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Zpisob piipravy infek&niho klonu, zaloZeného na genomu +RNA viru,
jej zahrnujici rekombinantni nukleova kyselina, modifikovany RNA
virus, obsahujici tuto kyselinu, a vakcina, obsahujici tento

modifikované‘j:'RNA VvIrus.

Oblast techniky

Vynilez se tyka oblasti RNA virl a infekénich klont, ziskanych z RNA
viri. Dale se tyka vakcin a diagnostickych testd, které se daji ziskat

pouzitim a modifikaci takovychto infekénich klonti RNA vird.

Dosavadni stav techniky

Technologie rekombinatni DNA zahrnuje mnoZstvi riznych a velmi
ucinnych technik molekularni biologie, jejichz prfedmétem je
modifikovani nukleovych kyselin na drovni DNA a které umoZiuji
analyzovani a modifikovani genomi na molekularni urovni. Takovéto
manipulace se daji provadét zejména u virid, kvili malé velikosti jejich
genomu. Technologie rekombinantni DNA se vSak neda rovnou
aplikovat na neretrovirové RNA viry, protoze tyto viry neprochéazeji pfi
své replikaci stadiem DNA. U takovychto viri musi byt pfed tim, nez
na jejich genom mize byt aplikovana technologie rekombinantni DNA,
za udelem vytvoieni modifikovaného viru, vytvoieny infekéni klony
(napfiklad jako DNA kopie nebo jako in vitro transkribovand RNA
kopie nebo jako derivat jedné z t&chto moznosti). Infekéni klony mohou
byt ziskany pomoci vytvofeni ¢cDNA (zde pouzito v Sir§im slova
smyslu, zhrnujicim kopii DNA kopii RNA, a ne pouze uzSim slova

smyslu, zhrnujicim DNA kopii mRNA) plné délky (genomové délky)

%\C?_ﬁ"



2

viru a pomoci nasledného zji§tovani, ktery transkript, syntetizovany in
vivo v buitkach transfekovanych touto cDNA plné délky, je infekéni.
Infekéni transkripty mohou byt také ziskany pomoci in vitro transkripce
in vitro ligovanych cDNA fragmentl ¢aste¢né délky, které zahrnuji cely
virovy genom. Ve vSech pfipadech nese RNA vS§echny modifikace, které
byly zavedeny do cDNA, a mizZe byt pouZita pro dalSi pasazovani takto
modifikovanych vir.

Infekéni ¢cDNA klony a infekéni in vitro transkripty byly vytvofeny pro
velké mnozZstvi +RNA viri (pfehled viz napf. Boyer a Haenni, Virology
198, 415-426) s genomem do 12 kb nebo nepatrné vétSim. Zda se, ze
velikost genomu Pestivird je doposud nejvétsi velikosti genomu +RNA
vird, ze kterého byly infekéni klony pfipraveny (Moormann et al., J.
Vir. 70 : 763-770).

Problémy spojené s délkou genomu nezahrnuji pouze potize se ziskanim
a udrzenim dlouhych a stabilnich ¢cDNA klond v bakterii, ale také
potize s infektivitou pocateéniho RNA transkriptu, jehoz replikace v
hostitelské buiice musi byt provedena bez pomoci virovych proteing,
které jsou normalné spojeny s virovou replikaci. Pro dosaZeni uspéSné
infekce musi virovy transkript interagovat s virem-kodovanymi
proteiny, zejména s virovou replikdzou, a se soucastmi hostitelské
buiiky, jako napf. translaénim aparatem; struktura virového transkriptu
musi tudiz napodobovat virionovou RNA co nejpfesnéji. Dalsi problémy
mohou vznikat u téch +RNA vird, které se replikuji pomoci
subgenomovych mRNA, transkribovanych z 3° strany genomu, a u téch
+RNA vird, které béhem své replikace vytvafi defektni interferujici
partikule, jako jsou nahé kapsidy ¢&i prazdné partikule, obsahujici
nékolik strukturnich proteini, ale pouze <¢ast genomu. Pfitomnost

nedplnych virovych RNA nebo napi. matrixovych ¢i nukleokapsidovych
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proteint, interagujicich nebo interferujicich s virovou RNA, ktera ma
byt transkribovdana, a s RNA, ktera je intermediatem replikace, a
narusuyjicich jejich strukturu, zrusi syntézu RNA plné délky a tedy
vytvoieni infekéniho viru, ktery obsahuje RNA genomové délky.
Lelystad virus (LV), také zvany PRRSV (porcine reproductive
respiratory syndrome virus, velikost genomu 15,2 kb), patii do Celedi
Arteriviridae, do které patii také EAV (equine arteritis virus, velikost
genomu 12,7 kb), LDV (lactate dehydrogenase-elevating virus, velikost
genomu minimalné 14,2 kb) a SHFV (simian hemorrhagic fever virus,
velikost genomu piiblizné 15 kb). (Meulenberg et al., 1993a; Plagemann
a Moennig, 1993).

Nedivno se Mezinarodni vybor pro taxonomii viri rozhodl zafadit tuto
¢eled od nového fadu Nidovirales, spoleéné s Coronaviridae (velikost
genomu 20 az 30 kb) a toroviridae (velikost genomu 26 az 28 kb). Rad
Nidovirales piedstavuje obalené RNA viry, které obsahuji +RNA genom
a které béhem své replikace syntetizuji sadu subgenomovych RNA od 3’
konce. Subgenomové RNA coronaviri a arterivird obsahuji vedouci
sekvenci, ktera je odvozena od 5° konce virového genomu (Spaan et al.,
1988). Subgenomové RNA torovird postradaji vedouci sekvence.
(Snijder a Horzinek, 1993). Zatimco ORF la a 1b, kodujici RNA
dependentni RNA polymerazu, jsou exprimovany z genomové RNA,
mensi ORF na 3" konci genomu Nidovirales, koédujici strukturni
proteiny, jsou exprimovany ze subgenomovych mRNA.

PRRSV (Lelystad virus) byl nejdfive izolovan v 1991 Wesvoortem et al.
(1991) a ukazalo se, Ze je pii¢inou nové nemoci, znamé jako PRRSV
(porcine reproductive respiratory syndrome virus). Hlavni pfiznaky této
nemoci jsou problémy s dychdnim v prasat a potraty u prasnic. Ackoliv

nevétdi rozsifeni, nejdiive v USA v 1987 a v Evropé v 1991, byla
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sniZena, tento virus stale zpusobuje ekonomické ztraty ve stadech v
USA, Evropé a Asii. PRRSV roste pfednostné v plicnich alveoldrnich
makrofazich (Wesvoort et al., 1991). N&kolik bun&cnych linii, jako je
CL2621 a jiné bunééné linie, klonované z bunééné linie opiéi ledviny
MA-104 (Benfield et al., 1992; Collis et al., 1992; Kim et al., 1993), je
k tomuto viru také citlivych. Nékteré znamé PRRSV kmeny jsou zndmé
pod pfistupovymi ¢isly CNCM I-1102, 1-1140, 1-1287, 1-1388, ECACC
V93070108 nebo ATCC VR 2332, VR 2385, VR 2386, VR2429, VR
2474 a VR 2402. Genom PRRSV byl uplné€ nebo ¢asteéné osekvenovan
(Conzelmann et al., 1993; Meulenberg et al., 1993a; Murthaugh et al,,
1995) a koduje, kromé& RNA dependentni RNA polymerazy (ORF la a
1b), Sest strukturnich proteinti, z nichz ¢&tyfi jsou obalové
glykoproteiny, oznaéené jako GP, (ORF2), GP; (ORF3), GP, (ORF4) a
GPs (ORF5), neglykosylovany membranovy protein M (ORF6) a
nukleokapsidovy protein N (ORF7) (Meulenberg et al., 1995, 1996, van
Nieewstadt et al., 1996). Imunologicka charakterizace a nukleotidové
sekvenovani kmenu PRRSV z Evropy a USA odhalilo menSi a
antigenni rozdily ve strukturnich virovych proteinech mezi kmeny
PRRSV (Nelson et al., 1993; Wensvoort et al., 1992; Murtaugh et al.,
1995).

Prasata mohou byt infikovana PRRSV oronazalni cestou. Virus je v
plicich pohlcen alveolarnimi makrofagy a do 9 hodin je v téchto
buiitkach dokonéena replikace PRRSV. PRRSV cestuje z plic do
plicnich lymfatickych uzlin (do 12 hodin) a do perifernich lymfatickych
uzlin, do kostni dfené a sleziny (do 3 dnti). V téchto mistech se pouze
nékolik bunék barvi pozitivné na virovy antigen. Virus je pfitomen v
krvi po dobu alespon 21 dni a ¢asto 1 mnohem déle. Po 7 dnech se v

krvi nachazeji protilatky proti PRRSV. Spole¢na pfitomnost viru a
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protilatek proti PRRSV u infikovanych prasat ukazuje, Ze virova
infekce, ackoliv na nizké urovni, mize pietrvavat po dlouhou dobu,
navzdory pifitomnosti protilatky. Béhem alespoii 7 tydni je populace
alveolarnich bunék v plicich odli$na od normalnich SPF plic.

