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Rekombinantni vakcina proti Mycoplasma hyopneumoniae f&ﬁl¢//)

Tato prihlaSka ndrokuje prospé&ch z pfihla8ky US Provisional
Application No. 60/066565 zaregistrované 26. listopadu 1997,

kterd je timto zallen&na jako reference.

Oblast techniky

Pfedkladany vynadlez se tyka Mycoplasma hyopneumoniae (M.

hyopneumoniae, neboli Mhyo), zejména antigenni bilkoviny Mhyo.
Obzvlast& se pak vyndlez tyka vakciny ur&ené k ochrané pfed
enzootickymi pneumoniemi, zejména enzootickymi pneumoniemi u

prasat.

Dosavadni stav techniky

Enzootick&d pneumonie u prasat, také nazyvand mykoplazmatova
pneumonie, Jje zpusobena mikroorganismem Mhyo. Jednid se o
chronické onemocné&ni nekon&ici umrtim, které postihuje prasata
v kaZdém véku. Infikovand prasata maji pouze mirné ptiznaky ve
form& kasle a horedky, ale toto onemocnéni ma vyznamny
ekonomicky dopad kvili sniZeni ulinnosti krmeni a nep¥ibyvani
na vaze. Enzootickd pneumonie je pF¥enadfena z prasete na prase
nosnimi dychacimi cestami prostfednictvim vzduchem prenaSenych
organisml vypuzenych =z plic infikovanych prasat. Primarni
infekce mikroorganismem Mhyo miZe byt nésledovana sekundarni
infekci dal8imi druhy mykoplazmat (Mycoplasma hyorhinis a
Mycoplasma flocculare) stejnd tak jako ostatnimi bakterialnimi

patogeny.

Mhyo Jje maly prokaryoticky mikrob schopny volné existence,
atkoli je Casto nachdzen ve spojeni s eukaryotickymi buiikami,
protoZe nezbytné& potrebuje exogenni steroly a mastné kyseliny.
Tyto poZadavky obecné vyZaduji rast v médiich obsahujicich
sérum. Mhyo je obklopeno bun&Cnou membranou, ale nikoli
bunélnou sténou. Genom Mhyo obsahuje p¥ibliZn& 1000000 paru
bazi.
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Fyziké&lni spojeni mykoplazmat s buné&nym povrchem hostitelské
buiiky je z&kladem pro rozvoj a perzistenci enzootické
pneumonie. Mhyo infikuje respira&ni trakt prasat, kolonizuje
tracheu, bronchy a bronchioly. Mykoplazma produkuje
ciliostaticky faktor, ktery zplsobuje zastaveni pohybu ciliarni
vystelky respira&niho traktu. Nakonec cilie degeneruji, coZ
vede u prasat ke zvySeni nachylnosti va&i sekundarninm
patogentm. U infikovanych zvirat jsou pozorovany
charakteristické léze tvorené fialovymi aZ 3Zedymi splyvajicimi
oblastmi. Prhzkum u poraZenych zvifat odhalil léze u 30-80%
prasat. Vysledky ziskané z 37 stdd v 13 statech ukazuji, Ze u
99% stad se vyskytuji prasata s pneumonickymi lézemi, které
Jsou typické pro enzootickou pneumonii. %7 tohoto duvodu jsou

nezbytna ucinné preventivni a lé&ebna opatfeni.

Antibiotika, jako Jjsou napfiklad tiamulin, trimetoprim,
tetracykliny a linkomycin fjsou do urdité miry prospésnéa, ale
jsou drahd a vyZaduji dlouhodobé podavani. Navic nebylo
prokazano, Ze antibiotika 0&inné& zabrafiuji rozii¥eni nebo
reinfekci mikroorganismem Mhyo. Prevence pomoci udrZovéni stéad
bez patogend je nékdy moZna, ale &asto dochazi k reinfekci
mikroorganismem  Mhyo. V disledku z&vaznych ekonomickych .
disledkd pneumonie prasat jsou hledany vakciny proti Mhyo,
stejné tak jako diagnostické metody, které by ukazovaly na
pfitomnost infekce. Na trh byly uvedeny vakciny obsahujici
preparaty organismd mykoplazmat, které rostou v médiich
obsahujicich sérum, av8ak jsou drahé a maji moZné neZadouci
u¢inky v disledku komponent séra pfitomnych v imunizujicim
materidlu. Ostatni pokusy pfipravy vakciny nebyly Uspédné a

toto onemocnéni zOstava Ziroce rozgiteno.

Co je =zapotrebi, je vakcina proti infekci mykoplazmaty u
prasat, kterd by mé&la ekonomicky vyznam. Také je =zapotiebi
diagnostického testu k detekci p¥itomnosti infekce prasat

mykoplazmaty u stad prasat.
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Popis vynélezu

Pfedkladdany vyndlez se tyka purifikovaného nebo izolovahéhb
proteinu Mycoplasma hyopneunoniae P102 pfipravéného
rekombinantnim nebo syntetickym zplsobem, a dale polypeptidu
nebo peptidli, které jsou &asti tohoto proteinu, a které po
podani praseti vyvolavaji tvorbu protildtek vazajicich se na
Mhyo. P¥ednostni P102 protein a polypeptidy maji
aminokyselinovou sekvenci, ktera je zobrazena na Obr. 1, nebo

obsahuji fragment této sekvence.

Vyndlez se dale tykd rekombinantnich molekul DNA, které ijsou
uZite¢né v p¥iprav& proteinu P102 a vySe zminénych polypeptidi.
Pfednostni rekombinované molekuly DNA jsou charakterizované
sekvenci DNA, kterd je vybrana ze sekvenci zobrazenych na Obr.
2, DNA sekvencemi kédujicimi aminokyselinové sekvence zobrazené
na Obrazcich 1 a 5, DNA sekvencemi, které hybridizuji
s jakoukoli z téchto DNA sekvenci a které kéduji Mhyo P102, DNA
sekvencemi  kédujicimi antigen Mhyo kédovany témito DNA
sekvencemi a DNA sekvencemi, které jsou degenerované jako
vysledek genetického kédu vyde zminé&nych DNA sekvenci, a které
kéduji antigen Mhyo. Jsou poskytnuty také expresni vektory a

hostitelské buiiky obsahujici proteiny nebo DNA sekvence.

Predkladany vyndlez také zahrnuje vakcinu ur&enou pro imunizaci
prasat pfed infekcemi zplisobenymi  Mhyo  pomoci podéani
vyprodukovanych a né&sledné& izolovanych P102 polypeptidl, nebo
pomoci podani expresnich faktoru obsahujicich DNA sekvence,
které Jjsou predmétem predkladdaného vynalezu (napt. fromou
injekci) v mnoZstvi dostatelném k vyvolani tvorby protilatek.
K testovani stadd prasat na infekci Mhyo Jje poskytnut také
diagnosticky test na bézi P102, polypeptidl, které jsou
predmétem predklédaného vyndlezu, nebo protilatek proti nim.

Dalsi vyhody a rysy pfedkléadaného vynalezu vyplynou
z nasledujiciho detailniho popisu, vyobrazeni a p¥ikladd, které

ilustruji prednostni formy vynalezu.
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Stru&ny popis Obréazkl

Na Obrazku 1 je zobrazena aminokyselinova sekvence P102.

Na Obrazku 2 je zobrazena sekvence DNA kédujici Mhyo P102.

Na Obrézku 3 je zobrazena restrik&ni mapa klonl operonu P97.

Na Obrézku 4 je zobrazena restrikéni mapa klonu P102.

Na Obrézku 5 je zobrazeno uspotréadani pfepsanych
aminokyselinovych sekvenci P102 se sekvencemi n&kolika klont.
Na Obrazku 6 jsou zobrazeny oteviené Cteci ramce (open reading
frames) kontigu P97 a proéby pouZivané k prohliZeni genomické
knihovny.

Na Obrazku 7 jsou zobrazeny vysledky hybridiza¢ni analyzy DNA
Mhyo s prébami z Obrazku 6.

Detailni popis p¥ednostnich forem vynalezu

Nyni budou detailné popsany pfednostni formy vynadlezu, které
spolu s vyobrazenimi a nasledujicimi pfiklady slouzi
k vysvétleni principl vynadlezu. Tyto formy vynadlezu Jjsou
popsany dostatelné detailng, aby ti, kdoZ jsou znali v oboru,
byli schopni vyndlez pouZit. Mohou byt pouZity i dalsi formy
vynalezu a mohou byt provedeny strukturalni a chemické zmény,
ani? by do3lo k odchyleni od principu a rozsahu ptredkladaného

vynalezu.

V této p¥ihlaSce jsou pouZity néasledujici zkratky: aa,
aminokyselina(y); Ab, protilatka(y); bp, par(y) béazi; CHEF,
uzaviené homogenni elektrické pole; H., Hamophilus; kb,
kilobaze (s) nebo 1000 bazi; Kn, kanamycin; LB, Luria-Bertoniho
médium; M., Mykoplazma; mAb, monoklonadlni Ab; ORF, otevfeny
teci ramec (open reading frame); PCR, polymerazova fetézové
reakce; R, rezistentni/rezistence; Tn, transpozén(y); i, nové
spojeni (fuze nebo inzerce). Oznaleni jedno- a t¥i- pismenového

k6du aminokyselin je uvedeno niZe v Tabulce 1.
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Tabulka 1
Ozna&eni aminokyselinového kédu
Aminokyselina | TEi-pismenovy Jedno~ Aminokyselina Tti-pismenovy Jedno-
k6d pismenovy kéd kéd pismenovy kéd
Alanin Ala A Léﬁcin Leu - L
Arginin Arg R Lysin Lys K
Asparagin Asn N Methionin Met M
Kyselina Asp D Fenylalanin Phe F
aspartova
Cystein Cys (o} Prolin Pro P
Kyselina Glu E Serin Ser S
glutamova
Glutamin Gln Q Threonin Thr T
Glycin Gly G Tryptofan Trp w
Histidin His H Tyrosin Tyx Y
Izoleucin Ile I Valin Val A

Termin “protein” pouZivany v néasledujicim popisu se tyka
mikrobidln& exprimovaného proteinu, ktery Dbyl separovan,
izolovan, nebo purifikovan z jinych bilkovin, celych baktérii a
bun&&nych substanci pomoci konvencénich prost¥edki, jako Je
preparativni chromatografie, imunologicka separace nebo
chromatografie =za pouZiti kolony s cheldtem kovia. Termin
"mutant”, Jjak Jje pouZivany v nadsledujicim popisu se tyka
aminokyselinové nebo DNA sekvence s menSimi modifikacemi nebo
konzervativnimi rozdilnostmi, které maji za nasledek

ekvivalentni funkci ve srovnani s nativnim Mhyo P102Z.

