s-a imitat infectarea sunt utilizati in calitate de martori (E si G).
Procentele de supravietuire a crapului sunt exprimate in functie de zile post-infectie, luand
ziua de provocare ca referinta;

- fig. 8: testele de inofensivitate (A-C) si vaccinare/provocare (D-G) pentru tulpina FL
BAC revertantd ORF56-57 Del. Inofensivitatea tulpinii FI. BAC revertante ORF56-57 Del (B)
a fost testatd asa cu ¢ descris in exemple (Teste de inofensivitate) pe crapi comuni (varsta de 7
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luni, greutatea medie de 3,74 g, n = 30). Tulpina FL. BAC revertantd (A) si mostra infectata (C)
au fost folosite in calitate de control pozitiv si negativ, respectiv. Modelarea infectiei s-a
realizat in grupe duble. Procentele de supravietuire a crapului sunt exprimate in functie de zile
post-infectie, ludnd ziua 0 ca referinta. Testele de vaccinare/provocare (D-G). Pestii (n=15)
care au fost vaccinati cu tulpind FL BAC revertantd ORF56-57 Del au fost ulterior provocati cu
tulpind KHV FL la 3 saptdmani (D) sau la 6 sdptdmani (F) dupa vaccinare aga cum este descris
in exemple (vaccinare/provocare). Grupele duble cu pesti la care s-a imitat infectarea erau
utilizate In calitate de martor (E si G). Procentele de supravietuire a crapului sunt exprimate in
functie de zile post-infectie, ludnd ziua de provocare ca referinta.

Exemple

a) Celule si virusuri. Celulele de creier de Cyprinus carpio (CCB) (Neukarch M.,
Bottcher K., Bupuajrabol 5. Isolation of a virus from Koi with altered gills. Bull. 1999, Eur.
Ass. Fish. Pathol. Nr. 19, p. 221-224) au fost cultivate intr-un mediu esential minimal (MEM,
Invitrogen) cu continut de 4,5 g/l de glucozd (monohidrat de D-glucozd, Merck) si 10% ser
fetal de vitel (FCS). Celulele s-au cultivat la 25°C intr-o atmosferd umeda cu continut de 5%
CO,. Tulpina CyHV-3 FL s-a izolat din rinichii pestelui care a pierit din cauza infectiei cu
KHYV (CER Marloie, Belgium).

b) Plasmida CyHV-3 BAC. Plasmida CyHV-3 FL. BAC s-a utilizat in calitate de
plasmida parentala pentru producerea recombinantelor CyHV-3. Aceastd plasmida este amplu
descrisd in literatura de specialitate (Costes B., Fournier G., Michel B., Delforge C., Raj V.S,
Dewals B., Gillet L., Drion P., Body A., Schynts F., Lieffrig F., Vanderplasschen A. Cloning
of the Koi herpesvirus genome as an infectious bacterial artificial chromosome demonstrates
that disruption of the thymidine kinase locus induces partial attenuation in Cyprinus carpio koi.
2008, J. Virol., nr. 82, p. 4955-4964), (WO 2009027412 A1 2009.03.05). Plasmida CyHV-3
FL BAC este o clona a unui cromozom artificial bacterian infectios (BAC) al genomului
tulpinii CyHV-3 FL. In aceastd plasmida, caseta BAC loxP-flancati se insereaza in locusul
CyHV-3 TK (ORF55).

¢) Producerea plasmidelor recombinante ORF 57 CyHV-3 FL BAC utilizand selectia
pozitiva galK in bacterii. Doud plasmide recombinante CyHV-3 FL. BAC cu deletie in locusul
ORF57 (a vedea ORF57 Del 1 si ORF57 Del 2 in fig. 1) sunt produse utilizdnd selectia pozitiva
galK 1n bacterii asa cum a fost descris in literatura de specialitate (Warming S., Costantino N.,
Court D. L., Jenkins N. A. & Copeland N. G. Simple and highly efficient BAC recombineering
using galK selection. 2005, Nucleic. Acids. Res., nr. 33, ¢36), (fig. 2). Fragmentul de
recombinatie constd din gena galactokinasei (galK) (1231 bp) flancatd cu 50 bp ale secventei
omoloage la regiunea genomului CyHV-3 adiacentd secventei care urmeaza a fi deletatd (fig.
1).