PRRSV potiebuje k infekci prasat oronazalni cestou sviij obal a
normdalni imunitni reakce prasete tedy zahrnuje mezi jinymi produkci
neutralizaénich protilatek, cilenych proti jednomu nebo nékolika
obalovym proteinim; takovéto protilatky mohou udinit virus
neinfekénim. Je-li vSak jiZ jednou virus v alveolarnim makrofagovi,
mize také produkovat nahé kapsidy, slozené z RNA, enkapsidované M
a/nebo N proteinem, nékdy caste¢né obsahujici né€jaky z glykoproteini.
Intra- a extracelularni pritomnost téchto neuplnych virovych partikuli
nebo (Caste¢né) nahych kapsid mize byt prokazana elektronovou
mikroskopii. Nékdy mohou byt nalezeny nahé kapsidy bez nukleové
kyseliny. Nahé kapsidy jsou roznaSeny po téle krevnim obéhem a z krve
jsou pohlcovany makrofagy ve sleziné, lymfatickych uzlinach a kostni
dieni. Tyto nahé ale infekéni virové kapsidy nemohou byt
neutralizovany protilatkami, vytvofenymi prasetem a tedy vysvétluji
pretrvavani virové infekce v pfitomnosti protilatek. Timto zplsobem
roz§ifuje makrofagové potomstvo z infikovanych bunék kostni diené
virovou infekci do novych mist téla. Protoze ne vSechny makrofagy,
pochazejici z bunék kostni dfené, jsou infikovadny, pouze malé mnozstvi
makrofagi v perifernich mistech je infikovano a produkuje virus. V
nepfritomnosti jinych virovych proteini mohou byt pomoci napf. infekce
makrofagi chimernim pseudorabies-ORF7 vektorovym virem vytvaieny
PRRSV kapsidy, slozené pouze z ORF7 proteini. PRV virus byl
upraven tak, aby obsahoval ORF7 genetickou informaci z PRRSV. 18

hodin po infekci obsahovala cytoplazma infikovanych bunék velké
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mnozstvi malych, prazdnych, kulovych struktur, s velikosti

nukleokapsid PRRS viru.

Podstat nalezu

Predkladany vynalez nyni poskytuje infekéni klon, odvozeny od viru s
velikosti genomu, kterd daleko pfesahuje maximalni velikost genomu
+RNA wvira, u kterych byly doposud infekéni klony =ziskany. V
piikladech provedeni vynalezu je popsana pfiprava infekéniho klonu,
ktery je zaloZzen a odvozen od PRRSV s velikosti genomu 15,2 kb, ale
takovéto klony mohou byt nyni ziskdny také pro LDV a SHFV, které
také maji velikost genomu okolo 15 kb, a pro EAV, ackoliv velikost
jeho genomu je lehce menSi, a pro viry s vy$Simi velikostmi genomu,
jako napi. Coronaviridae nebo Toroviridae.

Tento vynalez také poskytuje zpisob vytvofeni infekéniho klonu
obejitim problému spojenych se syntézou fetézce virové RNA, které
jsou spojeny s pritomnosti nekompletnich virovych RNA nebo napf.
matrixovych nebo nukleokapsidovych proteint, interagujicich nebo
interferujicich s virovym RNA transkriptem, ktery méa byt
transkribovan, a RNA, ktera je intermedidtem replikace, a naruSujicich
jejich strukturu, které ruSi syntézu RNA fetézce plné délky a tedy
vytvofeni infek¢éniho viru, ktery obsahuje RNA genomové délky. Tento
vynalez poskytuje zpisob vytvofeni infekénich klond pomoci transfekce
hostitelské burnky, ktera je v podstaté necitliva k infekci virem
divokého typu, rekombinantni nukleovou kyselinou, ktera je zaloZena
na genomu zminéného viru, po niz nasleduje zachranéni infekéniho
virového potomstva ze zminénych hostitelskych bun€k pasazovanim

nebo kultivaci s buitkami, které jsou citlivé k tomuto viru. Buiiky, které
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v podstaté nejsou citlivé, mohou, ve srovnani s jinymi buﬁk.ami,. kte;é
jsou rutinné pouzivany pro pomnozeni studovaného viru, byt pouze
lehce citlivé nebo UpIné necitlivé ke studovanému viru, ale mohou byt
plné citlivé k jinym virovym kmenim. Vynalez poskytuje zpisob
vytvofeni infekénich kloni pomoci transfekce hostitelskych bunék,
které nejsou citlivé k infekci virem divokého typu, ¢imZ nedochazi ke
vzniku nahych kapsid nebo neuplnych virovych partikuli, obsahujicich
fragmenty RNA a matrixové ¢i nuklokapsidové proteiny, které brani
syntéze fetézce virové RNA. Infekéni virus je zachranén z takto
transfekovanych hostitelskych bunék pasaZovanim s hostitelskymi
bunkami, které jsou k tomuto viru citlivé. V piikladech provedeni
vynalezu je popsano, jak je timto zpisobem ziskan infek¢ni klon
PRRSV, ale tento zpisob se da také aplikovat na jiné +RNA viry.
Predkladany vynalez nyni také poskytuje moZnost vytvofeni
modifikovaného klonu dal$i aplikaci technologie rekombinantni DNA.
Takovéto modifikace mohou byt jednoduché nebo nékolikanasobné
mutace, substituce, delece nebo inzerce nebo jejich kombinace, kterych
muze byt dosazeno pomoci jakékoliv v oboru znamé metody technologie
rekombinantni DNA. Predkladany vynalez tedy poskytuje modifikované
RNA viry, které mohou byt pouZity pro zkoumani RNA vird a pro
pfipravu vakcin.

Piedkladany vynalez nyni také poskytuje infekéni klony, napfiklad
odvozené od Arteriviridae, jako je PRRSV, které mohou byt pouZity
jako jadnoucelové vakciny proti nemoci, zpisobené virem, na kterém je
tento infekéni klon zaloZen. Napftiklad, infekéni klon, zaloZeny na
PRRSV, mize byt nyni pouzit pro studium virulené¢nich markerii nebo
serologickych markeri PRRSV. Znamé serologické markery jsou

napiiklad umistény na kterémkoliv ze strukturnich proteini PRRSYV,
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kodovanych ORF2-7, ale mohou se také nachazet na proteinech,
kédovanych ORF 1a a 1b. Virulenéni markery jsou piitomny v ORF 1 a
1b, kodujicich nestrukturni proteiny PRRSV, ale mohou se také
nachdzet na kterémkoliv z proteinti, kédovanych ORF2-7. Upravenim
genomu infekéniho klonu s ohledem na tyto markery je mozno ziskat
PRRSV, ktery neni nebo je mnohem méné virulentni nez jeho
rodiGovsky kmen, a/nebo ktery je upraven deleci nebo zavedenim
serologickych markerl, za ic¢elem umoznéni serologické rozliSeni mezi
oCkovanymi prasaty a prasaty infikovanymi virem divokého typu.
Takovéto modifikace jsou napfiklad poskytnuty u infekénich klonu
PRRSV, ve kterych je sekvence nukleové kyseliny, kodujici ORF7 N
protein, nahrazena ORF7 proteinem z ATCC VR2332 nebo LDV.

Pfekladany vynalez nyni také poskytuje infekéni klony, napfiklad
odvozené od Arteriviridae, jako napt. PRRSV, které mohou byt pouzity
jako prenasSeci systém nebo virova vektorova vakcina pro velkou tfadu
antigenia. V takovychto klonech je inzerovana heterologni sekvence
nukleové kyseliny, ktera neodpovida sekvenci studovaného viru.
Takovato heterologni sekvence nukleové kyseliny miZe byt napfiklad
odvozena od sekvence, kodujici jakykoliv vybrany antigen. Tento
antigen je protein nebo peptid, ktery muZe indukovat imunitu proti
patogenu. Protoze tento virus infikuje makrofagy a buitky makrofagové
linie v kostni dfeni a rozna$i antigen-obsahujici virus skze své dcetfiné
butiky, tato vektorova virové vakcina infikuje ustfedni bunky v
imunitnim systému a muZe prezentovat antigeny pro dal§i zpracovani.
Tato vektorova virova vakcina infikuje antigen prezentujici busiky, jako
dendritické makrofagy nebo Kuppferovy buiikky nebo jiné buiky
imunitniho systému a muzZe to délat jako (neuplné) obalena virova

partikule nebo jako naha kapsida. ProtoZze infekce nahymi kapsidami
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nebo neuplnymi virovymi partikulemi zajisti pietrvavajici infekci,
imunologicky zesilovaci efekt zplsobi doZivotni (kvili pribézné
stimulaci na nizké urovni) imunitu proti patogeniim, ze kterych byly
antigeny vybrany. Po vloZeni informace pro epitopy jinych patogennich
organismu nebo latek, miZeme tento virus pouzit jako nosi¢ antigenu.
Ne¢kolik  takovychto vektorovych vakcinovych vird, nesoucich
informaci pro cizi epitopy, mize byt smichano a podavano najednou.
Toto umozni aktivni imunitu proti nékolika riznym antigeniim jednoho
patogena, nebo aktivni imunitu proti nékolika riznych patogenim.
Piedkladany vynalez nyni také poskytuje infekéni klony, naptiklad
odvozené od Arteriviridae, jako je PRRSV, ktery mizZe byt pouzit jako
dvouudelové vakciny. Napftiklad, infek¢ni klon, zaloZzeny na PRRSV,
mize byt pouzZit pro vytvoieni vakciny, ktera chrani proti PRRSV a
proti jinému patogenu, jednodu$e kombinaci vyvoje vektorové vakciny s
vyvojem smérovanym k vyvoji jednoudelové vakciny, smérované proti
PRRSV. Konkrétni dvoutcelova vakcina, ktera by chranila proti nemoci
dychaci soustavy u prasat, by mohla byt vyvinuta inzerci antigend,
odvozenych od kteréhokoliv z velké fady jinych patogenii dychaci
soustavy, ktefi jsou znami u prasat, do PRRS vakciny.