Termin “konzervativni rozdilnosti” se tyka nahrazeni
aminokyselinového rezidua jinym, biologicky podobnym reziduem,
nebo substituce nukleotidt v DNA sekvenci za uUcelem dosaZeni
stejného vysledku. Priklady konzervativnich rozdilnosti
zahrnuji substituci Jjednoho hydrofobniho rezidua, 3jako Jje
napfiklad izoleucin, valin, leucin nebo methionin za jiné, nebo
substituci jednoho polarniho rezidua za jiné, jako je napfiklad
substituce argininu za lysin, kyseliny glutamové za kyselinu

“aspartovou, nebo glutaminu za asparagin, a podobné&. Termin
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“konzervativni rozdilnosti” také zahrnuje pouZiti substituované
aminokyseliny za nesubstituovanou matefskou aminokyselinuﬂ za
predpokladu, Ze protiladtky proti substituovanému polypebtidu

také reaguji s nesubstituovanym polypeptidem.

Predkladdany vyndlez se tykd proteinu P102 z Mycoplazma
pneumoniae v izolované, purifikované a/nebo rekombinantni formé
a pouZiti tohoto proteinu ¢i jeho fragmentd jako vakciny nebo
‘diagnostického prost¥edku u prasat. Protein P102, u kterého
bylo prokdzéno, Ze zplsobuje u prasat imunologickou reakci
chranici pred virulentnimi mikroorganismy, byl izolovén,
charakterizovdn a pojmenovan vynédlezci ptredkladdajicimi tento
vynadlez. V rozsahu p¥redklddaného vyndlezu Jjsou také DNA
sekvence odpovidajici rekombinantnimu proteinu P102 a expresni
vektory a hostitelské bunky obsahujici tyto sekvence. Je také
poskytnuta vakcina obsahujici izolovany, purifikovany a/nebo
rekombinantni protein P102 nebo DNA sekvence kdédujici protein
P102 urc¢end k imunizaci prasat proti infekci zplsobené Mhyo.
Dadle je poskytnut také diagnosticky prostfedek na bazi proteinu
P102, ktery je uZitelny na testovéni stadd prasat na prfitomnost

infekce.

Jako vychozi materidl k produkci proteinu P102, ktery IJe
predmétem predkladdaného vyndlezu miZe byt pouZit jakykoli kmen
Mhyo. Vhodné kmeny Mhyo mohou byt ziskdny =z rtznych zdrojl
zahrnujicich bakteridlni banky, Jjako jsou napfiklad American
Type Culture Collection (ATCC) (Manassas, VA) a NRRL Culture
Collection (Agricultural Research Service, U.S. Department of
Agriculture, Peoria, IL). ATCC samotné nabizi Sest kmenl Mhyo
na prodej. ProtoZe infekce timto mikroorganismem je 8Siroce
rozdifena, je moZné =ziskat kmeny také izolaci =z plicnich
sekreti nebo plicni tk&né nemocnych zvifat po inokulaci do

vhodného kultivad¢niho média.

Co se tykad vyobrazeni, na Obrazku 1 je uvedena sekvence Mhyo

proteinu P102. Jak je patrno, protein P102 se sklada z 904
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aminokyselin, JejichZ rozloZeni Jje detailn& uvedeno ‘niie
v Tabulce 2. P102 nemd cystein a jeho izoelektricky bod (pI) mé
hodnotu 9,28. Protein byl oznaCen Jjako P102 kvili 'jeho
molekulové vaze 102,3 kDa. Je minéno, Ze protein P102 mlZe byt
transmembranovy protein pro pritomnost domnélych 25
aminokyseliovych transmembrénovych domén v oblasti jeho N-konce

(aa 10-34). Zbytek proteinové sekvence tvofi pravdé&podobné
jeden nebo vice o-helixll pro p¥itomnost vysokého procenta (-

64%) aminokyselin tvof¥icich o-helix.

Tabulka 2
SloZeni aminokyselin p¥epsané sekvence P102
Aminokyselina Po&et® Procento’ Aminokyselina Polet? Procento”
Nepolarni: Pol&rni:
A 45 4,98 G 33 3,65
\Y 52 5,75 S 86 9,51
L 103 11,39 T 54 5,97
I 62 6,86 c 0 0
P 28 3,10 Y 29 3,21
M 6 0,66 N 74 8,19
F 44 4,87 Q 47 5,20
W 9 1,00
Bazické
Kyselé: K 114 12,61
D 50 5,53 R 17 1,88
E 50 5,53 H 1 0,11
iCelkovy polet jednotlivych aminokyselin "Procento ka?dé aminokyseliny

Proteiny nebo polypeptidy, které jsou pfedmétem ptredkléddaného
vynadlezu maji aminokyselinovou sekvénci zobrazenou na Obréazku
1, nebo fragmenty ¢i mutanty ¥elené sekvence schopné vyvblat
protildtkovou nebo Jjinou imunitni odpovéd na podkladé reakce
s epitopem aminokyselinové sekvence uvedené na Obr. 1. Mutace
budto aminokyseliny, nebo kédujici DNA mohou byt uZitelné pfi
zlepSovani vytéZku proteind, jejich imunogenity, antigenity,
nebo kompatibility S ruznymi purifikacénimi schématy,
adjuvantnimi latkami nebo zplsoby podéni. Takové fragmenty a

mutace, syntetické nebo rekombinantni, jsou charakterizovany
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jednim nebo vice antigennimi misty nativniho Mhyo proteinu
P102. L

Proteiny nebo polypeptidy, které jsou predmétem predkladaného
vynalezu, mohou byt purifikované nebo izolované proteiny nebo
polypeptidy extrahované =z bunék Mhyo, nebo to mohou byt
rekombinantni proteiny nebo polypeptidy produkované
hostitelskymi bufikami transformovanymi DNA sekvencemi
kébdujicimi tyto rekombinantni proteiny nebo polypeptidy. Meélo
by byt samoz¥ejmé& rozuméno, Ze tyto proteiny nebo polypeptidy
mohou zahrnovat rezidua, které nemaji vztah | k Mhyo.
Rekombinantni proteiny nebo polypeptidy, které jsou predmétem
tohoto vynédlezu, mohou byt nap¥iklad fuzni proteiny obsahujici
¢ast bilkoviny odvozenou 2z expresniho faktoru nebo Jjiného
zdroje a Cast bilkoviny odvozenou =z Mhyo. Rekombinantni
polypeptidy a 3jejich fuzni proteiny mohou také obsahovat
methionin jako vychozi aminokyselinu. PoZadavkem Jje, aby
findlni polypeptidy vykazovaly antigenitu nativniho Mhyo P102

proteinu.

Rekombinantni DNA sekvence sloZend z 2712 parQ bazi a kédujici
protein P102, ktery Jje predm&tem predkléddaného vynalezu, Jje
zobrazena na Obr. 2. Vyobrazend sekvence je netemplatové vléakno
s 5° koncem nalevo a 3° koncem napravo, takZe mRNA vytvofend
z komplementadrniho templatového vlékna bude mit identickou
sekvenci se sekvenci uvedenou na Obr. 2 s vyjimkou substituce
uracilu (U) za thymin (T). PoCateéni (ATG) a stop (TAA) koddn
jsou podtrhnuty. Je zobrazeno pfibliZné 24 parQ bazi ve sméru
nahoru od polatedniho koddénu vCetné domnélé Shine Dalgarnovy
sekvence (GGAGGT) 10 pard bazi ve sméru nahoru od pocétecniho
kodénu, a 21 part bazi ve sméru dolu od stop koddénu. Sekvence
proteinu P102 se vyznamn&ji neshoduje s Zadnymi znéamymi

sekvencemi v&etnd jinych genli pro bakteridlni adheziny.

Predklédany vyndlez se také tykéd sekvence DNA kédujici protein,

ktery Jje schopny vyvolat protilatkovou nebo jinou imunitni
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odpovéd (napt¥iklad odpové&d T buné&k imunitniho systému) , které
rozpoznava epitop aminokyselinové sekvence uvedené na Obr. 1
zahrnujici mén& neZ celou DNA sekvenci a jeji mutanty.‘ DNA
sekvence, kterd je pfedm&tem p¥edkléddaného vynédlezu, miZe tudiz
kédovat proteiny nebo polypeptidy, které jsou celymi antigeny,
jejich fragmenty ¢&i derivaty, nebo fiznimi produkty téchto

antigent, jejich fragmentd ¢i derivatl s jinym proteinem.

Jsou poskytnuty také rekombinantni molekuly DNA, které Jjsou
uZitedné ptri p¥ipravé vyse zminénych proteinl a polypeptidd.
P¥ednostni rekombinantni molekuly DNA jsou charakterizovany
sekvenci DNA vybranou ze sekvence uvedené na Obr. 2,
klonovanych nebo expresnich vektord obsahujicich sekvenci
kédujici rekombinantni protein nebo polypeptid, které jsou
pfedmétem predkladaného vynélezu, Jjak Je popséano vy3e, DNA
sekvence, které hybridizuji s jakoukoli z téchto DNA sekvenci a
které koduji Mhyo protein P102, DNA sekvence, které kéduji
antigen Mhyo kédovany jakoukoli z vySe zminénych DNA sekvenci,
a DNA sekvence, které Jjsou degenerované Jjako vysledek
genetického kédu vySe zminénych DNA sekvenci a které koéduji

antigen Mhyo.

Prislugné DNA sekvence mohou byt =zallenény do Jjakéhokoli
7z %irokého mnoZstvi expresnich vektorl za pomoci celé Fady
postupt, obecné prostfednictvim pfisludného mista pro
restrikéni endonukledzu. Vhodné vektory =zahrnuji nap¥iklad
vektory tvorené segmenty chromozomalnich, nechromozomédlnich a
syntetickych sekvenci DNA, jako jsou ruzné zndmé derivaty SV40,
znamé  bakteridlni  plazmidy, napfiklad plazmid =z E.colil
zahrnujici col E1, pCR1l, pBR322, pMBY a jejich derivaty, velké
mnoZstvi plazmidd hostitelskych bunék, napriklad RP4, DNA fagu,
napriklad ruzné derivaty fagu A, nap¥. NM 989 a dalsi DNA fagy,
jako jsou napfiklad M13 nebo filamentézni Jjednovlédknové DNA
fagy, plazmidy kvasinek, jako je napfiklad 2u plazmid nebo jeho
derivaty, virova DNA, jako je napfiklad baculovirus, vaccinia,

adenovirus, virus drUbeZiho moru nebo pseudovztekliny, a
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vektory odvozené =z kombinace plazmidfi a DNA fagt, jakogﬁsou
napfiklad plazmidy, které byly modifikovéany, aby mohla’bet

pouZita DNA fagl, nebo dalZi kontrolni sekvence exprese.