Aceste fragmente au fost produse prin PCR, utilizand vectorul pgalK ca sablon. Pentru
amplificare s-au utilizat primerii urmdtori: ( Tabelul pentru secvenfa primer): pentru
producerea deletiei ORF57 Del 1: primerii ORF57 Dell fw si ORF57 Dell rev rezultand
amplicon ORF57 Del 1-galK; pentru producerea deletiei ORF57 Del 2: primerii ORF57 Del2
fw si ORF57 Del2 rev rezultdnd amplicon ORF57 Del 2-galK. Produsul de amplificare se
purifica (QIAquick Gel Extraction Kit). Ulterior celulele electrocompetente SW102, care
contin plasmida CyHV-3 FL BAC, se¢ electroporeaza cu 50 ng de produse PCR descrise mai
sus. Celulele electroporate se placheaza pe un mediu minimal solid M63 suplimentat cu 20%
galactozd si cloramfenicol (17 pg/ml) pentru selectarea bacteriei in care s-a produs
recombinarea omoloagd. In cele din urmi, coloniile obtinute au fost brazdate pe placi
indicatoare MacConkey asa cum este descris in alte surse pentru a confirma producerea de
clone pozitive galK. Moleculele recombinate BAC au fost amplificate si purificate (QIAGEN
Large-Construct Kit), iar structura lor moleculard a fost controlatd cu o restricfie combinatd
endonucleazd-transfer Southern, PCR si secventiere.
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Tabelul 1

Oligonucleotide utilizate pentru amplificare PCR

Secventd” bp Coordonate  de
subliniate, conform
acces in Genbank
NC_009127

secvente
nr. de

ORF57 Dell fw 5’-CGTACAGGGTGGCGGTGCACCTGTC | 77bp 99551-99599

CCAGAAGGCCTTCACCGCCTGGGAGCT
CCCTGTTGACAATTAATCATCGGCA-3’

ORF57 Dell rev | ’-CGGCTCATCATCTGCGGGTCCATCC | 71bp 99743-99694

AGGCGCCCTTGCCCCACAGCAGAGCTT
CAGCACTGTCCTGCTCCTT-3

ORF57 Del2 fw S’-CTTTGTGCTGCACAAGGGCTTCAAC | 74bp 99894-99943

CACCACTACGCCTTCTGCGATCACCCC
TGTTGACAATTAATCATCGGCA-3’

ORF57 Del2rev | -CTGAGCGTTGTTGAAGGCCTCCATC | 74bp 100161-100112

AGGTGCTGCCTGATCTGCTTGTGCAGA
GCTCAGCACTGTCCTGCTCCTT-3

* Primerii reprezintd secvente omoloage la genomul CyHV-3 (secventele subliniate) si la
caseta de expresie galK.

d) Reconstituirea virusului infectios din plasmida recombinantd ORF 57 CyHV-3 FL
BAC. Plasmidele CyHV-3 BAC sunt transfectate (Lipofectamine Plus, Invitrogen) in CCB
permisive. Pentru producerea tulpinilor derivate din plasmida BAC cu locusul TK de tip
salbatic, plasmidele CyHV-3 BAC sunt co-transfectate in celulele CCB impreund cu vectorul
pGEMT-TK (raportul molecular de 1:75). Sapte zile dupd transfectie placile virale negative
pentru expresia EGFP (caseta BAC codificata pe casetd de expresie EGFP) au fost selectate si
imbogitite in trei runde succesive de purificare a placilor. in mod similar, pentru reconstituirea
virionilor cu caseta BAC excizata de la genomul viral, plasmidele BAC sunt co-transfectate in
celulele CCB impreund cu vectorul pEFIN3-NLS-Cre de codificare a recombinazei Cre
asociate la semnalul de localizare nucleard (Costes B., Fournier G., Michel B., Delforge C., Raj
V.S., Dewals B., Gillet L., Drion P., Body A., Schynts F., Lieffrig F., Vanderplasschen A.
Cloning of the Koi herpesvirus genome as an infectious bacterial artificial chromosome
demonstrates that disruption of the thymidine kinase locus induces partial attenuation in
Cyprinus carpio koi. 2008, J. Virol., nr. 82, p. 4955-4964), (raportul molecular de 1:70).