Tento vynalez také poskytuje vakciny, at uz jednotcéelové, dvouucelové
nebo vektorové, které jsou bezpeéné v tom smyslu, Ze se tyto vakciny
nemohou §ifit do prostiedi. Bezpecénost vakcin (neSifeni se) mizZe byt
zajiSténa deleci informace pro ty virové proteiny, které jsou tfeba pro
tvorbu obalenych, infekénich vird. Tento virus musi byt mnozZen v
bunééné linii, ktera konstitutivné exprimuje tento protein. Virus,
replikujici se v této komplementarni bunééné linii, mé uplny obal a je
schopen infekce makrofagu v praseti. Po jednom replikaénim cyklu jiz

potomstvo viru, kterému chybi informace pro obalovy protein, neni
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schopno infekce jinych bunék jako obaleny virus. Infekce makrofagt v

t&€le je stale mozna nahymi kapsidami nebo netdplnymi virovymi
partikulemi. |

Tento vynalez také poskytuje virové antigeny a proteiny, které mohou
byt sklizeny z bunéénych kultur, které byly infikovany upravenymi RNA
viry podle tohoto vynalezu. Takovéto antigeny mohou byt pouzity v
diagnostickych pokusech, jako je ELISA nebo jiné typy diagnostickych
pokust, znamych v oboru. Takovéto pokusy mohou byt pouzity jako
samostatné testy pro primarni diagnézy nebo jako doprovodné testy,
aplikované u zvifecich populaci, které¢ byly ockovany rozliSovaci nebo
markerovou vakcinou, zalozenou na modifikovaném RNA viru podle

tohoto vynalezu.

Prehled obrazkd na vykresech

Obrazek 1. Vytvoieni cDNA klonu LV genomové délky. Horni ¢ast (A)

ukazuje fuzi cDNA klond, které byly dfive sekvenovany (Meulenberg et
al., 1993a) v pGEM-4Z. pABV ¢isla klont a restrikéni mista, kterd byla
pouzita, jsou uvedena. Cerné obdélniky pfedstavuji ty &asti ¢cDNA
klond, které jsou fuzovany dal$im klonovacim kroku. Svétle Sedé
obdélniky, oznacené s R. T., jsou cDNA klony, vytvofené pomoci RT-
PCR a tmavé Sedy obdélnik ptedstavuje novy cDNA klon, vytvoreny
pomoci PCR. Dolni ¢ast (B) ukazuje spojeni vétSich ¢asti cDNA klont
pABV331/369, pABV384 a pABV368 s pABV396 klonem 5" konce,
ktery obsahuje promotor pro T7 RNA polymerazu, a pABV395 klonem
3" konce, ktery obsahuje poly(A) konec, v nizkokopiovém vektoru
pOK12. Restrikéni mista v ramci a mimo mnohondsobného klonovaciho
mista pOK12 jsou uvedena. Mista pro restrikéni endonukleazy jsou A,

Apal; Ap, Apol; B, BamHI; Bg, Bglll; Bs, BspEl; Bc, Bcll; E, EcoRI;
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Ec, EcoRV; H, HindlIl; K, KpnI; N, Narl; Nc, Ncol; S, Sacll; Sp, Spel;
Sa, Sall; Sc, Scal; P, Pstl; Pm, PmlI; X, Xbal; Xh, Xhol.

Obrazek 2. Terminélni sekvence klonované LV cDNA plné délky a
infekéni RNA, transkribované z tohoto ¢cDNA klonu. ¢cDNA klony
genomové délky byly linearizovany Pvul a byly transkribovany v
piitomnosti syntetického analogu &epic¢ky m’G(5)ppp(5)G T7 RNA
polymerdzou. Vyslednd RNA by méla obsahovat jeden nukleotid (G)
navic ne 5° konci a dva nukleotidy (GC) na 3’ konci. Sipky u RNA
odpovidaji 5" a 3 koncové nukleotidy, odpovidajici pivodni LV RNA
sekvenci.

Obrazek 3. Ristové kiivky LV viru divokého-typu TH, LV4.2.1 a
rekombinantnich viri vABV414 a vABV416 ve vepfovych alveolarnich
makrofazich (A) a CL2621 buiikach (B). Rekombinantni viry vABV414
a VABV416, vytvotené v buiikach BHK-21 byly pouzity bud pfimo
(BHK) nebo po nékolikandsobné multiplikaci ve vepfovych alveolarnich
makrofazich (PAM). TH virus byl pfipraven ve vepfovych alveolarnich
makrofazich (PAM), zatimco LV4.2.1 byl pfipraven v buiitkach CL2621
(CL). Bunééné kultury byly infikovany uvedenymi viry pii MOI 0,05 a
sklizeny v uvedenych €asech. Titry vird (TCIDs¢/ml) byly uréeny na
vepfovych alveolarnich makrofazich nebo buinkach CL2621 konenéym
fedénim.

obrazek 4. Zavedeni unikatnich mist Pacl s Swal do infek¢niho cDNA
klonu LV. Pacl a Swal mista byla vytvofena pomoci PCR-fizené
mutageneze, jak jest popsano v ptfikladech provedeni vynalezu. cDNA
fragmenty, obsahujici Pacl a Swal, byly vlozeny do pABV414, za
pouziti unikatnich Hpal a Wbal mist, ktera jsou uvedena. Vysledkem

toho byly jednotlivé pABV437 a pABV442.
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Piik ni vynalez

Piiprava ¢cDNA klonid, ze kterych mohou byt in vitro transkribovény
infekéni RNA, se stala dilezitym nastrojem technik molekularni
genetiky +RNA viri. Tato technologie je aplikovatelnd na +RNA viry,
jejichz RNA genomy mohou slouzit jako mRNA a zahajuji cely infekéni
cyklus, po zavedeni do pfislusnych hostitelskych bunék. Pro fadu vird
byly popsany infekéni klony, které usnadiuji studie genové exprese,
replikace, funkce virovych proteini a rekombinace RNA vird (pifehled
viz Boyer a Haenni, 1994). Tyto klony mohou byt dale vyuzZity pro
pfipravu novych virovych vektort a vakcin. Infekéni ¢cDNA klony pro
Arteriviry doposud nebyly popsany. Popisujeme zde pfipravu infekéniho
klonu PRRSV a jeho prvni vyuziti pro vytvofeni chimernich PRRVS

viru.

Ptiklad 1

Materialy a metody

Buiiky a viry

Kmen Ter Huurne PRRVS (nebo LV) (ulozeny v CNCM, Patiz, pod
pfistupovym &islem [-1102) byl izolovan v roce 1991 (Wensvoort et al.,
1991) a rostl v alveolarnich makrofazich nebo v buitkach CL2621. V
této studii byla pouzita pasaZ 6 kmene Ter Huurne (TH), stejné jako od
tohoto kmene odvozeny kmen LLV4 .2 1, ktery byl sériovym pasdZovanim
upraven pro rust na buiikdch CL2621. Alveolarni makrofagy byly
udrzovany na mediu RPMI 1640 growth medium (Flow), kdezto bunky
CL2621 byly udrZzovany na mediu Hank’s minimal essential medium
(Gibco-BRL/Life technologies). Buiky BHK-21 byly udrZovany na

mediu Dulbecco’s minimal essential medium. Pro transfekéni pokusy
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byly buiiky BHK-21 kultivovany na mediu Glasgow minimal essential
medium (GIBCO-BRL/Life Technologies Ltd), podle metody Lijestréma
a Garoffa (1993).

Izolace virovych RNA

Intracelularni RNA byla izolovana z alveolarnich makrofagi nebo bun&k
CL2621 24 hodin po infekci PRRSV, pii né&kolikandsobné infekci
makrofagd, jak bylo popséno dfive (Meulenberg et al., 1993a). Za
ucelem izolace virionové genomové RNA, byly viriony purifikovany v
sacharozovém gradientu, jak jest popsano Nieuwstadtem et al., (1996) a
poté byly resuspendovdany v TNE (0,01 M Tris-HCI, pH 7,2, 0,1 M
NaCl, ImM EDTA). K 1 ml purifikovanych PRRSV viriona
(10° TCIDsg) byl pfidan 1 ml pufru pro Proteinkinazu K (100 mM Tris-
HCI, pH 7,2, 25 mM EDTA, 300 mM NaCl, 2% (w/v) SDS) a 0,4 mg
Proteinkindzy K (Boehringer Mannhaim). Tato reakéni smés byla
inkubovana pti 37 °C po dobu 30 min. RNA byla jednou extrahovana
smési fenol/chloroform  (1:1) a vysraZzena ethanolem. RNA byla
skladovana v ethanolu pfi - 20°C. Desetina takto piipravené RNA byla
pouZzita pro reakce reverzni transkripce (RT)

Klonovani 5" a 3’koncti genomu PRRSV.