V kaZdém specifické vehikulu pro klonovani &i expresi mohou byt
zvolena r0znd mista pro vloZeni DNA sekvenci, které jsou
pfedmétem tohoto vyndlezu. Tato mista jsou obvykle uréena
restrikéni endonukledzou, kterd Ije rozstépi. Existuji r@zné
metody pro vkladani sekvenci DNA do té&chto mist, tak aby
vytvofily rekombinantni molékuly DNA. Tyto metody =zahrnuji
napriklad dG-dC nebo daA-dT tailing, primou ligaci, pouZiti
syntetickych vazebnych 1latek, exonukledzy a s polymerdzou
spraZenych reakci opravujicich DNA nésledovanych ligaci, nebo
roz8ifeni DNA vlakna pomoci DNA polymerdzy a p¥isludného
jednovldknového templatu, které je nésledovédno ligaci. Je
samozfejmé, Ze vehikulum pfo expresi nebo klonovani, které e
uZitetné v tomto vyndlezu nemusi mit k inzerci zvoleného
fragmentu DNA misto pro restriké&ni endonuledzu, a také Ze tato

inzerce se mlZe provést alternativnimi prost¥edky.

Pro expresi sekvenci DNA, které jsou pfedmé&tem tohoto vynalezu,
jsou tyto sekvence DNA operativné spojeny ve vektoru pro
expresi s jednim nebo vice kontrolnimi sekvencemi pro expresi.
Toto operativni spojeni, které miZe byt provedeno pfed nebo po
vlioZeni zvolené sekvence DNA do vehikula pro klonovani,
umozfiuje kontrolnim sekvencim pro expresi kontrolovat a

podporovat expresi vloZené sekvence DNA.

Za uCelem exprese sekvenci DNA, které jsou pfredmétem tohoto
vynalezu, mlZe byt v t&chto vektorech pouZita cela Fada
kontrolnich sekvenci pro expresi. Jednid se o sekvence, které
kontroluji expresi sekvenci DNA, kdy? jsou k nim operativné
navazany. Tyto kontrolni sekvence pro expresi zahrnuji
napfiklad ¢asné a pozdni promotory SV 40, systémy lac a trp,
systém TAC nebo TRC, hlavni operdtorové a promoterové oblasti

fagu A, kontrolni oblasti fd obalujiciho proteinu, promoter 3-
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fosfoglycerat kinadzy nebo jinych glykolytickych enzym,
promotery kyselé fosfatdzy, nap¥. Pho5, promotery a-spojenych
faktorit a dalsi sekvence, o kterych je znamo, 3Ze kontroluji
expresi genl v prokaryotickych nebo eukaryotickych buifikdch nebo

jejich virech, a jejich ritizné kombinace.

Expresni vektor také =zahrnuje nekédujici sekvence wvazebného
mista pro ribozém pro iniciaci translace a zahrnuje také
termindtor transkripce. Vektor miZe také zahrnovat pfislusné
sekvence pro amplifikaci exprese. V sav&ich buiikach je navic
mozné amplifikovat expresni jednotky spojenim genu s genem pro
dehydrofoléat reduktéazu a pouzZit selekci hostitelskych

ovaridlnich bun&k &inského kredka.

Vektor nebo expresni vehikulum a obzvlasté& mista zvolena pro
inzerci vybraného fragmentu DNA a expresni kontrolni sekvence
pouZité v tomto vyndlezu jsou ureny celou Fadou faktort, nap?.
poCtem mist vnimavych k specifickému restrik&nimu enzymu,
velikosti proteinu, ktery ma& byt exprimovén, charakteristikami
exprese, jako jsou napfiklad mista po&ate&nich a stop koddénlt ve
vztahu k sekvencim vektoru, a daldimi faktory, které mohu byt
rozpoznany témi, kdoZ jsou znali oboru. Volba vektoru, expresni
kontrolni sekvence a mista inzerce je ur&ena rovnovahou t&chto
faktorll, priCemZ ne v3echny moZnosti jsou stejnd udinné pro

dany pfipad.

V pfednostni formé& tohoto vyndlezu mohou byt pouZity razné
klony vCetné téch, které uvedeny na Obrézcich 3 a?¥ 5. Na Obr. 3
Je uvedena restrikéni mapa ruznych prekryvajicich se klonu
operonu P97, které zahrnuji geny pro Mhyo proteiny P97 a P102.
Tyto klony byly ziskadny hybridizaci DNA s klonovanym fragmentem
z pIsMllél. Je uvedena poloha strukturalniho genu pro protein
P97, smér Jjeho transkripce (Zipka) a oblast DNA sekvend&ni
analyzy (tmavy sloupec). Mista jsou uvedena Vv kilobazich.

Restrik&ni enzymy jsou uvedeny v nédsledujicich zkratkach: A,
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Accl; B, BamHI; Bg, BGLII; C, Clal; E, EcoRI; EV, ECoRV; H,
HindIII; Hn, HincII; N, NciI, Sall.

Na Obr. 4 je uvedena restrik&ni mapa P102 pribuznych klonu,
které Jjsou predm&tem predkladaného vynadlezu. Fyzickd mapa
kontigu P97 s hranicemi gentl pro proteiny P97 a P102 je uvedena
Jako reference a smér transkripce je zleva doprava. Homologie
mezi sekvencemi DNA klonli pISM1232-34 a pISM2166 a sekvenci
operonu P97 jsou uvedeny jakobstinované nebo Srafované oblasti.
Svétle Sedad barva ukazuje na vysokou (vice neZ 95%) homologii
s proteinem P102, &ernd barva ukazuje na ni#$i (ménd nes 75%)
homologii s proteinem P102, tmavé Sedad barva ukazuje na nulovou
homologii s proteinem P97 a &rafované oblasti ukazuji oblasti,
kde nebyly dostupné informace o sekvenci DNA. Je uvedena poloha
plazmidd pISM1165, pISM1168, pISM1169, pISM1170, a pISM1174 ve
vztahu k pISM1232 a pISM1233. Pro ka¥dy klon nebo skupinu klont
jsou uvedeny restrikéni vzory a velikost je uvedena

v kilobéazich.

Usporadani prepsanych aminokyselinovych sekvenci P102 klonu
pISM2166, pIsSM1232, pISM1233 a pISM1234 s nativnim proteinem
P102 Jje wuvedeno na Obr. 5. Uspotadant aminokyselinovych
sekvenci proteinu P102 bylo provedeno za pouZiti softwaru
Clustal W alignment in MaxVector™, verze 6.0.1 (Oxford
Molecular Group. Campbell, CA). Ohranidené oblasti ukazuji na
totoZnost a podobnost sekvenci. PISM1232/3 ukazuje usporadani
pISM1232 a 1233. Sekvence pISM1232 jsou uvedeny na za&atku
uspofadani a sekvence pISM1233 Jsou uvedeny na konci

uspofadéani.

Rekombinantni molekula DNA obsahujici poZadovany gen operativné
spojeny s expresni kontrolni sekvenci miZe byt poté pouZita
k transformaci velkého mnoZstvi p¥isludnych hostitelskych bun&k
za UCelem exprese genu nebo jeho fragmentu v takové hostitelské
(transformované) bufice a tvorby polypeptidu nebo jeho &&asti,
které jsou kédovadny hybridni DNA. Rekombinantni molekula DNA
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miZe byt pouZita k transformaci hostitelské bunky tak, aby
replikujici hostitelska bufika produkovala navic rekombinantni

molekuly DNA jako zdroj genl Mhyo nebo jeho fragmentu.

Pro produkci antigenli a sekvenci DNA, které jsou predmdtem
tohoto vynalezu je uZiteCnd cela fada hostitelskych bundk. Tyto
hostitelské buiky zahrnuji naptiklad baktérie, jako jsou napt.
E. coli, Bacillus a Streptomyces, plisn& jako nap#iklad
kvasinky a Zivo&isné nebo rostlinné bufiky v tkatiové kultufe.
Vybér p¥isludné hostitelské bunky pro kterékoli z té&chto
pouiiti je kontrolovadn velkym mnoZstvim faktorti. Ty =zahrnuji
napfiklad kompatibilitu se zvolenym vektorem, toxicitu ko-
produktd, snadnost ziskani poZadovaného polypeptidu, expresni
charakteristiky, bio-bezpe&nost a cenu. Z té&chto faktord jako
takovych se nelze absolutné rozhodnout pro hostitelskou bufiku
pro specifickou rekombinantni molekulu DNA nebo polypeptid.
Misto toho musi byt brano v uvahu, Ze ne v3echny hostitelské
buriky mohou byt stejné ulinné pro expresi specifické

rekombinantni molekuly DNA.

Je také samozfejmé, Ze sekvence DNA, které jsou vloZeny do
vybranych mist klonujiciho nebo expresniho vehikula, mohou
obsahovat nukleotidy, které nejsou ¢&asti skute&ného genu
kédujiciho poZadovany polypeptid nebo mohou =zahrnovat pouze
fragment celého genu pro tento protein. Je pouze poZadovano,
aby pEi pouZiti jakékoli sekvence DNA produkovala
transformovanéd butika polypeptid majici antigenicitu nativniho

proteinu P102,

Sekvence DNA, které Jjsou predmétem p¥edklddaného vynélezu,
mohou byt napfiklad fuzovény ve stejném Ctecim réamci (reading
frame) v expresnim vektoru tohoto vynadlezu s &&sti sekvence DNA
kédujici alespori jeden eukaryoticky nebo prokaryoticky nosidovy
protein, nebo se sekvenci DNA kédujici alespoili jednu
eukaryotickou nebo prokaryotickou signdlni sekvenci, nebo

s jejich kombinacemi. Takové konstrukce mohou pomoci v expresi
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poZadované sekvence DNA, mohou zlep8it purifikaci nebo umdénit
sekreci, a mohou pfednostné zlepdit maturaci poZadoVagého
polypeptidu v hostitelské burice. Sekvence DNA ,ﬁohou
alternativné obsahovat ATG podate&ni kodbébn, a to samotnYihébo
spolu s dalsimi koddény fuzovanymi p¥imo se sekvenci  kédujici
prvni aminokyselinu poZadovaného polypeptidu. Tyto konstrukce
umoZnuji nap¥iklad konstrukci methionyl nebo jiného peptidyl
polypeptidu, ktery je soulasti tohoto vynalezu. Tento N-
termindlni methionin nebo peptid mtZe byt poté oditépen intra-
nebo extra- celuldrné& za pomoci celé Yady znémych procesii, nebo
mhZe byt takovy nebo jiny fuzni polypeptid pouZit v preparatech

a metodach, které jsou prfedmé&tem tohoto vynalezu.