e) Producerea plasmidelor recombinante ORF 56 CyHV-3 FL BAC utilizand selectia
pozitiva galK in bacterii. Doud plasmide recombinante CyHV-3 FL BAC cu deletie in locusul
ORF56 (a vedea ORF56 Del 1 si ORF56 Del 2 in fig. 1) se produc utilizand selectia pozitiva
galK 1n bacteria descrisd anterior (Warming S., Costantino N., Court D. L., Jenkins N. A. &
Copeland N. G. Simple and highly efficient BAC recombineering using galK selection. 2005,
Nucleic. Acids. Res., nr. 33, €36), (fig. 3). Fragmentul de recombinare constand din gena
galactokinazei (galK) (1231 bp) este flancat cu 50 bp ale secventei omoloage la regiunile
genomului CyHV-3 adiacente secventei care urmeaza a fi deletatd (fig. 1). Aceste fragmente au
fost produse prin PCR, utilizdnd vectorul pgalK ca sablon. Pentru amplificare s-au utilizat
primerii urmétori: (tab. 2 pentru secventa primer): pentru producerea deletiei ORF56 Del 1:
primerii ORF56 Dell fw si ORF56 Dell rev rezultand amplicon ORF56 Del 1-galK; pentru
producerea deletiei ORF56 Del 2: primerii ORF56 Del2 fw si ORF56 Del2 rev rezultand
amplicon ORF56 Del 2-galK. Produsul de amplificare se purificd (QIAquick Gel Extraction
Kit). Ulterior celulele electrocompetente SW102, care contin plasmida CyHV-3 FLL BAC, se
electroporeaza cu 50 ng de produse PCR descrise mai sus. Celulele electroporate se placheaza
pe un mediu minimal solid M63 suplimentat cu 20% galactoza si cloramfenicol (17 pg/ml)
pentru selectarea bacteriei in care s-a produs recombinarea omoloagd. in cele din urmi,
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coloniile obtinute au fost brazdate pe plici indicatoare MacConkey, asa cum este descris in alte
surse, pentru a confirma producerea de clone pozitive galK. Moleculele recombinate BAC au
fost amplificate i purificate (QIAGEN Large-Construct Kit), iar structura lor moleculard a fost
controlata cu o restrictie combinata endonucleazi-transfer Southern, PCR si secventiere.
Tabelul 2

Oligonucleotide utilizate pentru amplificare PCR

Primer

Secventd”

bp

Coordonate de secvente
subliniate, conform nr. de

acces 1n Genbank
NC_009127

ORF56 Dell fw 5’ -TCAGGATCGAGGTCACCAGCTTGAG | 74bp 97475-97524

CITCTCGGGCATGTACTCGCGCCACCC
TGTTGACAATTAATCATCGGCA-3’

ORF56 Dell rev | 5°-CGGCGAGGTGATTTCGGTCATGAGC | 70bp 98361-98312

AAATCGATTGCGGCCGAACAGCAGCTC
AGCACTGTCCTGCTCCTT-3

ORF56 Del2 fw 5’-GATCGGGTACGTCGGCGTGCGCCAC | 74bp 97275-97324

TTGACCTTCCTCAACGTCCCCGTCACCT
GTTGACAATTAATCATCGGCA-3’

ORF56 Del2rev | 5’ -GCGCACACCATCACCATCTGTCCCA | 70bp 98561-98512

TGTCTCCCCAACGCTACACCGTGACTC
AGCACTGTCCTGCTCCTT-3

* Primerii reprezenta secvente omoloage la genomul CyHV-3 (secventele subliniate) si la
caseta de expresie galK.