5" konec virového genomu PRRSV byl klonovan za pouziti upraveného
postupu jenofetézcové ligace do jednoifetézcové cDNA (SLIC; Edwards
et al., 1991). Jedna desetina virionové RNA, piipravené tak, jak je
popsano vySe, byla pouzita pro RT s primerem 11U113
(5’ TACAGGTGCCTGATCCAAGA 37), ktery je komplementarni k
nukleotidim 1232 az 1251 genomu. RT byla provedena v kone&ném
objemu 20 ul, jak bylo popsano diive (Meulenberg et al., 1993b).
Nasledné byly do RT reakce pfidin 2 pl NaOH a RNA byla
hydrolyzovana po dobu 30 min pii 37 °C. Jednoietézcova ¢cDNA byla
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purifikovdna za pouziti soupravy High pure PCR product purific.:at.ion
kit od Boehringer Mannhaim. Purifikovanda ¢DNA byla vysrdZena
ethanolem, resuspendovana v TE a ligovdna s nastavcem ALG3
(5° CACGAATTCIACTATCGATTCTGGATCCTTA 3) Tento primer
obsahuje EcoRI, Clal a BamHI mista a jeho 3" konec je modifikovan
aminoblokujici skupinou pro zamezeni samoligaci. Jednoretézcovy
cDNA produkt byl ligovan v roztoku se 4 pmol ALG3 v 50 mM 50 Tris-
HCl (pH 8,0), 10 mM MgCl,, 10 pl/ml BSA, 25% PEG, 1,0 mM
Hexamine Cobaltchloride, 40 yM ATP a 0,5 pl (10 U) T4 RNA ligazy
(New England Biolabs) pfes noc pfi pokojové teploté. Jedna tietina
ligaCni reakce byla pouzita jako templat v. PCR s primery LV68
(5" AGGTCGTCGACGGGCCCCGTGATCGGGTACC 3°) a ALG4
(5  GAAGGATCCAGAATCGATAG  37), Primer LV69 je
komplementarni k nuklotidim 594 az 615 LV genomu, zatimco ALG4
je komplementarni k nastavei ALG3. Pouzity byly takové podminky
PCR, jako ty popsané v Meulenberg et al. (1993b) a ziskany produkt
byl Sté€pen Ecorl a Sall a klonovan do pGEM-4Z. Obdobny postup byl
pouZit pro klonovani 5° konce LV genomu z intracelularni LV RNA . Pro
tyto pokusy bylo pouzito 10 pl totalni bun&éné RNA, izolované z bunék
CL2621, které byly infikovany LV. 5'¢cDNA byly sekvenovany a jeden
klon, pABV387, ktery obsahoval prodlouzeni o 10 muklotidd ve
srovnani s publikovanou PRRSV sekvenci (Meulenberg et al., 1993a)
byl pouzit pro dalsi pokusy.

Klony 3’'koncové cDNA obsahujici dlouhy poly(A) konec byly
vytvofeny pomoci reverzni transkripce LV RNA s primerem LV76
(S’'TCTAGGATTCTAGACGATCG(T)40 3°), ktery obsahuje EcoRI, Xbal
a Pvul mista. Reverzni transkripce byla nasledovana PCR s primery LV

75 (5 TCTAGGAATTCTAGACGATCGT 3°), ktery je identicky s LV76
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S vyjimkou poly(T) prodlouzeni, a 3970R
(5"GGAGTGGTTAACCTCGTCAA 3°), sense primeru, ktery odpovida
nukleotidim 14566-14585 LV genomu a obsahuje Hpal misto. Vysledné
produkty byly §tépény Hpal a EcoRI a klonovidny do pABV39, ktery byl
Stépen stejnymi enzymy (obr. I). Dva ¢cDNA klony, obsahujici poly(A)
prodlouzeni, o 45 A (pABV382) a 109 A (pABV392), a spravnou
genomovou cDNA sekvenci, jak bylo zji§téno oligonukleotidovym
sekvenovanim, byly pouZity pro vytvofeni klonu cDNA plné genomové
délky.

Sekvenéni analyza.

Oligonukleotidové sekvence byly uréeny pomoci soupravy PRISM™
Ready Reaction Dye Deoxy™ Terminator Cycle Sequencing Kit a

automatického sekvenatoru od Applied Biosystems.

Ptfiprava kloni PRRSV c¢DNA plné genomové délky.

cDNA klony, vytvorené pfed uréenim nukleotidové sekvence genomu
LV (Meulenberg et al., 1993a) byly ligovany spolu ve vhodnych
restrikénich mistech, jak jest ukdzéno na obrazku 1. Plazmid pABV254
byl vytvofen z pABV klont 25, 11, 12 a 100 a byl pouzit v piedeslé
studii (den Boon et al., 1996). Standardni klonovaci techniky byly
provedeny podle Sambrook et al, (1989). Vysledkem byly tfi
vysokokopiové plazmidy pGEM-4Z, obsahujici piekryvajici se cDNA
sekvence LV. Plazmidy pABV331 a pABV369 obsahuji nukleotidy 5 az
6015 z LV genomu. V pozici 3462 byl nalezen nukleotidovy rozdil v
poméru 1 : 1 v sad€ 6 nezavislych cDNA klond, které byly sekvenovany
v tomto useku. Tento nukleotidovy rozdil mél za nasledek
aminokyselinovou substituci v pozici 1084 v ORFIA (Leu misto Pro).

Protoze jsme nemohly piedpovédét vliv této aminokyseliny na
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infektivitu, naklonovali jsme také Leu kodujici fragment do pAI.3V331
vyménou v mistech EcoRV (nukleotid 3403) a Sacll (nukleotid 3605),
vysledkem ¢ehoz byl pABV369. Plazmid pABV384 obsahuje nuklotidy
5168 az 9825 LV. genomu. ProtoZe jeSt€ neexistoval vhodny cDNA
klon, ktery by mél piekryv s plazmidy pABV20 a pABVS5 a ktery by
mohl byt fazovan s cDNA sekvencemi pABV331 a pABV369, byly
vytvofeny dva cDNA fragmenty pomoci RT-PCR. V jednom PCR byl
pouZzit sense primer LV59
(57 TCGGAATCTAGATCTCACGTGGTGCAGCTGCTG 37,
odpovidajici nukleotidim 5169-5186, a antisense primer 61U303
(5’CATCAACACCTGTGCAGACC 37), kompementarni k nukleotidiim
6078 az 6097. V druhém PCR byl pouzit sense primer 61U526R
(5" TTCCTTCTCTGGCGCATGAT 3°), odpovidajici nukletidim 5936-
5955, a LV60 (5" GTACTGGTACCGGATCCGTGAGGATGTTGC 3),
kompementarni k nukleotidim 6727 az 6745. Tyto dva PCR fragmenty
spolu byly ligovany do pABV20, za pouziti mista Xbal, které bylo v
LV59, a vnitfniho mista Apol (nukleotidy 6006) a mista BamHI na
nukleotidu 6740, které bylo také v primeru LV60. Novy cDNA fragment
byl upIné osekvenovan a neobsahoval zadné mutace, které by mély za
nasledek  aminokyselinové rozdily s publikovanou sekvenci
(Meulenberg et al., 1993a). Plazmid pABV368 obsahuje nukleotidy
8274 az 13720 PRSV genomu. Protoze dalsi ligace cDNA fragmentd do
pGEM-4Z méla za ndasledek nestabilni klony, byly inzerty
pABV331/369, pABV384 a pABV 368 ligovany s 5" a 3" koncovymi
cDNA fragmenty do pOKI12 (Viera a Messing, 1991). M4 se za to, Ze
plazmidovy vektor pOKI12 je vhodnégjsi pro klonovani vétsich
cizorodych c¢DNA sekvenci, protoze ma nizsi kopiové &islo néz pGEM-

4Z. Kmen Escherichia coli DH5a byl transformovén témito plazmidy,
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fragmenty pABV382 ((A)4s) a pABV392 ((A)1g9) pomoci stépeni EcoRI
a modifikace tohofo mista Klenowovym fragmentem (Pharmacia) pro
zatupeni, ndasledované stépenim BamHI. Tyto fragmenty byly
klonovany do pOK12, ktery byl §tépen BamHI a Fspl, kde toto druhé
misto bylo také zatupeno. Vysledkem byly pABV394 a pABV395.
Timto zpisobem byl odstranén T7 RNA polymerazovy promotor,
pfitomny na pOKI12. Poté byly s 3° ¢cDNA klony ligovany cDNA
fragmenty pABV368 a pABV384, za pouziti mista Bcll (nukleotid
13394), mista Scal (nukleotid 8657) a mist BamHI a Bglll, v koncové
nebo vektorové sekvenci. Vysledkem tohoto byly plazmidy pABV401 a
pABV 402 (obr. 1).

5" ¢cDNA klon, obsahujici T7 RNA polymerazovy promotor, pfimo
fuzovany s 5° koncem LV genomu, byl amplifikovan pomoci PCR z
pABV387 S primery LV8&3 (5
GAATTCACTAGTTAATACGACTCACTATAGATGATGTGTAGGGTA
TTCC 3") a LV69. LV83 je ve sméru 5" k 3" sloZzen z mist EcoRI a Spel
a sekvence T7 RNA polymerazového promotoru, jednoho G pro iniciaci
transkripce a nukleotidi 1 az 19 z LV genomu. Tento PCR fragment byl
klonovan do EcoRI a Sall mist pOK12, vysledkem &¢ehoz byl pABV396.
Spravna sekvence pABV396 byla stanovena pomoci
oligonukleotidového sekvenovani. Nasledn& byly vystépeny fragmenty
LV ¢cDNA z pABV331 a pABV369 pomoci Apal a BamHI a byly
ligovany do pABV396, ktery byl §tépen Apal a BamHI. Nakonec byly
vysledné 5'cDNA fragmenty klonoviany do pABV401 a pABV402, za
pouZiti Spel mista upstream od T7 RNA polymerazového promotoru a

jedine¢ného Plml mista v pozici 5168 virového genomu. Timto
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zptisobem byly ziskany klony ¢cDNA plné délky, odpovidajici virim,
podobajicim se rodiéovskému kmenu, a chimernim virim, obsahujicim

c1zi oteviené Cteci ramce.