PrisluSnd sekvence DNA p¥itomnd ve vektoru po zacClenéni do
hostitelské buiiky mlZe exprimovat pouze &ast kéddovaného
proteinu, jehoZ velikost je v8ak dostatedna k vyvolani
protilatkové nebo jiné imunitni odpovédi vzniklé na podkladé
rozpoznani epitopu aminokyselinové sekvence uvedené na Obr. 1.
Napriklad pri pouZiti E. coli jako hostitelského organismu Tje
koddén UGA stop koddénem, takZe exprimovany protein miZe byt
pouze fragmentem antigenu kédovanym ve vektoru a =z tohoto
divodu Jje preferovano, aby vSechny koddény UGA v pfisludné
sekvenci DNA byly zkonvertovadny na koddény neukoncéujici
replikaci. Jinym zplusobem, jak obejit tento problém
v hostitelské buifice, kterd rozpoznadvad kodén UGA jako stop
kodén, je zaClenit dalsi sekvenci DNA, kteréa kéduije
v transformovaném organismu t-RNA pfepisujici koddén UGA do

proteinu kédujiciho sekvenci jako tryptofan.

Exprimovany  protein hostitelskou bunkou transformovanou
vektorem miZe byt izolovan za pomoci metod zndmych v oboru a
tento protein miZe byt pouZit ve vakcin& k ochran& nehumdnnich
ZivoCicht, jako jsou napfiklad prasata, hovdzi dobytek atd.,
pfed enzootickou pneumonii zplsobenou Mhyo. Protein je pouZit
v mnoZstvi, které je 0&inné k zajisténi ochrany p¥fed

enzootickou. pneumonii zplsobenou Mhyo a miZe byt pouZit
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v kombinaci s vhodnym fyziologicky pfrijatelnym nosicem, jak je

popsano detailnéji niZe.

V pfednostni formé tohoto vynédlezu byla klonovéna sekvence genu
.pro P102 v expresnim vektoru pTrcHis Xpress, ktery je dostupny

od spolecnosti Invitrogen Corp. (Carlsbad, CA). Hostitelskd E.
coli byla transformovéna vektorem a protein P102 produkovan ve
vysokych koncentracich. Vektor pTrcHis Xpress produkoval fuzni
protein obsahujici protein P102 fdzovany s kratkym vedoucim
peptidem s Sesti histidinovymi rezidui v tandemu. Buiiky byly
poté lyzovédny a protein P102 byl purifikovan chromatograficky
nanesenim hrubého bunééného lyzatu na kolonu s cheladtem kovi,

jako je naptiklad kolona ProBond (Invitrogen, Carlsbad, CA).

Rekombinantni proteiny a polypeptidy, které Jjsou predmétem
pfedkladdaného vynalezu, mohou byt také pouZity jako antigeny
pro diagnostické 1ucely k urceni, zdali biologicky material
obsahuje antigeny Mhyo, nebo protilatky proti témto antigentm.
Toto stanoveni na pfitomnost Mhyo infekce se typicky sklada
z inkubace biologického vzorku obsahujiciho protiléatku, ktery
pochédzi od zvirete, u kterého je podezfeni na pritomnost Mhyo
infekce. P¥itomnost této infekce je detekovana pomoci zna&eného
rekombinantniho proteinu, ktery Jje predmétem predklédaného
vyndlezu, a detekci vazby protildtky k tomuto znacenému

proteinu.

Z tohoto dtvodu mohou byt v tomto aspektu vynalezu
rekombinantni proteiny navazadny na pevnou fé4zi, nap¥. na
mikrotitraéni destidku, na které je moZno imobilizovat buiky,
bun&dné Castice nebo rozpustné proteiny. Pevnd faze mlZe byt
poté promyta vhodnymi pufry s nédslednou aplikaci wvzorku
obsahujiciho protilatku. Pevnad faze miZe byt poté podruhé
promyta pufrem k odstrané&ni nenavadzané protiladtky. Poté Je
pfidédn znaleny rekombinantni protein a pevnad féaze je promyta

potfeti k odstranéni nenavadzaného znaleného antigenu. MnoZstvi
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navazané znacené latky na Ye&enou pevnou fazi maZe byt poté

detekovédno konvenénim zplisobemn.

“"Pevnou fazi” Je min&na jakakoli pevna féaze schopna vazat
antigen nebo protilatky, Dobfe znamé pevné faze, neboli nosice,
zahrnuji sklo, polystyren, polypropylen, polyetylen, dextran,
nylon, amylézy, p¥irozené a modifikované celuldzy (obzvlasté
nitrocelulézy), polyakrylamidy, agardzu a magnetit. Nosid mtZe
byt pro uUCely pfedkléddaného vynalezu budto do urdité miry
rozpustny nebo nerozpustny. Materidl pevné faze mide mit
skutecn& jakoukoli strukturdlni konfiguraci do té miry, aby
tato pevna faze byla schopnd véazat antigen nebo protilatku.
Z tohoto divodu miZe byt konfigurace pevné faze sféricka, jako
je tomu u kulicek, nebo cylindricka, jako je tomu u vnit#niho
povrchu zkumavky nebo vnéjSiho povrchu ty&inky. Povrch miZe byt
také plochy Jjako napfiklad ve form& tabulky, testovaciho
prouZku atd. Prednostni pevné faze zahrnuji polystyrenové

kulicky.

Jeden =ze zplsobl detekovatelného oznadeni Mhyo specifické
protilatky je navazani této protilatky k enzymu a pouZiti této
protilatky v enzymové imuncanalyze (EIA), nebo vV enzymové
vazané imunosorpéni analyze (ELISA). Je-li tento enzym pozd&ji
exponovan svému substratu, reaguje s nim takovym zpasobem, Ze
dochazi k uvolnéni  chemické sloudeniny, kterd mlZe Dbyt
detekovéna napfiklad spektrofotometricky, fluorometricky nebo
vizudln&. Enzymy, které mohou byt pouZity k detekovatelnémnu
oznaceni Mhyo specifické protildtky zahrnuji, ale nejsou vsak
pouze omezeny na kfenovou peroxiddzu, maldt dehydrogenéazu,
stafylokokovou nukledzu, delta V steroid izomerazu, kvasinkovou
alkohol dehydrogenézu, alfa glycerolfosfat dehydrogenézu,
trioza fosfat izomerdzu, alkalickou fosfatdzu, aspariginézu,
glukdéza oxidazu, Dbeta-galaktozidézu, ribonukledzu, ureéazu,
katalazu, glukéza-6-fosfadt dehydrogendzu, glukoa/nylazu a

acetylcholinesterézu.
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Vliastni detekce mlZe Dbyt provedena pomoci celé  fady
imunoanalyz. Nap¥iklad radioaktivnim ozna&enim rekombinantniho
proteinu je mozZné detekovat vazbu protilatky  pomoci
radiimunoanalyzy (RIA). Radioaktivni izotop miZe byt detekovan
za pomoci gama pocCitae nebo scintilaéniho poclitade,  nebo
autoradiograficky. Izotopy, které jsou obzvla3té uZite&né pro
UCely p¥edkléddaného vynalezu, zahrnuji °H, '?°1, '*'1, %5 a ¢,

prednostné& pak '*°I.

Je také moZné oznaCit rekombinantni protein fluorescencéni
slouc¢eninou. Pokud je fluoroscenéné oznaleny protein exponovan

~

svétlu o vhodné vlnové délce, miZe byt Jjeho pFitomnost

detekovana v dliisledku fluorescence. Mezi nejbéinéjsi
fluorescencni slouCeniny uZivané k oznacovani patti
fluorescein, izothiocyanat, rhodanin, phycoerytherin,

phycocyanin, allophycocyanin, o-ftaldehyd a fluorescamin.
Protein miZe byt také detekovatelné& oznaen za pouZiti kova
emitujicich fluorescenci, jako jsou napfiklad '*’Eu, nebo jiné
lanthanidy. Tyto kovy mohou byt pfipojeny k proteinu za pouZiti
skupin véazajicich kovy, -jako Jje dietylentriaminopentaoctova

kyselina (DTPA) nebo etylendiaminotetraoctovéd kyselina (EDTA).

Protein mlZe byt také detekovatelné& oznaen navazanim
k chemiluminiscenc¢ni nebo bioluminiscencni sloueniné.
Pritomnost chemiluminiscen¢né& oznaCeného proteinu je poté
urcena detekci pfitomnosti luminiscence, kterd vznikd v prubéhu
chemické reakce. Bioluminiscence 3je typ chemiluminiscence,
ktera se vyskytuje v biologickych systémech, v kterych
katalyticky protein =zvySuje ucinnost chemilumiscencni reakce.
Prikladem obzvlasté wuZiteCnych chemilumiscenc¢nich sloulenin
pouZivanych k oznacCovani jsou luminol, izoluminol, theromaticky
akridiniovy ester, imidazol, akridiniova sil a oxaldtovy ester.
DileZitymi bioluminiscenénimi 1latkami pro ucely oznalovéani

slouC¢enin jsou luciferin, luciferdza a aequorin.
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Detekce oznacené slouceniny mbZe byt provedena napfiklad
scintilaé¢nim pocitacden, pokud Jje detekovatelna oznadena
slouCenina gama za&fi¢em, nebo nap¥iklad fluorometricky, ﬁokud
je detekovatelnad oznalend sloudenina fluorescendénim materidlem.
V p¥ipadé enzymoveé zna¢ky mlZe byt detekce provedena
kolorimetrickymi metodami, které pouZivaji substrat pro enzym.
Detekce miZe byt také provedena vizudnim srovnanim enzymatické
reakce substratu ve srovnéani s podobné pfipravenymi

standardami.