f) Reconstituirea virusului infectios din plasmida recombinantd ORF 56 CyHV-3 FL
BAC. Plasmidele CyHV-3 BAC sunt transfectate (Lipofectamine Plus, Invitrogen) in CCB
permisive. Pentru producerea tulpinilor derivate din plasmida BAC cu locusul TK de tip
salbatic, plasmidele CyHV-3 BAC sunt co-transfectate in celulele CCB impreund cu vectorul
pGEMT-TK (raportul molecular de 1:75). Sapte zile dupd transfectie placile virale negative
pentru expresia EGFP (caseta BAC codificata pe casetd de expresie EGFP) au fost selectate si
imbogitite in trei runde succesive de purificare a placilor. in mod similar, pentru reconstituirea
virionilor cu caseta BAC excizatd de la genomul viral, plasmidele BAC sunt co-transfectate in
celulele CCB impreund cu vectorul pEFIN3-NLS-Cre de codificare a recombinazei Cre
asociate la semnalul de localizare nucleard (Costes B., Fournier G., Michel B., Delforge C., Raj
V.S., Dewals B., Gillet L., Drion P., Body A., Schynts F., Lieffrig F., Vanderplasschen A.
Cloning of the Koi herpesvirus genome as an infectious bacterial artificial chromosome
demonstrates that disruption of the thymidine kinase locus induces partial attenuation in
Cyprinus carpio koi. 2008, J. Virol., nr. 82, p. 4955-4964), (raportul molecular de 1:70).

2) Producerea plasmidelor recombinante ORF56-57 CyHV-3 FL BAC utilizénd selectia
pozitiva si negativa galK in bacterii. Plasmidele recombinante CyHV-3 FL BAC cu deletie in
locii ORF56 si ORF57 (fig. 1) se produc utilizand selectia pozitiva si negativa galK in bacteria
descrisd anterior (Messerle M., Crnkovic 1., Hammerschmidt W., Ziegler H. & Koszinowski U.
H. Cloning and mutagenesis of a herpesvirus genome as an infectious bacterial artificial
chromosome. 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, nr. 94, p. 14759-14763), (fig. 4). Primul
proces de recombinare (selectia galK pozitivd) inlocuieste secventa identificatd din ORF56 si
ORF57 cu gena galactokinazei (galK) (1231 bp). Fragmentul de recombinare constd din gena
galactokinazei (galK) (1231 bp) flancatd cu 50 bp ale secventelor omoloage la regiunile
genomului CyHV-3 adiacente secventei care urmeaza a fi deletatd (fig. 1), ORF56-57 Del
galK, fig. 4)). Acest fragment a fost produs prin PCR, utilizand primerii ORF56-ORF57 Del fw
si ORF56-ORF57 Del rev (tab. 3) si vectorul pgalK ca sablon. Produsul de amplificare se
purifica (QIAquick Gel Extraction Kit). Ulterior celulele electrocompetente SW102, care




MD 4481 C1 2017.12.31
16

contin plasmida CyHV-3 FL BAC, se electroporeaza cu 50 ng de produs PCR descris mai sus.
Celulele electroporate se placheazd pe un mediu minimal solid M63 suplimentat cu 20%
galactozd si cloramfenicol (17 pg/ml) pentru selectarea bacteriei in care s-a produs
recombinarea omoloagd. In cele din urmi, coloniile obtinute au fost brazdate pe placi
indicatoare MacConkey asa cum este descris in alte surse pentru a confirma producerea de
clone pozitive galK. Moleculele recombinate BAC au fost amplificate si purificate (QLAGEN
Large-Construct Kit), iar structura lor moleculard a fost controlatd cu o restrictie combinata
endonucleazd-transfer Southern, PCR si secventiere. Procesul de secventiere secund (selectia
galK negativa) nlocuieste caseta galK din plasmida FL. BAC ORF 56-57 Del galK. Fragmentul
de ADN sintetic cu 499 bp (caseta ORF 56-57 Del, a se vedea in continuare) a fost folosit
pentru a atinge acest obiectiv. El constd din secvente omoloage la regiunile genomului CyHV-3
adiacente secventei care urmeaza a fi deletatd: 250 bp (din coordonatele 96751...9700 cu nr de
acces GenBank NC_009127) in amonte de gena galK si 249 pb (din coordonatele 99751 la
100000, cu deletia bazei 99760 cu nr. de acces GenBank NC_009127) in aval pe gena galK.
Celulele electrocompetente SW102 care contin plasmida BAC FL-57 ORF56 Del galK au fost
electroporate cu 50 ng de produs PCR descris mai sus. Celulele electroporate au fost placate pe
mediu minimal solid suplimentat cu 2-dezoxi-galactoza pentru a selecta bacteriile in care s-a
produs recombinarea omologd (digestia 2-dezoxi-galactozei de galK producand produse
toxice). Molecule recombinate BAC au fost amplificate si purificate (QIAGEN large-Construct
Kit), iar structura lor moleculard a fost controlatd utilizdnd o restrictie combinata
endonucleazd-transfer Southern, PCR si secventiere.
Caseta ORF56-57 Del:
5°-