Ptiklad 2

Piiprava mutantnich vird, obsahujicich Pacl a /nebo Swal mista.

Pro zavedeni jedine¢ného Pacl mista do klonu cDNA genomové délky,
pfimo downstream od genu ORF7, byly nukleotidy T a A v pozicich
14987 a 149888 oba zaménény za A pomoci PCR, za pouZiti sense
primeru LVI108
(5"GGAGTGGTTAACCTCGTCAAGTATGGCCGGTAAAAACCAGAG

CC 3 spolecné S primerem LV12
(5°"CCATTCACCTGACTGTTTAATTAACTTGCACCCTGA 37) a sense
primerem (5 TCAGGGTGCAAGTTAATTAAACAGTCAGGTGAATGG
3) s LV75. Obdobné& bylo vytvofeno jedine¢né Swal misto zaménou G
v pozici 14980 za T a T v pozici 14985 za A pomoci PCR s primery
LV108 aLV110 (5 CCTGACTGTCAATTTAAATTGCACCCTGAC 3")
a primery LV109 (5° GTCAGGGTGCAATTTAAATTGACAGTCAGG
3'ya LVII11. PCR fragmenty byly ligovany do pABV395 za pouZiti mist
Pacl a Swal a ohranidujicich mist Hpal a Xbal, coz mélo za vysledek
pABV427 respektive pABV426. Tento fragment byl poté vloZen do
pABV414, za pouziti stejnych unikatnich mist Hpal a Xbal, vysledkem
¢ehoz byly pABV437 respektive pABV442 (viz obr. 4). Za ulelem
detekce markerové mutace ve viru, ziskaném z transkriptu pABV437 a
pABV422, byla ze supernatantu infikovanych vepfovych alveolarnich
makrofagl izolovana RNA. Tato RNA byla pouzita pro RT-PCR, za
aéelem amplifikace fragmentu délky piiblizné 0,8 kb (zahrnujiciho

nukleotidy 14576-polyA riazné velikosti), s primery LV76, LV75 a
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30U70R. Pritomnost genetického markeru byla detekovéna Sté€penim

téchto PCR fragmentid enzymy Pacl nebo Swal.

Ptiklad 3

In vitro transkripce a transfekce RNA

Plazmidy pABV414, pABV416, obsahujici genomovou LV ¢cDNA plné
délky, byly linearizovany v misté Pvul, které je umisténo piimo
downstream od poly(A) konce. Plazmid pABV296, coz je ORF4 v
Semliki Forest virus (SFV) expresnim vektoru pSFV1 (Meulenberg et
al., 1997) byl linearizovan pomoci Spel a poslouzil jako kontrola pro in
vitro transkripéni a transfekéni pokusy. Tyto linearizované plazmidy
byly precipitovany ethanolem a 1,5 pg téchto plazmidi bylo pouzito pro
in vitro transkripci T7 RNA polymerdazou (plazmidy pABV414 a
pABV416) nebo Sp6 RNA polymerazou (pABV296), podle metod,
popsanych pro SFV Liljetrémem a Garoffem (1991 a 1993). In vitro
transkribovanda RNA byla precipitovana isopropanolem, promyta 70%
ethanolem a uloZena pfi -20 °C az do pouziti. BHK-21 buiiky byly
zao¢kovany na misky M6 (pifiblizné 10°  bunék/misku) a byly
transfekovany 2,5 pl RNA za pouziti 10 pl lipofektinu, jak jest popsano
Liljetromem a Garoffem (1993). Alternativné, byla RNA zavedena do
BHK?21 bunék elektroporaci. V tomto pfipadé bylo piiblizné 107 BHK-
21 buné&k transfekovano 10 pg in vitro transkribované RNA nebo 10 pg
intracelularni LV RNA, za pouziti elektropora¢nich podminek
popsanych Liljetromem a Garoffem (16). Medium bylo sklizeno 24
hodin po transfekci a bylo pfeneseno k buikam CL2621, za ucelem
zachranéni infeké&nich vird. Transfekované a infikované buiky byly
testovany na expresi LV-specifickych proteinii pomoci IPMA (immuno

peroxidase monolayer assay), v podstaté tak, jak jest popsano ve
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Wensvoort et al., (1986). V IPMA byly pro barveni pouZity
monoklonalni protilatky (MAb) 122,13, 122,59, 1229 a 122,17,
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smérované proti proteinim GP3;, GP4, M a N (van Nieuwstadt et al.,

1996).

Vysledky
Rekonstrukce 5’ termindlni sekvence genomové RNA LV.
Ackoliv byla jiz popsana infektivita in vitro transkribovanych RNA se

zkracenymi 5’ konci (Davis et al., 1989, Klump et al., 1990), ma se

obecné ze to, ze pro ziskani infek&nich kloni je zapotiebi cela virova
sekvence, véetné nejzazSich 5'a 3” koncu. Pro klonovani 5" konce LV
genomu byla pouZita upravend metoda jednofetézcové ligace do
jednotetézcové cDNA (SLIC, Edwards et al., 1991). RNA, izolovana z
bunék CL2621 infikovanych LV, a LV RNA z purifikovanych viriond
byla reverzné transkribovdna za pouZziti primeru LV69, ktery byl
komplementarni s 5'’koncem ORF1A. Prvni fetézec cDNA byl ligovan s
nastavcem ALG3, jehoz 3" konec byl blokovan proti samoligaci. Tyto
ligované produkty byly amplifikovany pomoci PCR a klonovany.
Dvanact klond, odvozenych od LV intracelularni RNA, které byly
vysledkem dvou nezavyslych PCR, a &trnact klond, odvozenych od
virionové RNA, které byly vysledkem dvou nezavyslych PCR, bylo
sekvenovano. Z téchto 26 c¢cDNA kloni obsahovalo 22 klond
prodlouzeni o 10 nukleotidd (5° ATGATGTGTA 37), ve srovnani s
¢cDNA sekvenci, ktera byla dfive publikovana (Meulenberg et al,
1993a), zatimco 4 klony postradaly 1 az 3 nukleotidy na 5’konci této
ptidavné sekvence (tabulka 1). Toto nas vedlo k zavéru, Ze téchto 10
nukleotidi piedstavuje nejzazsi 5° konec LV genomu, a byly tudiZ

zahrnuty do ¢cDNA klonu plné délky.
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Ptiprava kloni ¢cDNA plné genomové délky LV.

Za udelem vytvofeni kloni cDNA plné genomové délky LV, byly
cDNA, které byly dfive izolovany a osekvenovany (Meulenberg et al.,
1993a), spolu sp.ojeny ve sdilenych restrikénich mistech, podle
strategie, ktera je zobrazena na obrazku |. Dale byly vytvofeny nové
cDNA fragmenty pro sestaveni klonu cDNA plné délky. Jeden cDNA
fragment, obsahujici nukleotidy 5168 az 6740 byl vytvofen pomoci RT-
PCR, za tGéelem umoznéni ligace cDNA sekvenci z kloni pABVS5 a
pABV20. T7 RNA polymerazovy promotor pro in vitro transkripci byl
pfimo spojen s 5'koncem genomu LV pomoci PCR a tento novy cDNA
fragment, klonovany v pABV396, byl inzerovan od klonu ¢cDNA plné
genomové délky. Presekvenovani nukleotidd 3420 az 3725 v Sesti
novych a nezavislych ¢cDNA klonech ukézalo, Ze v aminokyselinové
pozici 1084 v ORFla jsou pfitomny Leu a Pro v poméru 1 : 1. Protoze
jsme nemohly piedpovédét vliv této aminokyseliny na infektivitu RNA
transkribované z kone&ného klonu cDNA genomové délky, pouZily jsme
pro vytvoreni tohoto klonu ob&. Na 3" konci byly pouzity dva rizné
cDNA klony. Jiz dfive jsme izolovaly 3'koncové cDNA klony,
obsahujici poly(A) konce maximalné 20 A (Meulenberg et al., 1993a).
Avsak vzhledem ke studiim, tykajicim se délky poly(A) konce
pfibuznych viri jako LDV (Chen et al., 1994), jsme olekavaly, Ze je
iplny poly(A) konec mnohem deli. Proto byly vytvofeny nové 3’
koncové cDNA klony, za pouziti primeru LV76, ktery obsahuje
prodlouzeni o 40 T zbytki. Tyto ¢DNA klony byly sekvenovany a
obsahovaly prodlouzeni 40 az 109 A zbytkd. ¢cDNA klon, obsahujici
nejdelsi poly(A) konec (109 A; pABV392), byl pouzit pro klon cDNA
genomové délky. Protoze dlouhé homo-polymerni useky mohou branit

replikaci plazmidd v E. coli. (Deng a Wu, 1981), vyselektovali jsme
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také druhy klon pABV382, obsahujici 45 A zbytkid, pro pouziti v
naslednych klonovacich krocich. Diive bylo pozorovano, Ze zachovani
klonu cDNA genomové délky ve vysokokopiovych plazmidech vede k
akumulaci mutaci nebo deleci, které maji za nasledek ztratu infektivity
transkripti, syntetizovanych z téchto klonli (Lai et al., 1991; Rice et
al., 1987; Sumiyoshy et al., 1992). Pozorovaly jsme také nestabilitu
plazmida, kdyZ jsme se pokusily ligovat vét§i cDNA fragmenty pABV
klond 331/369, 384 a 368 s 5" a 3" konci do pGEM-4Z a proto jsme
nakonec spojily tyto klony spolu v nizkokopiovém vektoru pOK12
(Viera a Messing, 1991). Vysledkem tohoto byly klony cDNA
genomové délky pABV 414/415 a 416, které mohly byt stabilné
mnozeny v E. coli, za pouzitych kultivaénich podminek. Nebyly
pozorovany zadné rozdily ve stabilité kloni cDNA genomové délky,
které obsahovaly 45 nebo 109 A zbytku.