Detekce mist s detekovatelné oznaCenymi protidtkami sv&d&i pro
onemocnéni nebo dysfunk&ni stav a miZe byt pouZita k mé&Feni
Mhyo ve vzorku. Absence téchto protildtek nebo jiné imunitni
odpovédi sv&d€i o tom, Ze Zivolich nebyl ani o&kovan ani
infikovan. Pro ucely p¥edkladdaného vyndlezu miZe byt baktérie,
ktera je detekovana v tomto stanoveni, p¥itomna v biologickém
vzorku. MuZe byt pouZit jakykoli vzorek, ktery ji obsahuje,
ovSsem jedna z vyhod predklddaného diagnostického vynalezu je,
Ze nevyZaduje invazivni odstranéni tké&né&. 7 tohoto divodu je
pfednostnim vzorkem biologicky roztok, jako je napfiklad nosni
kré&ni nebo plicni sekret, oviem vyndlez neni omezen pouze na

stanoveni v téchto vzorcich.

Detekce in situ miZe byt provedena v histologickém vzorku
ZivoCicha s pouZitim znacenych protidtek, které jsou predmétem
predklédaného vynalezu. Protiléatka (nebo fragment) Jje
pfednostné zajidténa aplikaci nebo pfenesenim znacené
protilatky (nebo fragmentu) k biologickému vzorku. Pomoci
tohoto postupu je moZné urcit nejen pouze p¥itomnost Mhyo, ale
také distribuci tohoto mikroorganismu ve vySetfované tkéni. Za
pouZiti pfedkladaného vynalezu pochopi bézZné zkuSeni
pracovnici, Ze jakédkoli z velkého mnoZstvi histologickych metod
(jako jsou naptfiklad barvici metody) miZe byt modifikovéna za

UCelem této in situ detekce.
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Alternativné miZe byt testovan tekuty vzorek na pritomnost genu
pro Mhyo protein P102 reakci s rekombinantni nebo syntetickou
sekvenci DNA obsaZenou VvV sekvenci uvedené na Obr. 2, ‘nebo
s jakoukoli sekvenci RNA ekvivalentni k ¥elené DNA sekvenci.
Nepfitomnost genu ukazuje na to, Ze Zivoclich nebyl ani oclkovéan
ani infikovan. Test zahrnuje zpusoby syntézy, amplifikaci nebo
hybridizaci = sekvenci nukleové kyseliny, které Jsou znamé

v oboru.

Predkladany vynalez se také tyka vakciny tvorené
rekombinantnimi proteiny a polypeptidy, které Jjsou predmétem
pfedkléddaného vynédlezu, nebo sekvenci DNA kédujicich tyto
proteiny a polypeptidy. Tato wvakcina je urCena imunizaci nebo
ochrané& nehumannich Zivoc¢ich@, prednostné prasat, pfed infekci
Mhyo, zejména pak pfed enzootickou pneumonii. Termin “"chrénici”
nebo “ochrana” v kontextu vakciny pro enzootickou pneumonii,
kterd Jje zde popisovéna, znamend, Ze vakcina =zabranuje
enzootické pneumonii zplsobené Mhyo a/nebo sniZuje zavaZnost

onemocnéni.

Vakcina zaloZend na sekvencich DNA, které Jsou pFfedmétem
pfedkladaného vynalezu, mohou byt pfipraveny odstran&nim kodént
UGA a vloZenim vhodné sekvence do vhodného vektoru. Vakcina
miZe byt poté poddna za pomoci vhodnych metod, jako 3jsou
napfiklad bombardovani césticemi, mikroinjikace, elektroporace,
transfekce kalcium fosfatem, lipozomdlni a virovad transfekce.
DNA vakciny a zpusoby jejich podadni jsou zn&mé v oboru, a jsou
popséany v patentech US Patent Cisla 5836905, 589466 a 5580859,

které jsou timto zacllenény jako reference.

Vakcina je pouZivédna ve spojeni s nosicem, kterym miZe byt
jakykoli z celé ¥rady nosi&l. Reprezentativni nosice zahrnuji
sterilni vodu, salinicky roztok, pufrované roztok, mineralni
olej, ledek, syntetické polymery atd. Ke zlepSeni rozpustnosti
a disperze v roztoku mohou byt pouZity také dalsi latky. Vybér

vhodného noside z&visi na zpusobu podani vakciny. Vakcina je
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obecné& pouZivédna u nehumannich Zivoclichli, kte¥i Jjsou vnimavi

k enzootické pneumonii a obzvlasté se pouzivad u prasat.

Vakcina mlZe byt pouZivéna jakymkoli vhodnym zplhsobem, jako je
naptfiklad intramuskuldrni, subkuténni, intraperitoned&lni nebo
intravendézni injekce. Alternativné mize byt wvakcina podéna
intranazalné& nebo perorédlné&, jako napt¥iklad smisenim aktivnich
sloZek s potravou nebo s vodou, pripravenim tabletové formy,
atd. Zpisoby jako Jjsou naptiklad Dbombardovéni  c¢éastic,
mikroinjikace, elektroporace,  transfekce kalcium fosfétem,
lipozomalni a virovd transfekce jsou obzvla3té vhodné pro
podéni vakciny na bé&zi DNA sekvence. Dal5i zpuUsoby podani budou
zFejmé osobam znalym oboru, rozsah vyndlezu vSak neni omezen na
specifickou transportni  formu. Vakcina midZe také spolu
s antigenem (antigeny) nebo vySe popsanymi fragmenty obsahovat
aktivni sloZzky nebo adjuvantni latky (napt. Freundovo

nekompletni adjuvans).

Adjuvantni 1latky mohou byt pouZity ke =zvySeni imunogenity
antigenu. Mechanismus, jak adjuvantni l&tky funguji, neni zcela
poznan. O nékterych se véfi, Ze zvy3uji imunitni odpoveéd
pomalym uvolfiovanim antigenu zatimco Jjiné adjuvantni létky
pracuji pravdé&podobné synergisticky. Mezi adjuvantnimi l&tkami,
které mohou byt pouZity patfi olejové a vodni emulze, kompletni
Freundovo adjuvans, nekompletni Freundovo adjuvans,
Corynebacterium parvum, Hemophilus, Mycobacterium butyricum,
hydroxid hlinity, dextran sulfat, oxid Zeleza, alginat sodny,
Bacto-Adjuvans, urlité syntetické polymery, jako jsou napfiklad
polyaminokyseliny a ko-polymery aminokyselin, saponin, iota
carrageenan, Regressin™, Avridine™, Mannite  monooleéat,

parafinovy olej a muramyl dipeptid.

Aplikace p¥edklddaného vyndlezu na specificky problém  nebo
prostfedi je ve schopnostech osob bé&Zn& zkuSenych v oboru.
Priklady produktil a postupl pfedkladdaného vyndlezu jsou uvedeny

v nésledujicich p¥ikladech.
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P¥iklady provedeni vyndlezu
P¥rikald 1

Konstrukce knihovny a prohliZeni

Genomick& knihovna Mhyo chromozomalni DNA byla zkonstruovéna

s Tsp5091 natravené chromozomdlni DNA klonované do EcoRI A ZAP
I1I, Jjak bylo popsano d¥ive v publikaci autortt Minion, F.C.,
VanDyk, C. a Smiley, B.K., "Use of an Escherichia coli enhanced
opal suppressor strain to screen a Mycoplasma hyopneumoniae
library”, 131 FEMS Microbiol. Letters 81-85 (1995), ktera Jje
timto zaldlen&na jako reference. Knihovna byla vypracovana za
pou?iti kmene E.coli LE392 za pouZiti technik popsanych
v publikaci autora Hanahan, D., “Studies on transformation of
Escherichia coli with plasmids™, 166 J. Mol. Biol. 557-80
(1983), prohliZena byla pomoci DNA hybridizace za pouZiti
metody popsané v publikaci autort Sambrook, J., Fritsch, E.F.,
a Maniatis, T. Molecular cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989) a za
pomoci antisér prasat uzdravujicich se z infekce Mhyo, Jjak je

popsano v praci autorl Minion et al.

Na Obr. 6 jsou uvedeny oteviené <&teci rémce (open reading
frames) kontigu P97 a préby pouZivané k prohliZeni genomické
knihovny. R&me&ky oznaduji ORF s jejich oznaCenim uvedenym
nife. Stinované ramedky ukazuji transkripci zleva doprava, bilé
ramedky ukazuji transkripci zprava doleva. Préby 1-4 pouZzité
pro hybridiza&ni analyzu a prdéba 5 pouZitéd pro prohliZeni
genomické knihovny jsou'uvedeny pod obrazkem. Hybridizace byla
provaddna pfes noc pfi teplot& 65° s *P radioznalenymi prébami.
Jedna hybridiza&ni préba byl 3,3 kb klonovany fragment
z pISM1161 obsahujici N-terminus proteinu P97 stejné& tak Jjako
dale pokradujici sekvence uvedené na Obr. 3. Druha préba, préba
5 byl klonovany 400 bp fragment DNA unistény ve strukturdlnim

genu pro protein P102, jak je uvedeno na Obr. 6.
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Knihovna byla také prohliZena za pomoci sér praSat
uzdravujicich se 2z infekce Mhyo, 3jak bylo popséano d%ive
Minionem et al. Séra uzdravujicich se. prasat byla ziskana
nasledujicim zplsobem. Inokulum bylo vytvo¥eno vyjmutim plic
prasat infikovanych Mhyo, Jjejich homogenizaci a =zamrazenim
alikvét. Poté byly alikvéty inokula na¥edény 1:10 steryl-
fosfatovym pufrem a 10 ml roztoku bylo instilovéano
intratrachedlné prasattm. Krev byla odebirédna za uUlelem ziskani
séra po 28 dnech, nebo po 56-73 dnech. Plazmidy obsahujici
klonované Mhyo chromozomdlni DNA fragmenty byly excidovany in
vivo z odpovidajiciho purifikovaného rekombinantniho A ZAP 1II
faga za pomoci ExAssist™ pomocného féga (Stratagene, La Jolla,
CA) a za&lenény do E.coli SOLR™ (el4- (mcrA)delta (mcrCB-hsdSMR-
mr®)171 sbcC recB rec) uvrC umuC::Tn5(Kn®) lac gyr A96 relAl

rhi-1 endAl AR(F'proAB lacl’M15)Su) podle navodu vyrobce
(Stratagene, La Jolla, CA).

