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Chiméricky Zivy, infekéni, oslabeny virus, lé¢ivo pro prevenci nebo 1¢ébu flavivirovych
infekei s jeho obsahem a molekula nukleové kyseliny jej kodujici

Oblast techniky
Predkladany vynales se vztahuje K infekénim. oslabenym virim. keeré jsou pouziteIné jako vakcei-

ny proti onemocnénim zplsobovanym flaviviry.

Dosavadni stav techniky

Nekolik ¢leni patiicich do éclede flaviviri v sougasnosti jsou hrozbou nebo potenciaing mohou
byt ohrozenim globalniho obecného zdravi. Napiiklad Japonskd encetalitida je zavaznym obee-
nym zdravotnim problémem. ktery predstavuje nebezpedi pro miliony jednotlived na Dalekém
Vychodé. Virus horecky Dengue, ktery je kazdoroéné celosvétové odhadovén jako pricina
100 milioni pfipadit primdrni horeky Dengue a vice nez 450 000 pripadi hemoragické horecky
Dengue. byl vyhodnocen jako jedna z nejvyznamnéjsich arthropodprenosnyeh lidskyeh chorob.
Dalsi flaviviry pokracuji ve zpiisobovani endemickych chorob u riznych Zivogichi a maji poten-
cidl vniknout i do novyeh oblasti. jakymi jsou pticiny zmén klimatu. vektor populaci a vysledky
naruseni zivotmiho prostiedi zplsobované lidskou ¢innosti. Tyto flaviviry zahruji napiikiad
St. Louis encefaliticky virus, kterv zpiisobuje sporadickou, ale vaznou akutni chorobu na stiedo-
zapadc, jihovychode a zapadé Spojenych stati americkych: Zapadonilsky virus, kiery zpiisobuje
hore¢natd onemocnéni, prilezitostné komplikovana akutni encefalitidou a je vyznamné rozsiten
v Africe, na Stiednim Vychodé, v diivéjsim Sovétském svazu a nékterveh Gastech Evropy: Mur-
ray Valley enccfaliticky virus, ktery zpisobuje endemické onemocnéni nervového systému
v Australit a KliStovy encefaliticky virus. ktery je rozsifen v byvalém Sovétském svazu
a vychodni Evropé, kde jeho klistovy nosi¢ je bézny a je odpovédny za vaznou formu encefaliti-
dy v téchto regionech.

Virus hepatitidy C (HCV) je dal$im ¢lenem Seledé faviviri, jehoz organizace genomu a replikad-
ni strategic jsou podobné, ale nikoliv identické tém virdm, kieré jsou zminény vyse. HCV virus,
ktery je pfendsen hlavné mimo stievni expozici, je spojen s chronickou hepatitidou. kiera se mize
vyvinout do cirhoze jater a hepatocelulimiho karcinomu a je vedouei pricinou jaternich onemoc-
neni. ktera vyzaduji orthatopickou transplantaci ve Spojenych statech americkyeh,

Celed Flaviviridae je odlisnd od alfavird (napi.: WEE. VEL, LLL, STV atd) a v soucasnosti
zahrnuge (fi rody: flaviviry, pestiviry a viry hepatitidy C. Zeela zral¢ viriony flaviviri obsahuji tfi
strukturni proteiny, obalky (). kapsidy (C) a membrany (M) a sedm nestrukiurnich proteing
(NST. NS2ZA, NS2B, NS3. NS4A, NS4B a NS35). Nezralé viriony nalézaji v bunééném obsahu
infikovanych bunék pre-membranovy (prM) protein, ktery je prekurzorem membranového pro-
temu M.

Po navazani virioni na receptory hostitelské buiky, E protein prochdzi nevratnou konformaéni
zménou pod vlivem kyselého pH endozomii, coz zplisobuje fiizi mezi dvojvrstevnou obélkou
virionii a endocytickymi vacky. a tudiz dochazi k vypusténi viralniho genomu do cytosolu hosti-
telske buiiky. Viry klistové encefalitidy (TBE). kieré obsahuji prM protein, jsou neschopné flze,
€07 znamend, ¢ proteolytickd dprava prM proteinu je nezbytnd pro vytvoreni viriond. kferé jsou
schopné fize a jsou to zcela infekéni viriony (Guirakhoo ef af., J. Gen. Virol, 72 (pt. 2):333 az
338, 1991). Pozd&jsim pouzitim chloridu amonného ve virovém replika¢nim cyklu byly produko-
vany Murray Valley encefalitické viry (MVE). které obsahovaly prM protein, a kicré byly
neschopné fiize. Za pouziti peptidi specificke sekvence a monoklonalnich protilatek bylo demaon-
strovano, ze prM protein interaguje s aminokyselinami 200 az 327 E proteinu. Talo interakce Ie
nezbytna proto, aby ochranila E protein pied nevratnymi konformacnimi zménami 7pisobovany-
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mi maturaci virion v kyselych méchyfcich exacytické cesty (Guirakhoo er al., Virology 191:921
az 931, 1992).