Infektivita LV RNA.

LV roste prednostné ve vepfovych alveolarnich makrofazich. Ukazalo
se, ze se LV mnozi v bunéénych liniich CLS2621 nebo jinych klonech
odvozenych od bunééné linie MA104 opici ledviny (Befield et al., 1992;
Collins et al., 1992; Kim et al., 1993). Bunky CL2621 byly tudiz
pouzity pro uréeni optimalnich podminek pro transfekci LV RNA RNA
izolovana z CL2621 bunék, které byly infikované LV, byla
transfekovana do CL2621 bunék v riznych davkach, za pouziti riznych
metod, jako je metoda vuZivajici lipofektin, lipofektamin, DEAE-
dextran a elektroporace. Bunikky byly testovany na cytopaticky ucinek a
plaky 7 dni po transfekci, ale tyto signaly virové infekce nebyly
detekovatelné. Navic, v IPMA nebyly za pouziti LV-specifickych MAb
detekovatelné zadné LV-specifické antigeny. RNA, transkribovana in

vitro z pABV269, byla v téchto pokusech pouzita jako kontrola.
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Plazmid pABV296 sestavai z ORF4 genu, ktery kdéduje GP,,
inzerovaného v expresnim vektoru pSFV1 (Meulenberg et al., 1997).
Transfek¢éni uspéSnost RNA z pABV296 byla testovana barvenim
transfekovanych bunék v IPMA pomoci GP,; specifickych MAD.
Nejvyssi transfekéni uspé&Snosti, jejyimz vysledkem bylo 0,01 %
pozitivnich CLS261 buné€k, bylo dosazeno elektroporaci, zatimco za
podobnych podminek u BHK-21 buné€k bylo =ziskidno 80-90 %
pozitivnich bunék. Tyto vysledky naznadily, ze CLS2621 buiiky nejsou
vhodné pro transfekéni pokusy, zatimco BHK-21 bunky (necitlivé k
infekci virem divokého typu) se prekvapivé ukazaly jako velmi vhodné.
Pro testovani infektivity LV RNA byly tudiZ pouzity buiiky BHK-21.
Ptiblizng 10° BHK-21 bylo pomoci lipofektinu transfekovano 2 pg
RNA, izolované z bunék CL2621 infikovanych LV, za podminek
popsanych pro SFV (Liljetrém a Garoff, 1993). Dvacet &étyfi hodin po
transfekci, byly buiiky barveny LV-specifickou MAb 122,17, ktera je
smérovana proti proteinu N z LV. Pfiblizné 3-10 individualnich bunék
bylo barveno pozitivné¢, ale pozorovana nebyla Zadna infekéni centra
ani plaky, které by naznacovaly Sifeni z buiikky na buiiku. Vysledkem
tfansfekce kontrolni RNA, transkribované z pABV296, bylo 60-70 %
pozitivnich BHK-21 bunék, za pouziti stejnych podminek. Supernatant z
BHK-21 bunék, transfekovanych intracelularni LV RNA a RNA z
pABV296 byl pfenesen na CLZ621 bunky. Po 3 az 4 dnech byly na
bunkach, které byly inkubovany se supernatantem z BHK-21 bunék,
transfekovanych intracelularni LV RNA, pozorovany plaky. Ty nebyly
pozorovany u bunék, které byly inkubovdny se supernatantem,
transfekovanych RNA z pABV296. Tyto plaky byly v IMPA pozitivné
barveny LV-specifickymi MAb. Podobné vysledky byly ziskany, kdyz

byla pouzita RNA izolovana z viriond LV. Poclet pozitivn€ barvenych
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bunék se navic zvySil 2 az 4 krat, kdyZz byly transfekovany
elektroporaci. Tyto udaje naznacuji, Ze LV neni schopen infikovat
buiiky BHK-21, protoze nejpravdépodobnéji postradaji receptor pro LV.
Kdyz je vsak jiz jhednou genomova RNA do BHK-21 bunék vpravena,
jsou produkovéany nové infekCni virové partikule a ty jsou sekretovany
do media. Reinfekce jiZ transfekovanych BHK-21 bunék té&mito
partikulemi, coz jsou bud’ nahé kapsidy nebo uplné ¢i ¢astec¢né obalené
partikule, také neni moZzna.

In vitro syntéza infekéni RNA

Protoze -- k PRRSV divokého typu v podstaté necitlivé -- BHK-21
butiky byly vhodné pro zachranu viru z intracelularni LV RNA a citlivé
buiky CL2621 vhodné nebyly, byly pro testovani, zda je RNA,
transkribovana z klonu cDNA genomové délky, infekéni, pouzity BHK-
21 bunky. Plazmidy pABV414/416 byly linearizovany Pvul a
transkribovany in vitro za pouziti T7 RNA polymerazy. Pvul misto je
umisténo downstream od poly(A) tak, ze transkribovana RNA obsahuje
2 nevirové nukleotidy na 3'konci (obr. 2). Transkripty by navic mély
obsahovat nevirovy G na 5° konci, ktery je pocateénim mistem
transkripce T7 RNA polymerazy. Pfiblizné 2,5 pg in vitro
transkribované RNA bylo transfekovano do BHK-21 bunék, spoleéné s
2 pg intracelularni LV RNA, slouzicimi jako pozitivni kontrola pro
naslednou zachranu viru v CL2621 buikach, a s RNA z pABV296,
slouzici jako pozitivni kontrola pro RNA transfekci do BHK-21 bunék a
negativni kontrola pro naslednou zachranu viru v CL2621 burkach. 24
hodin po transfekci byl supernatant z bunék sklizen a buiky byly
fixovany a barveny v IPMA N-specifickou MAb 122,17. Zatimco na
miskdch s BHK-21 bunikami, které byly transfekovany intracelularni LV

RNA, bylo pozorovano pouze nékolik pozitivnich bunék, na miskach s
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BHK-21 buiikami, které byly transfekovany RNA transkribovanou z
pABV414/416, bylo pozorovano 800 az 2700 pozitivnich bunék. Za
uc¢elem kontroly, zda byl z bunék wuvolnén infekéni virus, byly
supernatanty pouiity k infekci CL2621 buné€k. Plaky byly vytvofeny v
CL2621 kulturach, které byly infikovany supernatantem z BHK-21
bunék, které byly transfekovany LV RNA a transkripty pABV414/416.
Plaky byly obarveny pozitivné v IPMA MADb proti proteinim N, M,
GP4 a GP;, coz naznaduje, Ze vSechny tyto proteiny byly spravné
exprimovany. Zadné plaky ani barveni v IPMA nebylo pozorovano v
CL2621 kulturach, které byly inkubovany se supernatantem z BHK-21
bunék, které byly transfekovany RNA transkribovanou z pABV296.
Tyto vysledky tudiz jasné€ ukazuji, zZe transfekce BHK-21 bunék RNA,
transkribovanou z cDNA kloni genomové délky pABV 414 a pABV
416, ma za nasledek produkci a uvoliovani infekéniho LV. Navic, kdyZz
byly BHK-21 bunky transfekovany transkripty pABV414 a pABV416
pomoci elektroporace misto lipofektinu, bylo dosazeno 2 az 4
nasobného zvySeni pozitivniho barveni bunék LV-specifickymi
protilatkami. Titr rekombinantnich wviri v supernatantech téchto
elektroporovanych BHK-21 buné&k byl ptiblizng 10° TCIDse/ml. Ristové
kiivky infekéni kopie viru ve srovnani s Ter Huurne a LV4.2.1:

Rustové charakteristiky zachranéného viru

Pocdate¢ni transfekéni a infekéni pokusy naznacily, ze zachranéné
rekombinantni viry, oznacené jako vABV414 a vABV416, infikuji a
rostou stejné dobie ve vepfovych alveoldrnich makrofazich, ale rostou
pomaleji v CL2621 buiikach nez virus, zachranény z BHK-21, které
byly transfekovny intracelularni LV RNA. Tato intracelularni LV RNA
byla izolovana z CL2621 bunék, které byly infikovany LV4.2.1, ktery

byl piizpisoben ristu na CL2621. Pro dikladnéjsi studium rustovych
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vlastnosti vABV414 a vABV416 byly stanoveny rustové kiivky v
CL2621 a vepifovych alveolarnich makrofazich a byly srovnany s
ristovymi kfivkami LV divokého typu, ktery byl pouze pasdZovan s
vepfovymi alveolérnimi makrofagy (TH), a s rdstovymi kfivkami
LV4.2.1, ktery rostl na buitkdich CLS2621. Rustové rychlosti téchto
dvou rekombinantnich vird se neliSily a rostly stejné¢ dobfe bez ohledu

na to, zda byly odvozeny pfimo od BHK-21 nebo byly déale pasazovany

na veprovych alveolarnich makrofazich  (obr. 3). Titry (7,1-7.,9
TCIDs¢/ml) ve vepfovych alveolarnich makrofazich méli maximum asi
32 hodin po infekci, zatimco titry v CL2621 byly niz§i a nemély
maximum ani 96 po infekci. TH mél podobné charakteristiky jako tito
rekombinanti. Naopak, na CL2621 adaptovany viru LV4.2.1 rost
rychleji na CL2621 nez viry vABV414, vABV416 a TH (obr. 3). V
souhrnu tyto vysledky dokazuji, Ze rustové vlastnosti rekombinantnich
viri jsou podobné ristovym vlastnostem TH viru. Toto bylo ofekavano,
protoze cDNA sekvence, pouzZita pro tvorbu infekénich kloni byla
odvozena od ,,neadaptovaného“ TH viru.