tttgtcaaccagtectccagggteggtttggcgetggectecttgeecttggtcacggegatggcagacgecacaatectegegacgggtt
ccgtcagagcagagttcttaaacatttcgacgectectcegacggtgaaccactetgaccaattcaggtcggagggcecacgtetgectgt
gcatcatcgtctgcacagegtcectcgacagecccageccgeacageagtcgecactettecctgttgagtgecacgactcgtcaagatca
agctgcttgagecgegtegtgtacgggttcatgatggcectgecagaaggegcetgegeattcagaagecagggctgcaggatggtgggact
cgaggacccggagaaggtggaggatatgaagaactttgtgctgcacaagggcttcaaccaccactacgecttetgegatcaccactgge

agcactgggccctgggecgctecttcgagggegagetgeecgacgtggtgg-3°

Tabelul 3
Oligonucleotide utilizate pentru amplificarea PCR
Primer Secvente” bp Coordonate ale secventelor
subliniate, conform nr. de
acces in Genbank
NC_009127
ORF 56 - ORF 57 | 5-GTCCCTCGACAGCCCCAGCCCGCAC | 70bp 96951-97000
Del tw AGCAGTCGCCACTCTTCCCTGTTGATC
AGCACTGTCCTGCTCCTT-3’
ORF 56 - ORF 57 | 5-AACCCGTACACGACGCGCTCAAGCA | 74bp 99800-99751
Del rev GCTTGATCTTGACGACGTCGTGCACCC
TGTTGACAATTAATCATCGGCA-3’

* Primerii reprezentd secvente omoloage la genomul CyHV-3 (secventele subliniate) si la
caseta de expresie galK.
h) Reconstituirea virusului infectios din plasmida recombinantd ORF56-57 CyHV-3 FL.
BAC. Plasmidele CyHV-3 BAC sunt transfectate (Lipofectamine Plus, Invitrogen) in CCB
permisive. Pentru producerea tulpinilor derivate din plasmida BAC cu locusul TK de tip
silbatic, plasmidele CyHV-3 BAC sunt co-transfectate in celulele CCB impreund cu vectorul
pGEMT-TK (raportul molecular de 1:75). Sapte zile dupd transfectie placile virale negative
pentru expresia EGFP (caseta BAC codificata pe casetd de expresie EGFP) au fost selectate si
imbogitite in trei runde succesive de purificare a placilor. in mod similar, pentru reconstituirea
virionilor cu caseta BAC excizatd de la genomul viral, plasmidele BAC sunt co-transfectate in
celulele CCB impreund cu vectorul pEFIN3-NLS-Cre de codificare a recombinazei Cre
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asociate la semnalul de localizare nucleard (Costes et al. 2008, JVI) (raportul molecular de
1:70).
1) Testele de inofensivitate.

Crapul comun a fost aclimatizat in rezervoare de 60 litri la 24°C timp de 10 zile. Crapul
(biomasi de 50 g de peste/l) a fost scufundat timp de 2 ore in apa care continea 4, 40 sau 400
PFU/ml de tulpina KHV pentru testare. Grupul de control (mostra infectatd) a fost scufundat in
apa, in care s-a adaugat un volum egal de mediu de culturd. La sfarsitul perioadei de incubare
pestii au fost intorsi in rezervorul mare. Inoculatele virale au fost titrate Inainte de inoculare si
retitrate dupd inoculare pentru a se asigura ca in grupuri dozele au fost echivalente. Pestii au
fost examinati zilnic pentru semne clinice de boald cu KHV, pestii morti erau ¢liminati.