Stépeni prM proteinu na M protein se objevuje krtce pred vypusténim viriond. provadi ho
celulami protedza podobna furinu (Stadler ef ol., J. Virol. 71:8475 a7 8481, 1997) a je nezbytné
pro aktivaci hemoaglutinaéni aktivity, fusogeni aktivity a infekénosti viriond. M protein je vy§té-
pen e svého prekurzoru v souhlasné sekvenci R—-X-R/K-R (X je variabilni) a je zaé¢lenén do
virové lipidové obalky spole¢né s I proteinem.

Stépici sekvence byly konzervativai ne pouze u flavivird, ale také u proteint ostatnich neptibuz-
nych virt takovy, jako jsou PE2 mysich koronavir. PE2 aifaviri. HA chiipkovych viri a p160
retrovir. Stépeni prekurzového proteinu je hlavni pro virovou infektivitu. ale ne pro vyivoreni
virové Castice. Bylo prokazano, ze v piipade TBE-dengue 4 chiméry. zména v 3tépicim misié
prM proteinu vede ke snizeni neurovirulence této chiméry (Pletnev er ol J. Virol. 67:4936 az.
4963, 1993). co7 je v souladu s predchozim pozorovanim, ze dostatecna iprava prM proteinu je
nezbytna pro plnou infekénost (Guirakhoo er al. 1991, vyie, 1992, vvse: lleinz et of., Virolo-
gy 198:109 az 117, 1994). Protilatky proti prM proteinu mohou zprostredkovat ochranou imuni-
tu. zjevn¢ 2z divodu neutralizace vypusténych viriond, kter¢ obsahuji néjaky nenadtépeny prm
protetn. Proteolytické Stépici misto v PE2 u VEE (4 aminokyseliny) byvlo deletovano cilenou
mutagenezi infek&niho Klonu {Smith er o/, ASTMH meeting, December 7-11, 1997). Delecni
mutanty s¢ replikovaly s velkou O¢innosti a PE2 proteiny byly za¢lefiovany do castic. Tento
mutant byl odzkousen na nehumannich primatech a vykazoval 100% scrokonzervaci a ochrano-
val viechny imunizované opice pred smrtelnymi zménami.

Podstata vynalezu

Predkladany vynilez charakterizuje chimérické, Zive, infekéni. oslabené viry tak. 7e je kazdy
tvofen takto:

a)  prvni virus Zlut¢ horecky (napt.: kmen 17D). ktery piedstavuje Zivou, oslabenou virovou
vakeinu, v Kkteré je nukleotidova sekvence pro prM E protein bud' delctovana. okledténa. nebo
zmutovana tak, ze funkeni prM-IE protein prvniho flaviviru neni exprimovan, a

b) nukleotidova sekvence kadujici viralni obalku {prM-E proteini) druhého, odlisného flavivi-
ru. je integrovana do genomu prvniho flaviviru, takze prtM-T protein druhého flaviviru je expri-
movan z pozménéného genomu prvniho flaviviru, piicemz jsou signalni sckvence v C/prM
a E/NST spojenich udrzovany v konstrukei zmingného chimérickém Maviviru,

Chiméricky virus je tudiz tvofen geny a genovymi produkty odpovédnymi za intracclutarni
replikaci pattici prvnimu [aviviru a geny a genovymi produkty obalky drubého flaviviru. Protoze
viralni obalka obsahuje vSechny antigenni determinanty odpovédné za indukei neutralizujicich
protilatek, vysledkem infekee chimérickym virem je. Ze tyto protilatky jsou produkovany pouze
proti druhému flaviviru.