Zavedeni genetického markeru do infek¢niho klonu L'V

Jako dikaz toho, ze klon cDNA genomové délky miZe byt pouzit pro
tvorbu mutantnich LV virti, bylo pomoci PCR-fizené mutageneze pifimo
downstream od ORF7 genu zavedeno Pacl a Swal misto (obr. 4).
Kdyz byla RNA, transkribovana z klonu ¢cDNA plné délky pABV374,
obsahujiciho Pacl misto, a pABV442, obsahujiciho Swal misto,
transfekovana do BHK-21 bunék a supernatant byl pfenesen na veprové
alveolarni makrofagy, byl produkovan infekéni virus. Zachrdané€né viry
vABV437 a vABV442 mély podobné rustové vlastnosti ve vepfovych
alveolarnich makrofazich a CL2621 buikach jako rodi¢ovsky virus

vABV414 (idaje nejsou ukazany). Reverzni transkripci a PCR virové
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RNA, izolované ze supernatantu vepiovych alveolarnich makrofagi,
které byly infikovany vABV414 a vABV416, byl amplifikovan
specificky usek, pfiblizné 0,6 kb (nukleotidy 14576-poly(A)). St&peni v
misté Pacl ukazalo, ze toto restrikéni misto bylo skute¢né pfitomno na
fragmentu, ktery byl odvozen vABV437, ale chyb&lo na fragmentu,
ktery byl odvozen vABV414. Obdobné byla prokdzana pfitomnost Swal
ve VABV442 (udaje nejsou ukazany). Byly jsme tedy schopni vylouéit
moznost kontaminace virem divokého typu a tudiz potvrdit identitu

vABV437 a vABV442,

Diskuse

Moderni technologie rekombinantni DNA ndm umoZzZiiuje analyzovat a
modifikovat genomy na molekularni urovni a tedy hloubéji proniknout
do jejich organizace a exprese. V pfipadé RNA vira je tfeba vytvofit
klony ¢cDNA genomové délky, ze kterych mohou byt syntetizovany
infek¢ni transkripty. Ve vétSiné pfipadd je pro pfipravu infek&nich
klonti naptfed nutné zjiSténi sekvence na koncich dotyéného virového
genomu, které jsou pravdépodobné pro replikaci virové RNA
rozhodujici. V diivé)si studii bylo zjisténo, ze LV obsahuje na 3° konci
poly(A) (Meulenberg et al., 1993a). V této praci byl wurlen piesny
5" konec LV genomu. Bylo popsano nékolik metod uréeni 5° konce
virovych genomovych RNA nebo mRNA, ale vétSina z nich ma
vyznamna omezeni. Pro flaviviry a pestiviry bylo pouzita metoda, ktera
je zaloZena na cirkularizaci genomové RNA. Tato metoda vSak
vyzaduje doprovodné analyzy pro definovani hranice mezi 5" a 3’
koncem genomu. 5" rychla amplifikace ¢cDNA konci (5° RACE) je
metoda, zaloZzend na pfidélani homopolymerniho konce terminalni

deoxyrinukleotid transferazou (TdT) k prvnimu fetézci ¢cDNA. Tato
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prodluzovaci reakce je v8ak dost neudinna a tato metoda také vyzaduje

doprovodné analyzy, protoZe neni mozno rozhodnout, zda prvni

nukleotid konce pfedstavuje virovou sekvenci nebo zda je to jiz ast
enzymaticky pfipdjeného konce. V této studii jsme urcily nejzazsi
konec virového genomu pomoci ligace oligonukleotidu specifické
sekvence s prvnim fetézcem cDNA a PCR ampifikace. V nékolika
nazavyslych klonech bylo nalezeno prodlouzeni o 10 nukleotidd
(ATGATGTGTA) vzhledem k publikované sekvenci. Predpokladame
tudiz, Ze pfedstavuje nejzazs§i 5° konec virového genomu. Dohromady je
zde tvofena vedouci sekvence z 221 nukleotidi, ktera je délkou
podobna vedouci sekvenci EAV (207 nukleotidi; den Boon et al.,
1991), SHFV (208 nukleotidl; Zeng et al., 1995), ale delsi nez vedouci
sekvence LDV (155 nukleotidd; Chen et al., 1994). Mezi vedoucimi
sekvencemi artreriviri vSak neexistuje Zzadna vyznamna homologie.

Nejzas$si 5" konec byl zahrnut do cDNA genomové délky, za dcelem
vytvofeni infekéniho klonu. Nejvétsi problémy pfi ptipravé infekcnich
kloni jsou spojeny se stabilitou virové sekvence, kdyz je klonovana v
bakterii, stejné¢ jako s vytvofenim spravnych 5" a 3" konci. Ackoliv
puvodni pokusy o vytvofeni klonu ¢cDNA genomové délky v pGEM-4Z
ztroskotaly, 15 207 nukleotidd dlouhd genomova cDNA zistala stabilni
v nizkokopiovém plazmidu pOK12 a je nyni nejdelSim, doposud
pfipravenym infekénim klonem +RNA viru. Transkripty téchto klont
cDNA genomové délky obsahovaly 5" Cepicku a nevirovy G
navic na 5° koci a nevirové CG na 3’'konci, ale tato prodouZeni
nezru$ila jejich infektivitu. Nékolikrat jiz byla popsana sniZend pivodni
infekénost RNA, transkribované z kloni c¢cDNA genové délky, kvili
cizim, nepuvodnim sekvencim na 5" ¢i 3" konci, nebo neliplné cepicce.

Transkripty cDNA plné délky LV postradajici ¢epi¢kovou strukturu
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nebyly infekéni. Zatimco infektivita transkriptii infek&énich ¢cDNA klond
byla vzdy testovana na buné&lnych liniich, které jsou citlivé k danému
viru, my jsme nebyli schopni prokazat infektivitu transkriptd klond
cDNA genomové -délky nebo LV RNA, 1zolované z CL2621 bunék,
transfekci t&chto RNA do CL2621 bunék. Toto bylo zpisobeno malou
transfek¢éni uspésnosti u CL2621 bunék, zpisobenou pravdépodobné
zastavenim syntézy RNA fetézce interakcemi s nekompletnimi RNA
fragmenty nebo kapsidovymi proteiny, které pochdzi z reinfekce
CL2621 bun&k defektnimi interferujicimi partikulemi, jako jsou nahé
kapsidy, obsahujici pouze <casti virového genomu. Vysledkem
transfekce transkriptd kloni cDNA plné délky a intracelularni LV
RNA do BHK-21 byla produkce a uvoliiovani infekéniho viru, ktery
mohl byt zachranén v CL2621 bunikach. K reinfekci BHK-21 bunék
nahymi kapsidami zde nedochdzi a neni tedy brdanéno syntéze virové
RNA plné délky. Konkrétni infektivita byla zhruba 400-1500
pozitivnich bunék na pg in vitro transkribované RNA, zatimco u
intracelularni LV RNA bylo ziskano pouze 2 az 5 pozitivnich bunék na
1 pg. Tyto konkrétni infektivity vS8ak nemohou byt srovnavany,
protoze genomova LV RNA pfedstavuje pouze velmi malou Cést
intracelularni RNA, izolované z CL2621 buné¢k, které byly infikovany
LV. Mnozstvi genomové RNA izolované z viriont, které bylo pouzito
pro transfekci bylo navic ptili§ malé pro pfesnou kvantifikaci.

U BHK-21 bunék byla navic sledovana produkce antigenu v IMPA
pomoci LV-specifickych MAD, ktera nutné nemusi mit vztah s produkci
infekéniho viru. Toto bylo ziejmé z faktu, Ze supernatant z BHK-21
bunék, které byly transfekovany 2 pg intracelularni LV RNA, testovany
na CL2621 bunikach, obsahoval vys§i titr slozek tvoficich plaky nez

supernatant z BHK-21 bunék, které byly transfekovany 2,5 ng
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transkriptu z kloni cDNA plné délky. Ackoliv jiz dfive: bylo u fady vird
ukazano, ze délka poly(A) konce ovliviiuje infektivitu virovych
transkripti (Holy a Abouhaidar, 1993; Sarow, 1899), nepozorovali jsme
zadné rozdily v infektivité mezi transkripty z klont genomové cDNA,
které obsahovaly konec 45 ¢1 109 zbytkd. Je moZné, Ze konec tvofeny
45 A zbytky je nad prahem délky, pod kterou je stabilita odpovidajicich
transkripti ménéna. Nalezli jsme rozdil mezi klony v aminokyseling
1084 v ORFla; PRO a LEU v poméru 1 : 1. Tato aminokyselina
neméla vliv na infektivitu, protoZe transkripty kloni ¢cDNA plné délky,
obsahujici LEU nebo PRO kodon, nevykazovaly zadné rozdily v
infektivité¢ BHK-21 bunék.