J) Vaccinarea/provocarea.

Carpul comun a fost aclimatizat in rezervoare de 60 litri la 24°C timp de 10 zile. Pentru
vaccinare carpul (biomasd de 50 g de peste/l) a fost scufundat pentru 2 ore in apa care continea
4, 40 sau 400 PFU/ml de tulpinda KHV pentru testare. La sfargitul perioadei de incubatie,
pestele era intors in rezervorul mare. La 3 saptdmani sau la 6 saptdméani dupa vaccinare pestele
era provocat cu KHV virulent prin coabitare cu pestele necontaminat infectat chiar Inainte de
eliberarea lor in rezervorul cu peste vaccinat. Acesti pesti au fost inoculati prin scufundare
pentru 2 ore in apa ce contine 300 PFU/mI de tulpini parentald virulenti FL. In fiecare rezervor
ce continea peste vaccinat au fost addugati cate doi pesti infectati.

k) Rezultatele privind inofensivitatea si provocarea.

Inofensivitatea tulpinilor FL. BAC excizate ORF57 Del 1 galK (fig. 5A) si FL BAC
excizate ORF57 Del 2 galK (fig. 5B) a fost testatd asa cum e descris in exemple (testele de
mofensivitate) pe crapul comun (varsta de 7 luni, greutatea medie de 3.74 g, n = 20). Tulpina
FL BAC excizata (fig. 5C) si mostra infectatd (fig. 5D) s-au utilizat in calitate de control
pozitiv si negativ, respectiv. Procentele de supravietuire a crapului sunt exprimate in functie de
zile post-infectie, ludnd ziua 0 ca referintd. Sase sdptdmani dupd infectare cu recombinante cu
deletia unui singur ORF57 (fig. 5E si F), pestele era provocat asa cum e descris in exemple
(vaccinare/provocare). Pestii din mostra infectatd au fost utilizati in calitate de martor (fig. 5G).
Procentele de supravietuire a crapului sunt exprimate in functie de zile post-infectie, luand
ziua 42 ca referinta.

Din fig. 5A si B se poate constata ci deletia mutanta KHV ORF57, conform inventiei, este
inofensiva, chiar si cand se aplicd la pestisorii mici.

Din fig. 5A si B, de asemenca, s¢ poate constata cd deletia mutant KHV ORF57, conform
inventiei, este foarte potrivitd ca vaccin eficient, in special cand se administreazd in dozd de 40
PFU/ml sau mai mare.

Inofensivitatea tulpinii FL BAC excizate ORF56 Del 1 galK (fig. 6A) si FL BAC excizate
ORF56 Del 2 galK (fig. 6B) a fost testatd asa cum este descris in exemple (teste de
inofensivitate) pe crap comun (varsta de 7 luni, greutatea medie de 3.74 g, n = 20). Tulpina FL.
BAC excizata (fig. 6C) si mostra infectata (fig. 6D) au fost utilizate in calitate de control
pozitiv si negativ, respectiv. Procentele de supravietuire a crapului sunt exprimate in functie de
zile post-infectie, ludnd ziua 0 ca referinta.

Din fig. 6A si B, mutantii cu deletie ORF56 manifestd o virulentd care este comparabila cu
cea a virusului de tip sélbatic de control (de comparat panourile A si B cu panoul C).

Dupa cum se poate observa din fig. 7 si 8, KHV purtdtor de deletic atidt in ORF57, cit siin
ORF56 manifesta un profil de sigurantd si eficacitate comparabil cu cel al KHV care transportd
o singura deletic ORF57.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. WO 2004061093 A1 2004.07.22

2. Messerle M., Crnkovic 1., Hammerschmidt W., Ziegler H. & Koszinowski U. Cloning and
mutagenesis of a herpesvirus genome as an infectious bacterial artificial chromosome. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, nr. 94,1997, p. 14759-14763

3. Borst E., Hahn G., Koszinowski U. & Messerle M. Cloning of the human cytomegalovirus
(HCMYV) genome as an infectious bacterial artificial chromosome in Escherichia coli: a new
approach for construction of HCMV mutants. J. Virol., nr. 73, 1999, p. 8320-8329

4. WO 2009027412 A1 2009.03.05

Descrierea este publicata in redactia solicitantului.
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(57) Revendicari:

1. Herpesvirus atenuat recombinant viu Koi (KHV) al crapului, caracterizat prin aceea ca
contine o gend, in care cadrul de citire deschis 56 (ORF56) si cadrul de citire deschis 57
(ORF57) au fost supuse mutatiei.