Priklad 2

Sekvenace DNA a sekvenacni analyza

Sekvenace DNA za pomoci Tnl000 byla provedena na plazmidech
pISM1210, pISM1217 a pISM2166, jak Jje popsano v publikaci
autort Strathmann, M., Hamilton, B.A., Mayeda, C.A.,Asimon,
M.I., Meyerowitz, E.M. . a Palazzolo, M.J., "Transposon-
facilitatetd DNA sequencing”, 88 Proc. Natl Acad Sci USA 1247-
1250 (1991). Spojeni kmend E. coli DPWC(F') a BW26 (Kn®f) bylo
provedeno podle Strathmanna et al. VloZené sekvence byly
zmapovany pomoci restrikénich enzymld Sall, EcoRV, a BamHI a
série vloZenych sekvenci Tnl000 byla zvolena pro sekvenacni
reakce Jjako templdtovd DNA na zakladé Jejich umisténi a
uZitednosti p¥idat DNA informaci do okoli sekvence proteinu
P97. Sekvenace DNA byla provedena podle Strathmanna et al. Za
pomoci T7 a T3 vektor specifickych primerovych mist a Tnl000
koncové specifickych primertt 186 (5" -ATATAAACAACGAATTATCTCC-37)
a 188 (5"-TAAGTTATACCATAAACG-3") v cyklicky sekvenalnich
reakcich. V3echny sekvence byly ziskdny pomoci automatického

fluorescen&niho DNA sekvendtoru Model 373A (Perkin-Elmer Aplied
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Biosystems, Inc., Foster City, CA). Translace byla provedena
pomoci mykoplazmatické transla&ni tabulky. Hledani homologie
mezi DNA a pfepsanou proteinovou sekvenci bylo provedeno pémoci
analyz BLASTN a BLASTP. '

Priklad 3

Hybridiza&ni analyza

Hybridizacni analyza byla provedena na chromozomdlni .DNA Mhyo
natrdvené enzymy HindIII, HincII, EcoRV, EcoRI a BglII.
Natridvené fragmenty DNA byly separovédny na 0,7% agardzovych
gelech a pfeblotovany na nylonovou membranu. V analyze bylo
pouZito nékolik P97 operon specifickych préb (viz Obréazky 3 a
6), v&etnd 758-bp EcoRV-HindIII fragmentu prbteinu P97
ziskaného z pISM1213 (prdéba 1), dale PCR produkt obsahujici R1
opakujici se oblast proteinu P97, ktera obsahuje hlavni
antigenni a cilium vazajici epitopy (préba 2), dale NciI-HincII

{(préba 3) a fragmenty HincII-Kpnl (prdba 4) z pISM2139.

V PCR reakéni smési obsahujici 2 mM MgCl,, 25 pmol kaZdého
primeru, 1-50 ng templatové DNA, 1,25 Jjednotek Tag DNA
polymerdzy v 50 ul 1X reakéniho pufru od vyrobce byly
k vytvofeni proéby 2 pouZity primery TH120 (5" -
AAGGTAAAAGAGAAGAAGTAG) a TH121 (5 -TTGTAAGTGAAAAGCCCAGTAT). PCR
podminky byly néasledujici: DNA Dbyla denaturovana pri teploté
94°C po dobu 5 minut s néaslednymi 35 cykly (94°C denaturace po
dobu 1 minuty, ochlazeni na 58°C na dobu 1,5 minuty, poté 72°C

po dobu 1 minuty) a kone&né& 5 minut p¥i 72°C.

Na Obréazku 7 jsou uvedeny vysledky hybridiza¢ni analyzy DNA
Mhyo s prébami z Obr. 6. KaZdy panel reprezentuje hybridizaci
s jednou prdébou, jak je uvedeno na hornim panelu. Pro prdéby 1 a
2 byla chromozom&lni DNA natravena enzymem BglII. Restriké&nimi
enzymy pouZitymi k natrédveni chromozomdlni DNA byly pro proby 3
a 4 HindIII (stopa 1), Hinc II (stopa 2), EcoRV (stopa 3),
EcoRI (stopa 4) a BglII (stopa 5). Stopa 6 obsahovala 6 ng

kontrolni plazmidové DNA natravené enzymy pouZivanymi k izolaci
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préby. Autoradiogramy byly hodnoceny za pouZiti wvysokol&inné
CCD kamery Cohu model 4900 (Cohu Inc., San Diego, CA) a
pocitace Macintosh IIci vybaveného videodeskou Scion
Corporation (Frederick, MD). Velikost kaZdého bandu byla urcena
za pouZiti softwaru GelReader (NCSA, Urbana-Champaign, IL) a
velikosti Jjsou wuvadény v kb. Soubory TIFF byly upraveny a
usporddény v programu Adobe Photoshop a oznaceny v programu
Aldus FreeHand (Adobe Systems Inc., San Jose, CA).

Priklad 4

Klonovani a analyza kopii genu pro protein P102

Dal3%i klony P102 byly ziskény klonovanim purifikovanych 3,8,
4,2 a 4,8 kb EcoRI fragmentd Mhyo chromozomdlni  DNA
7z agarb6zového gelu do EcoRI natrdveného pBluescriptu II pSK
(Stratagene, La Jolla, CA). Rekombinantni klony byly poté
blotovany na pritomnost P102 specifickych klond za pouZiti
proby 3 (zobrazené na Obr. 6). Tyto vysledné plazmidy byly
mapovany restrikénimi enzymy a konce klonovanych fragmentl byly
sekvenovany. Sekvenadéni primer (5°-GCGGCTGCTAAACTAAGACTA) byl
pouZit k ziskani dals$i informace o sekvenci 3° konce pISM1232 a
pISM1234, ktery byl ptifazen k k sekvenci P97. Dalsi klon
pISM2166, ktery byl ziskan prohliZenim genomické knihovny
s antiséry prasat, kterd prodélala infekci, byl kompletné&
sekvenovan a bylo zjisténo, Ze vykazuje vyznamnou homologii
k P102.

Ptiklad 5

Identifikace a charakterizace strukturdlniho genu P102

V3echny d¥Fivéjsi rekombinantni klony obsahujici P97 sekvence
byly identifikovany =za pouZiti monoklonalni protilatky FI1B6,
jak je popséno v publikaci autort Hsu, T., Artiushin, S. a
Minion, F.C., “Cloning and analysis of P97, a respiratory
cilium adhesin gene of Mycoplasma hyopneumoniae”, 179 J.
Bacteriol. 1317-23 (1997). Za ucCelem =ziskédni dalSich klonl
obsahujicich strukturalni gen P97 a jeho obklopujici sekvence

jsme hybridizaci prohliZeli genomickou knihovnu =za pouZiti
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prbéby, kterd obsahovala 5° konec a sekvence ve sméru nahoru od
kodénu startujiciho translaci. ProhliZenim knihovny pomoci:sér
prasat, kterd prodélala infekci Mhyo, byl =ziskéan dalsi klon
s P102 sekvencemi. Vysledné klony Dbyly podrobeny DNA

sekvenadnim a hybridizadnim analyzam.

ProhliZeni genomické knihovny za pomoci 3,3-kb fragmentu
z pISM1161 wvedlo k identifikaci klond pISM1210, pISM1212,
pISM1214 a pIsM1217, jak je uvedeno na Obr. 3. Tyto plazmidy,
reprezentované dvémi nejvéféimi plazmidy pISM1210 a pISM 1217
prekryvaly l16-kb oblast (oznacenou jako P97 contig)
odpovidajici oblastem genu P97 ve smé&ru nahoru a doll po vlakné
DNA. Mezi identifikovanymi klony pomoci préby 5 byly pISM1165,
pISM1168-pISM1170 a pISM1174 (Obr. 4).

Celkové bylo ziskéno 9374 bp sekvence DNA, vcCetné sekvence pro
P97. Na Obr. 2 je uvedena sekvence p¥ibliZné& 2750 bp, ktera
zahrnuje gen P102., Kompletni sekvence operonu P97 Dbyla
publikovana df¥ivéji v préci autord Hsu, T., a Minion, F.C.,
"Molecular analysis of the P97 cilium adhesin operon of
Mycoplasma hyopneumoniae”™, 214 Gene 13-23 (1998), a Hsu et al
(P¥istupové &. U50901). Pomoci pocitaCové analyzy bylo v této
9374-bp sekvenci identifikovéno celkem 8est ORF (Obr. 6). P97
byl prvnim genem 2z dvou-genového operonu, oznaceného jako
operon P97 a vyobrazeného na Obrézcich 4 a 6. Dva geny Jjsou
odd&leny 20 bp, které zahrnuji domnélou Shine Dlagarnovu
sekvenci (GGAGGT 10 bp ve sméru nahoru od ATG startovaci koddnu
druhého ORF. Tento ORF obsahoval 2712 bp s kdédovaci kapacitou
pro protein o velikosti 102,3 kDa. Tento protein byl oznacen

jako P102, m&l vypolitané pI 9,28 a postraddal Cys (viz Tabulka

2 vyse).

Protein byl - vysoce hydrofilni s domnélou transmembranovou
doménou Vv oblasti svého N-konce o velikost 25 aminokyselin
(aminokyseliny 10-34). Hleddni v databdzi neodhalilo Vanamnou

homologii mezi P102 a jakoukoli ze znédmych sekvenci, vcCetné




26 .

jinych gend pro bakteridlni adheziny. Odhad struktury 3?102
ukazuje na vysoky stupeil a~helicity s nésledujici hydrofobni

transmembridnovou sekvenci (ddaje nejsou uvedeny) .