Infek¢ni klon genomové délky byl pouzit pro vytvofeni chimerniho viru,
ktery exprimuje nukleokapsidovy protein PRPSV kmene ATCC
VR2332. Infekéni klon genomové délky byl dale pouzit pro vytvofeni
chimerniho viru, ktery exprimuje nukleokapsidovy protein mySiho viru
LDV. Chimerni viry mohou byt rozeznany od rodi¢ovskych virdi pomoci
MADb, specifickych pro dany kmen. Nejsou barveny monoklonalnimi
protilatkami, specifickymi pro N (ORF7) protein Ter Huurne kmene
PRRSV. Chimerni virus, ve kterém je je PRPSV N protein nahrazen
LDV N proteinem, navic nereaguje s vepfovymi protilatkami,
reaktivnimi s PRPSV N proteinem. Protoze v§echny PRRSV-infikovana
prasata vytvafi protilatky, cilené proti PRRSV N proteinu, budou tyto
chimerni viry pouzity v budoucich projektech, které vyuzivaji nové zivé
vakciny proti PRRSV a které vyuzivaji tento virus jako vektorovy
systém, ktery je specificky cilen na své hostitelské buiiky, plicni
alveoldarni makrofagy. Zde by mélo byt zminéno, ze pocateéni pokusy o
poskytnuti  ochrany mrtvymi  buiikami nebo  rekombinatnimi

podjednotkami byly neuspéSné. Doposud jedina dostupna Gcinna
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vakcina proti PRRSV je modifikovana Zziva vakcina, zaloZen4d na
americkém kmeni (Gorcyca et al., 1995). Prasata, ofkovanad timto
modifikovanym Zivym produktem, vSak nemohou byt rozliSena od
prasat, ktera bylé infikovana divokym virem. Tento infekéni klon
PRRSV tedy poskytuje takzvanou markerovou vakcinu, pomoci mistné&
cilené mutageneze genomu, takZe ofkovana prasata mohou byt rozliSena
od, ktera byla infikovana divokym virem, na zdklad€ rozdilu antibiotik
v séru.

Infekéni klon LV, zde popsany, je nejdelSim dosud vytvoienym
infekénim klonem +RNA viru a prvnim z Celedi Arteriviridae. Vytvofeni
tohoto infekéniho klonu PRRSV otevirda nové moZnosti pro studie,
zaméfené na patogenezi, hostitelsky tropismus a replikaci a transkripci
tohoto viru. Arteriviry a koronaviry sdileji specificky mechanismus
transkripce, také oznacovany jako ,leader primed transcription®, ktery
zahrnuje vytvofeni sady subgenomovych RNA, obsahujicich bézné 5°
vedouci sekvence (Spaan et al., 1988; Plagemann a Moenning, 1991).
Tento druh transkripce je komplexni proces, ktery je$té nebyl plné
pochopen. Studie virologl, studujicich koronaviry, snazici se objasnit
zakladni mechanismus této transkripce, jsou omezeny na analyzy a
mistné cilenou mutagenezi cDNA z neuplnych interferujicich RNA,
protoze velikost genomu (28 az 30 kb) branila vytvofeni infekéniho
klonu. Infekéni klon PRRSV je uziteénym modelovym systémem pro
studium splitého mechanismu transkripce a replikace arterivirrd a
koronaviri.

Infekéni klony, odvozené od PRRSV, mohou byt také pouzity jako
pfenaSeci systém nebo virova vektorova vakcina pro cizi antigeny,
inzerované v genomu PRRSV, protoZze tento virus infikuje makrofagy a

bunky makrofagové linie v kostni dfeni a jiné buiiky imunitniho systému
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a  roznali antigen-obsahujici virus skze své dcefiné bunky. V
konkrétnim pfipad¢ antigeny-obsahujicich fragmenti ORF7 a proteinu N
z Arterioviru nebo PRRSV, budou tyto antigeny (nad)exprimovany na
vn€j§i stranu bunééné membrany infikované buiky, &imz dojde k
dalSimu zesileni imunitni odpovédi. Takovéto imunologické zesilovaci
efekty zplsobuji doZivotni (kvili pribéiné stimulaci na nizké urovni)
imunitu proti patogenim. Po vloZeni informace pro epitopy jinych
patogennich organismi nebo latek, miZeme tento virus pouzit jako
nosi¢ antigenu. Ne&kolik modifikovanych PRRS vir, nesoucich
informaci pro cizi epitopy, mize byt smichdno a poddvano najednou.
Toto umozni aktivni imunitu proti né€kolika riznym ahtigenﬁm jednoho
patogena, nebo aktivni imunitu proti n€kolika riznym patogentim.
Bezpecnost vakcin z modifikovaného PRRSV (jako neSifeni se) muze
byt zajiSténa deleci informace pro ty virové proteiny, které jsou tfeba
pro tvorbu obalenych, infekénich viri. Tento virus musi byt mnoZen v
buné¢né linii, ktera konstitutivné exprimuje tento protein. Virus,
replikujici se v této komplemetarni bun&éné linii, ma plny obal a je
schopen infekce makrofagu v praseti. Po jednom replikaénim cyklu jiz
potomstvo viru, kterému chybi informace pro obalovy protein, neni
schopno infekce jinych bunék jako obaleny virus. Infekce makrofagi v
téle je stdle moZna nahymi kapsidami. Takto bude vakcina obsaZena ve

zvifeti, které bylo o¢kovano, a nebude se §ifit na jina zvitata.
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Tabulka 1. Nukleotidova sekvence 5'koncovych ¢cDNA klonid LV.

Sekvence 1) Pocet kloni
ATGATGTGTAGGG..... 22
TGATGTGTAGGG..... 1
GATGTGTAGGG..... 2
ATGTGTAGGG..... 1

1) Uvedené nukleotidy pfedstavuji sekvence navic, které nebyly
nalezeny v klonech c¢cDNA, izolovanych a sekvenovanych diive

(Meulenberg et al., 1993a).
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob vytvofeni infekéniho klonu, zaloZeného na genomu +RNA
viru, vy znacéujic.i se tim, ze zahrnuje pfipravu
rekombinantni nukleové kyseliny, kterd zahrnuje alespofi jednu DNA
kopii plné délky nebo in-vitro transkribovanou RNA kopii nebo derivat
jedné z t&chto moznosti, kde tento RNA virus ma genom alespon

okolo 15 kb.

2. Zptsob vytvoieni infekéniho klonu, zaloZeného na genomu +RNA
viru, vy znadcujici s € t i m , Ze zahrnuje pfipravu
rekombinantni nukleové kyseliny, ktera zahrnuje alespofi jednu DNA
kopii plné délky nebo in-vitro transkribovanou RNA kopii nebo derivat
jedné z t&chto moznosti, a ktery dale zahrnuje selekci infek¢nich klona
pomoci transfekce hostitelské builkky zminénou rekombinantni
nukleovou kyselinou, kde zminéna hostitelska buiika je v podstaté

necitliva k infekci zminénym virem.

3. Zplisob podle naroku 2, vyznadujici se tim, ze zminény

virus je +RNA virus s genomem alespoii okolo 15 kb.

4. Zptusob podle narokd 2 a 3, vyznadujici se tim, Ze zminéna

hostitelska buiika je BHK-21 buiika.

5. Rekombinantni nukleova kyselina, zahrnujici infek¢ni klon, ktery se

da ziskat zplisobem podle kteréhokoliv z narokd 1 az 4.

—
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6. Rekombinantni nukleova kyselina podle naroku 5, zahrnujici infek&ni

klon, zalozeny na genomu viru, ktery je vybran z fadu Nidovirales.

7. Rekombinantni nukleova kyselina podle naroku 6, zahrnujici infekéni

klon, zaloZeny na genomu viru, ktery je vybran z ¢eledi Arteriviridae.

8. Rekombinantni nukleova kyselina podle naroku 7, kde zminény virus

je PRRSV.

9. Rekombinantni nukleovéa kyselina podle kteréhokoliv z narokid 5 az
8, kde byla modifikovana sekvence nukleové kyseliny, kodujici marker

virulence a/nebo serologicky marker.

10. Rekombinantni nukleova kyselina podle naroku 9, kde je sekvence
nukleové kyseliny, kodujici zminény marker, umisténa v ramci
kteréhokoliv z otevienych &tecich ramecid, koédujicich strukturni virové

proteiny.

11. Rekombinantni nukleova kyselina podle naroku 10, kde jednim
otevienym &tecim ramcem je ORF7 kteréhokoliv viru z celedi

Arteriviridae.
12. Rekombinantni nukleova kyselina podle kteréhokoliv z narokd 5 az
8, kde je jeden otevieny &teci ramec substituovan ORF7 kteréhokoliv

viru z ¢eledi Arteriviridae.

13. Rekombinantni nukleova kyselina podle kteréhokoliv z naroki 5 az
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12, kde je inzerovana alespoii jedna heterologni sekvence nukleové

kyseliny navic.

14. Rekombinantni nukleova kyselina podle naroku 13, kde zminéna

heterologni sekvence nukleové kyseliny koéduje néjaky antigen.

15. Rekombinantni nukleova kyselina podle kteréhokoliv z narokd 5 az

14, kde byl modifikovan jeden otevieny Cteci ramec.

16. Modifikovany RNA virus, obsahujici rekombinantni nukleovou

kyselinu podle kteréhokoliv z narokt 5 az 15.

17. Vakcina, obsahujici modifikovany RNA virus podle naroku 16.

18. Buiika, infikovand modifikovanym RNA virem podle naroku 16.
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