2. Herpesvirus atenuat recombinant viu Koi (KHV) al crapului, conform revendicarii 1,
caracterizat prin aceea ca herpevirusul este capabil de reproducere.

3. Herpesvirus atenuat recombinant viu Koi (KHV) al crapului, conform revendicarii 1,
caracterizat prin aceea ci mutatia este selectatd din grupul de insertii sau deletii partiale ale
cadrelor de citire deschise, deletii complete ale cadrelor de citire deschise.

4. Herpesvirus atenuat recombinant viu Koi (KHV) al crapului, conform revendicarii 3,
caracterizat prin aceea ¢i mutatia cuprinde deletii partiale ale cadrelor de citire deschise.

5. Herpesvirus atenuat recombinant viu Koi (KHV) al crapului, conform revendicarii 3,
caracterizat prin aceea ¢i mutatia cuprinde deletii complete ale cadrelor de citire deschise.

6. Herpesvirus atenuat recombinant viu Koi (KHV) al crapului, conform revendicarii 1,
caracterizat prin aceea ci contine o secventd a vectorului BAC (cromozom bacterian
artificial).

7. Herpesvirus atenuat recombinant viu Koi (KHV) al crapului, conform revendicarii 6,
caracterizat prin aceea ca secventa vectorului BAC este excizatd din genomul herpesvirusului,
lasand un fragment de ADN heterolog in locul exciziei in genomul virusului herpetic.

8. Herpesvirus atenuat recombinant viu Koi (KHV) al crapului, conform revendicarii 1,
caracterizat prin aceea ci cuprinde cel putin o mutatie suplimentard in cel putin o gena
suplimentara.

9. Herpesvirus atenuat recombinant viu Koi (KHV) al crapului, conform revendicarii 8,
caracterizat prin aceea ca cel pufin una din genele suplimentare este selectatd din grupul
constand din: gena timidin-kinazei; ORF12: gena putativa a receptorului factorului de necroza
tumorald (gena receptorului TNF); ORF16: gena putativd a receptorului cuplat la G-proteina
(GPCR); ORF 134: gena putativdi omoloagd interleucinei-10; ORF140: gena putativd a
timidilat-kinazei.

10. Herpesvirus atenuat recombinant viu Koi (KHV) al crapului, conform revendicarii 1,
caracterizat prin aceea ca acesta mai contine un fragment de ADN heterolog.

11. Vector, caracterizat prin aceea ca confine herpesvirusul atenuat recombinant viu Koi
(KHV) conform revendicarii 1.

12. Celula izolatd, caracterizata prin aceea ci contine herpesvirusul atenuat recombinant
viu Koi (KHV) conform revendicarii 1.

13. Vaccin, care contine herpesvirus atenuat recombinant viu Koi, conform revendicarii 1
sau ADN-ul herpevirusului recombinant atenuat recombinant viu Koi confindnd genomul
herpesvirusului Koi recombinant viu al crapului.

14. Vaccin, conform revendicérii 13, caracterizat prin aceea ca contine suplimentar un
purtator farmaceutic acceptabil.

15. Procedeu de profilaxie sau de tratament terapeutic al unei boli la pesti, cauzatd de
virusul herpetic Koi (KHV) al crapului, caracterizat prin aceea ¢ se administreaza vaccinul
conform revendicarii 14.

16. Compozifie imunogend, caracterizatid prin aceea ci contine herpesvirusul atenuat
recombinant viu Koi (KHV) al crapului conform revendicdrii 1 §i un purtdtor farmaceutic
acceptabil.

Sef adjunct Directie Brevete: GUSAN Ala
Sef Sectie Examinare: LEVITCHI Svetlana
Examinator: GROSU Petru

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuali
str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinfdu, Republica Moldova
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