K ové&f¥eni hypotézy, Ze v chromozdému Mhyo byly pf¥itomny i dalsi
kopie P102, byly klonovdny a analyzovany dal8i - EcoRI
chromozomalni fragmenty rozpoznadvané P102 specifickymi prdébami.
Pomoci restrikénich enzyml byly‘zmapovény plazmidy pISM1232-
pISM1234 reprezentujici 3,8-, 4,2- a 4,8-kb fragmenty. Caste&na
sekvenace koncl 3,8 a 4,2 kb klonovanych fragmentli naznacila,
Ze tyto dva klony pochédzeiji 2z rtiznych chromozomélnich oblasti
pavodni P102 kopie. PFritrazeni klonovanych fragmentd k P97
kontigu je uvedeno na Obr. 4. DNA sekvence 3° konce pISM1232 a
5 pISM1233 odpovidala P102 sekvenci a sekvenci leZici mezi P97
a P102, ale homologie rychle kon¢ila na 3° konci sekvence genu
P97 (Obr. 4). 5° konec pISM1232 nevykazoval Z&dnou homologii
s genem P97 a ani s Zaddnou Jjinou znadmou sekvenci. 3 konec
pISM1233 Dbyl homologni na proteinové Urovni s heat-shock
proteinem ClpB z Corynebacterium glutamicum (62% identita a 84%
podobnost v 98- aminokyselinové oblasti mezi aminokyselinami
158 a 256 sekvence C. glutamicum). Ve sméru vy3e od sekvence
clpB byl lokalizovdn Mhyo gen tpi pro triosafosfat izomerédzu
(Ptistupové ¢&. L33478). Z genomické knihovny byla ziskdna za
pomoci 400-bp préby odvozené ze sekvence P102 série
prekryvajicich se klont (pISM1165, pISM1168-pISM1170 a
pISM1174) s podobnymi restrik&nimi mapami jako u pISM1232 a
pISM1233. Uspotradani téchto klonl k pISM1232 a pISM1233 je
uvedeno na Obr. 4. Z téchto klont nebyla =ziskdna Zadné
sekvencéni informace, av3ak restrikéni mapy ukazuji, Ze tyto
klony pochézeji ze stejné chromozomdlni oblasti jako pISM1232 a
pISM1233.

DNA sekvencni informace ziskana z plazmidu pISM1234
obsahujiciho 4,8-kb hybridizujici fragment prokazala kratké
useky DNA homologie s P102 roztrouSenymi mezi nehomolognimi
oblastmi. Byly identifikovany dva uUseky o velikosti 130 bp 82%
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homologie s P102) a 177 bp (95% homologie s P102), jak Jje
zobrazeno na Obr. 5, ktery vysvétluje jeho slabou reakci P102
specifickou prébou 3. ProtoZe klony pISM1232-pISM1234 nebyly
kompletné& sekvenovany, je moZné, Ze v klonovanych fragmentech
jsou p¥itomny i 3jiné homologni uUseky s P102, které nebyly

identifikovéany.

Klon pISM2166 predstavuje témé&¥ kompletni homologni kopii P102.
- Sekvence o velikosti 1624-bp vykazuje divergenci pouze
v oblasti 144-330 bp (48-110 aminokyselin), Jjak je vidét na
Obréazcich 4 a 5. Restrik&ni mapa P102 Jje téméfr kompletné
identickad se sekvenci operonu P97, s vyjimkou absence mist Sall
a Accl (Obr. 4). Sall je vzacny sestfihdvajici enzym v Mhyo,
takZe ztrata tohoto mista v kopii P102 Jje vyznamna. Podle
naSeho zavéru reprezentuje pISM2166 druhou kopii P102. Plazmidy
pISM1232 a pISM1233 vykazuji také dobrou shodu s P102 (Obr. 5),
ale jejich restrik&ni mapy a sekvence ve sméru nahoru od
pISM1232 ukazuji, Ze tyto fragmenty jsou odvozeny z tretiho
chromozomdlniho mista. Plazmidy pISM1232 a pISM1233 pochézeji
pravdépodobné& ze stejného chromozomdlniho mista, protoZe klony
pISM1165, pISM1168-pISM1170 a pISM1174 prekryvaji oblast
s identickymi restriénimi mapami. Plazmid pISM1234 ma pouze dva
kratké duseky, které Jjsou homologni s P102, a které byly
rozpoznany nadi omezenou sekvenéni analyzou. AvSak je jasné, Ze

tento fragment je odvozen z jiné chromozomdlni oblasti.

Priklad 6

PouZ?iti proteinu 102 pro detekci pritomnosti infekce zplsobené

Mycoplazma hyopneumoniae u prasat (prospektivni pfiklad)

Polypeptidy majici antigenicitu Mycoplazma hyopnaumoniae, a
které jsou predm&tem tohoto vyndlezu, mohou byt pouZity .
v metoddch a kitech navrZenych k detekci pfitomnosti infekce
zpiisobené Mycoplazma hyopneumoniae u stad prasat, a které jsou
schopné rozpoznat prase ve stadé, které bylo infikovano timto

virem za u&elem umoZné&ni &asné vakcinace stéda pfed infekci.
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Pro tyto ucely mohou byt nap¥iklad pouZity v RIA nebo ELISA
stanovenich antigeny produkované hostitelskymi bufikami
transformovanymi rekombinantnimi molekulami DNA, které 'jsou
pfedmétem tohoto nédoru, nebo mohou byt pouZity protilatky
proti témto antigenlim. V jednom typu radioimunoanalyzy je‘
protilatka proti Jjednomu nebo vice antigenli, které Jjsou
pfedmétem tohoto vyndlezu, vytvofena v laboratornim zviteti
(napf. v kralikovi), a pfipojena k pevné féazi, napfiklad
k vnit¥nimu povrchu zkumavky. Antigen Jje poté p¥idadn ke

zkumavce tak, aby se vazal s protiléatkou.

Vzorek praseCiho séra, odebrany 1 z kaZdych 10 aZ 20 prasat ze
stdda, spolu se znamym mnoZstvim protildtky proti antigenu
ozna&ené radioaktivnim izotopem, jako je naptiklad radioaktivni
jod, Je priddan do zkumavky potaZené komplexem antigen-
protiladtka. Jak&koli protilédtka proti antigenu (marker Mhyo
infekce) v prasecim séru bude kompetovat s oznacenou
protildtkou o volnd vazebnd mista na komplexu antigen-
protilatka. Jakmile dojde k reakci séra, je odstranén nadbytek
tekutiny, zkumavka je promyta a Jje zmé¥eno  mnoZstvi
radicaktivity. Pozitivni vysledek, tj., Ze testované praseci
sérum  obsahuje Mhyo protilétku, je indikovano nizkou
radioaktivitou. V jednom typu ELISA testu je mikrotitradni
destidka potaZena Jjednim nebo vice antigeny, které Jjsou
pfedmétem tohoto vyndlezu, a do této desticky je pfidan vzorek
praseliho séra, opét od 1 z kaZdych 10 aZ 20 prasat ve stadu.
Po inkubaci umoZfiujici interakci protilatky p¥itomné v séru
s antigenem, Jje destiCka promyta a jsou pridény protilétky
proti antigenu ziskané od laboratorniho zvirete a navazané
k enzymové znalce. DestiCka je inkubovéna, aby doSlo k reakci a
destidka je poté znovu promyta. Poté Jje k mikrotitradni
destidce p¥idadn enzymovy substradt a desticka je inkubovéna po
dobu nezbytnou k umoZnéni reakce mezi enzymem a substréatem.
Poté 1je zm&fena absorbance findlniho preparédtu. Velkd zména

absorbance zna&i pozitivni vysledek, tj., Ze testované prasecli
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sérum obsahuje protildtky proti Mhyo a prase tedy ~bylo

infikovédno touto bakterii.

Priklad 7
PouZiti antigenlt a sekvenci, které Jjsou predmd&tem tohoto
vynalezu, ve vakcinach proti infekcim zplsobenym Mykoplazma

hyopneumoniae (Prospektivni p¥iklad)

Pfi pripravé vakcin urcenych k podani prasatlm, které jsou
pfedmétem predklddaného vyndlezu, mohou byt pouZity standardni
metody znédmé v oboru. Nejlep$i polypeptid mlZe byt nap¥iklad
rozpudtén v sterilnim salinickém roztoku. Pro dlouhodobé
skladovani miZe byt polypeptid lyofilizovadn a poté kratce pred
podénim rekonstituovdn sterilnim salinickym roztokem. Pfred
lyofilizaci mohou byt pfidadny konzerva&ni 1latky a dalsi
standardni aditiva, jako jsou napfiklad latky zvy3ujici objem,
napf¥. glycin nebo chlorid sodny. S vakcinou mhZe byt také

podana kompatibilni adjuvantni léatka.

Vakcina, kterd je ve shodé s timto vyndlezem, miZe byt také
pfipravena =za pouZiti protildtek proti polypeptidim tohoto
vyndlezu ziskanych od laboratornich zvifat, jako jsou nap¥iklad
krdlici. Tato pasivni vakcina mlZe byt poté podéna prasatim
k ochrané p¥ed infekci Mhyo. K zadlenéni sekvenci do zvitecich
bunék za uUlelem exprese antigenu in vivo mlZe byt také pouZita

pfim& inkorporace sekvenci P102 DNA do hostitelskych buné&k.

VyS8e uvedeny popis, vyobrazeni a p¥iklady jsou pouze ilustraci
pfrednostnich forem vynédlezu, které ukazuji na predmét, rysy a
vyhody pfredkléddaného vynédlezu. Neni zamySleno, aby Dbyl
pfedkladdany vyndlez omezen na popsané formy vyndlezu. Jakdkoli
modifikace p¥fedkladaného vynalezu, kterd je ve shodé s duchem a
v rozsahu nésledujicich patentovych narokti, by mé&la byt

povaZovéna za soulést pfedkladaného vynélezu.
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PATENTOVE NAROKY

Narokovany jako nové a poZadovany, aby byly chranény paténtem

Spojenych statd jsou nasledujici patentové naroky:

1. Protein obsahujici alespoii <¢ast aminokyselinové sekvence
P102, 3jak Jje uvedena na Obrazku 1, a majici antigenicitu

proteinu P102 nativniho M. hyopneumoniae.

2. Protein definovany v patentovém ndaroku 1, v kterém Feleny

protein obsahuje celou aminokyselinovou sekvenci ‘proteinu
P102, jak je uvedena na Obréazku 1.

3. DNA kédujici protein definovany v patentovém naroku 1; kde
feCené& DNA je rekombinantni nebo synteticka DNA.

4. DNA definovand v patentovém ndroku 3, kde Felend DNA e
operativné pfipojena k alespoﬁ> jedné kontrolni sekvenci
kompatibilni s vhodnou bakteridlni hostitelskou buiikou.

5. Bakteridlni Thostitelskd bufika transfomovand pomoci DNA
definované v patentovém naroku 3, kterd Jje operativné
pfipojena k alesponl jedné kontrolni sekvenci kompatibilni
s feCenou bakterialni hostitelskou buiikou, kde Fecena
bakteridlni hostitelskd builka je schopnd exprimovat protein
kébdovany felenou DNA v detekovatelném mnoZstvi.

6. Vakcina urcena k ochrané vnimavého ZivocCicha pfed
enzootickou pneumonii zplsobenou M. hyopneumoniae a
obsahujici.imunogenni protein majici antigenicitu nativniho
proteinu P102 a dale vhodny nosi& pro feceny imunogenni
protein.

7. Vakcina definovand v patentovém naroku 6, kde feleny
imunogenni protein mé& aminokyselinovou sekvenci zobrazenou na
Obrézku 1.

8. Vakcina definovand v patentovém néroku 6, kde Yeleny

- imunogenni protein je kédovadn sekvenci DNA zobrazenou na
Obrazku 2.

9, Vakcina definovand v patentovém naroku 6, kde fecleny

imunogenni protein m& aminokyselinovou sekvenci obsahujici

alespoii Cast aminokyselinové sekvence zobrazené na Obrézku 1.
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10. Vakcina definovand v patentovém naroku 6, kde £feceny
imunogenni protein je kédovan sekvenci DNA obsahujici alespoti
Cast sekvence DNA zobrazené na Obréazku 2. '

11. Vakcina definovand v patentovém naroku 6, kde feclenym
zviretem je prase.

12. DNA urCend pro expresi polypeptidového produktu majiciho

. antigenicitu p¥irozené se vyskytujiciho P102 v prokaryotické
a eukaryotické hostitelské burice.

13. DNA definovand v patentovém naroku 12, kde felend DNA je.
vybrana ze skupiny tvorené DNA z Obréazkl 2, 3,
komplementdrnim Feté&zcem DNA z Obrazku 2 a komplementdrnimi

~Yetézci DNA z Obréazku 3.

14. DNA definovand v patentovém néaroku 12, kde FeCend DNA je
hybridizovdna s DNA vybranou ze skupiny tvofené DNA z Obrazkl
2, 3, komplementarnim fetézcem DNA z Obréazku 2 a
komplementdrnimi ¥eté&zci DNA z Obréazku 3.

15. Zpusob ochrany zvitfat p¥ed enzootickou pneumonii zplsobenou
M. hyopneumoniae, kterd zahrnuje podani vakciny obsahujici
aktivni sloZku zviFeti, kterdZto aktivni sloZka je vybrand ze
skupiny tvofené proteinem vyvolavajicim tvorbu protiléatek,
které rozpoznadvaji antigen P102 M hyopneumoniae, a dale DNA
kédujici polypeptid vyvolavajici tvorbu protilatek, které
rozpoznavaji antigen P102 M hyopneumoniae; ¥relenéd vakcina

s Fecenou aktivni sloZkou je podavéna v mnoZstvi uc&inném pro

ochranu pted enzootickou pneumonii zplisobenou M.
hyopneumoniae.

16. Zplsob definovany v patentovém naroku 15, kde FecCeny
protein je protein P102 M.hyopneumoniae.

17. Zplsob definovany v patentovém naroku 16, kde £feleny

protein P102 M.hyopneumoniae je rekombinantniho plivodu.

18. Zplsob definovany v patentovém naroku 16, kde Feleny
protein P102 M.hyopneumoniae je kédovan DNA sekvenci uvedenou
na Obréazku 2.

19. Zplsob definovany v patentovém na&roku 16, kde £feleny

"protein P102 M.hyopneumoniae je kédovan DNA sekvenci, ktera
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ko6bduje alespoii C&st proteinu majici aminokyselinovou sekﬁéﬁci
uvedenou na Obrazku 1. :

20. Zplsob definovany v patentovém néaroku 15, kde #e&ena " DNA
obsahuje alesponn Cast sekvence DNA uvedené na Obrazku 2. f

21. Zplsob detekce pritomnosti protilatek proti proteinu P102
v testovaném vzorku zahrnujici zajisténi testovaného vzorku,
ktery je podezrely, Ze obsahuje protildtky P102, dale pfidani
mnoZstvi proteinu P102 nebo jeho antigenniho fragmentu
k testovanému vzorku, pricemZ toto mnoZstvi je dostatecne,
aby do&lo k vytvoreni detekovatelné hladiny enzymové aktivity
pomoci protilétek proti proteinu P102 v testovaném vzorku, a
kone&n& zahrnujici provedeni stanoveni proteinu za uCelem
detekce ptitomnosti protiléatek proti proteinu P102
v testovaném vzorku.

22. Diagnosticky kit urceny k detekci pritomnosti protilatek
proti proteinu P102 v testovaném vzorku, ktery obsahuje nosic
s alespofi jednou nadobkou, kde Ffelend alespoil jedna nadobka

obsahuje znadeny antigen pl02.
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ATAAAACCCGGAGGTATTTATCCTATGAAGTTAGCAAAATTACTTAAAAAACCTTTTTGATT

AATAACAACAATTGCCGGAATTAGTCTTAGTTTATCAGCCGCTGTTGGTACAGTTGTCGGAA
TTAATTCTTATAATAAATCATATTATTCTTATCTAAATCAGATCCCGAGTCAGCTAAAAGTA
GCAAAAAATGCTAAAATTAGTCAGGAAAAATTTGATTCAATTGTTTTAAATCTTAAAATTAA
AGATAATTTTAAAAAATGATCGGCAAAAACAGTTTTAACTGCTGCCAAAAGTGATCTTTATC -
GTTATAATCTTGTTTCTGCTTTTGATTTAAGTGAACTAATAAACAATGATTATTTAGTAAGT
TTTGATCTTGAAAATGCAGTAGTTGATCAAAATTCAATTAAAAATGTTGTTATTTATGCAAA
ATCTGATAAGGATCAAATAACTTATTCAAAACAAATTGTACTTAAAGGCTTTGGAAATACAG
AACAAGCTAGAACTAATTTTGATTTTAGTCAAATTGATTCAAGCAAGTCTTTTGTTGATCTT
TCAAGAGCAAATCTAACTTTGATGGAATTCCAAATTTTGCTTGCCCAAAATTTTGAAAATGA
AAGAGGAAGTAATTGATTTTCACGACTTGAAAGAGCTTTGGTTGCATCAAMGCGAGTCTTT
CACTTTATAATTCCTTAGGAGAACCCGTATTTTTAGGCCCAGATTATCAATTAGACCCAGTT
TTGGACCGAAAAAAATTATTAACTTTGTTAAATAAAGATGGAAAATTAGTTCTTGGACTTAA
TTTAGTGCAAATTTCAACTAAAAAAACTATGAATTTAAATCTTGAAGTTCGCGGCGCGATTT
CAAATCAGGAAATTTCTAAAATTCTAAAATCCTGACTTGAAACAAATCTTCAAGGCAAATTA
AAAACCAAAGATGATTTGCAAATGGCACTAGTAAAAGATAAAATTAGCCTCTCTGATTATTG
ATATGGATCTCCGAATTCAAAAGTAAATACATCCCAAATTTTAACAAAAAGTAAAGAATTTA
AAGATCTTTTTGATTTAAGTGAGACAAATTTTTTTCTTAATACCAAAMATCGGAACTGTCTAT
TTAAGTATTATTCCCAAACTTTTAGATCCAAGTCAGATTTCTGTTGTTGATAAGAAAAAACT
AGTTGAAAATCAAAAAATTCGCTTTGAAATTACTGCTTCTTTAAAACGAARAGCTATTGATA
AAAAATTTATCATCCAGGATCTTCCAGTTTTTGTTGATCTAAAAGTTGATTTTAATAAATAC
CAAGCCGCTGTTGCCCAAATGTTTGGAACGATAAAAGCAGTTAAAGAATTTTCAATGCCTGA
AGATCAAGATGCAAAAACTTTATCCTCAAATGAAATAAAACAGCGAGTTGATCGACTTTTTG
AACTAGCAAAAACAGTGACTAATT TGGAAAATCCAAGTGAAGAAGTTCTTAAMAGCATTTAT
TTATTAAATACGGGAAAATATTTAGTCGACCAAGACCAGGAAAAAGTAAAACAAGAGCTAAA
AACCGTGATTGAGGGCTTARAATCAAAGGCAAATACTCAAAAAACAGAAAAAAATAGCCCCA
CACAACCGAAAAAACCAGAGGTTTCACTAGCTAAAACAACAGAAAATTCAGCAAAAACAGTC
AAGGTAAGCACTTTTGCAGAAGAAGCTAAGGGTCAAAGTCAAAGTCAGCARACACAACCAGT
TTCCACTTCATCGCCTCAAACTAGTCAAAATTCACTTCCTAATTCCACAAGCAGCTCAAATT
CTGTATTAGAAAATGAAAAATTTGGGACAAGCATTTGAACAGCTTTTAATTTCGCTAATATT
TATAATCTTGAAAATACAAAAAGCGAATATGAGATCTCAACTTTAGGAAATAAGCTATTTTY
TGATTTTAAATTAGTTGATAAAACTAATCAAAATCTAATTTTGGCTCAGTCCAAAATTAGTC
TTAATAATATTATTAATTCTAATAAATCTGCCTATGATATAATTAAGAATTCAATCCCGAT
GTGTTTTTAGATGGAACAATTAATTATCAAAATCAAGGAAAAGATAAAAAAGAATTTATCCT
AAAAGATTTAAGTGATAATAAATTAATATTTAAATCAGAAGATGCAATTCAAACTGATCAAG
GTTTAGAGCTAAAGAAACCTTTGAATTACAGTCAAMATCGTCTAATCCAGAAAAAGAAATA
TCAACTTCTTTATATACCGGAGCAATTTATTTAGTTTTTGATGCAAAAAATATTTCCGATGG
TAATTGGATTAATCTTTTAGCCGATAGAAAAGGAAAAGGGCTTGTAATTAAAGTTCAAAATT
CAAATAATAATGTACCTAAAACCAAAGAPATTGTTGAGAATGGTACCTATTTATATGAAATT
CTTGCTGGCAAGGATTCGATTAAGGTAAATTCTTATTTTTTTCCAACAAGTACCCAAMACG
TGTAAAACGTCTTAAATTCGAGATTAACCCTAAAGACACCTTGCCAAATTTCTTTACTTTAG
AATGATTTCATCTTGATTGGTATCAAATCGGCCCAGGCGAACAAAATAAAAAACCACAACAA
AACGCTAAAAAAGAACCTACAATTATATTAAAACGCTGGCAATATTTAATGATAAATCATT
TGCAGAGAAAGGAAGTTTAACAAAAAGAAGTGAATTAATTAACGGGTTGATTAGAAACTATG
TTAAAAAGTAACGATCAAATTTTTGTTAAAAA

Obr.2
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