Upfednostiiovanym 7ivym virem pro pouziti jako prvni flavivirus v chimérickych virech podle
predkladancho vyndlezu je virus 7lute horecky. Nejméné jedna vakeina jiz pouzila tento zivy.
oslabeny virus; tato vakeina je znama jako YF 17D a byla pouzita pro imunizaci lidi pred vice ne?
50 lety. Vakcina YFI7D je popsana viadé publikaci, véené publikaci Smithburna er af.
{Yellow Fever Vaccination™, World Health Oreg.. p- 238, 1956) a Freestona (i Plotkin 7 al..
(Eds.). Vaccines, 2™ cdition. W.B. Saunders, Philadelphia, 1995). Kromé teho byl virus 7luté
hore¢ky studovian na genetické drovni (Rice et wl., Science 229:726 a7 733, 1985) a informace
vztahujici se ke genotypu a fenotypu byly ziskany (Marchevsky ef al. Am. J. Trop. Med.
Hyg. 52:75 az 80, 1995).
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Upfednostiiované viry pro pouziti jako druhy flavivirus v chimérickych virech podic predklada-
nc¢ho vynalezu a tudiz zdroje imuniza¢niho antigenu zahrnuji virus japonské encefalitidy (JE).
virus horecky Dengue (DEN. napt.: jakykoliv 2 Dengue typa | a7 4), Murray Valley encefalitic-
ky virus (MVE). St. Louis encefaliticky virus (SLE), Zapadonilsky virus (WN). virus klisCové
encefalitidy (TBE) a viry hepatitidy C (HCV). Dalsi flaviviry pouzitelné jako druhy flavivirus
zahruji Kunjin virus. stfedoevropsky encefaliticky virus, rusky jaro-letni encefaliticky virus.
Powassan virus, Kyasanur Forest Discase virus a virus omshé hemoragické horeeky. V upfed-
nosthovaném chimérickém viru podle predkladaného vynalezu je sckvence kodujici prM-E
protein druhého flaviviru zaménéna za sekvenci kodujici prM-E protein 7ivého viru zluté horec-
ky. V upfednostiiovaném chimérickém viru je sekvence kodujici prM-E protein odvozena od
oslabeneho viroveho kmene takového, jako je vakeinovy kmen. Také jak je popsano dale nize.
prM cCast proteinu mize obsahovat mutaci. kterd, zabraiiuje $tépeni. kieré umozivje vytvoreni
zralcho membranového proteinu.

V predkladaném vyndlezu jsou také zahrnuty metody zabrafujici nebo lé¢ici flavivirovou infekei
u saveil takovyeh, jako je ¢lovék. podavanim chimérického flaviviru infekee saveim: pouziti
chimerickyeh flavivirt podle pfedkiadancho vynalezu pii pripravé medikamentii pro zabranovani
nebo 1¢chu flavivirové infekee: a zpusoby pripravy chimérickyeh flavivira podle predkladancho
vynalezu.

Predkladany vynalez ajistuje nékolik vyhod. NapFiklad, protoze jsou chimériché viry zivé a rep-
likuji se. mohou byt chimérické viry podle pedkladaného vyndlezu pouzity k vytvofeni dlouhotr-
vajici ochranné imunity. Protoze maji tyto viry replikacni geny oslabeného viru (napf.: virus zluté
horecky 17D). je vysledny virus oslabeny na takovy stuper. 7¢ skyta bezpeci pro pouziti u lidi.

Dalsi vlastnosti a vyhody predkladaného vynalezu budou jasné z nasledného detailniho popisu.
obrazki a naroka.

Predkladany vynalez zajistuje chimérické flaviviry. které mohou byt pouzity pfi vakcinaénich
metodach proti flavivirové infekei. Zkonstruovini a analyza chimérickych flaviviri podle pred-
kladancho vynalezu takovych, jako jsou chiméry viru 7luté horecky a viru Japonské encefalitidy
(JE). viru horecky Dengue (DEN | az 4), Murray Valley encefalitického viru (MVE), St. Louis
entcefalitickeho viru (SLE), Zapadonilského viru (WN). viru klistoveé encefalitidy (IBE) a virg
hepatitidy C (HCV). jsou popsany v nasledujici textu.

Proteiny Havivira jsou vytvafeny translaci z jednoho. dlouhého otevieného Cteciho ramee (kodo-
viny jsou strukturni proteiny, kapsida (C), pre membranovy (prM) protein a obalka (F), zrovna
tak. jako nestrukturni proteiny) a komplexem nékolika posttranslaénich proteolytickych stépeni.
Chimerické flaviviry podle piedkladaného vynalezu, jak jiz bylo diskutovano vyse. zahrnuji ty.
u kterych byly pr-M a [ proteiny jednoho flaviviru zaménény za pr-M a F proteiny jiného flavi-
viru. Tudiz takto vytvorené chimérické flaviviry zahruji generaci novych spojeni mezi kapsidou
a pre-membranovymi proteiny; a obalkovy M proteinem a nestrukturni oblasti (NS1) dvou
odlisnych tlavivird. Stepeni mezi kazdou z téchto sad protein(i (C a pr—M: a E a NSI) se vysky-
tuje behem pfirozené proteolytické dpravy flavivirovych proteinii a vyzaduje ptitomnost signalni
sekvence, ktera vytvaii bocni sekvence spojeni $tépicich mist.

V chimérickych flavivirech podie pfedkladaného vyndlezu je upiednostiovano. aby signalni
schvence virl tvoficich chiméry byly skuteéné udrzovany. takze vlastni Stépeni mezi C a pr
M proteiny a E a NSI proteiny by mohlo t¢inné probéhnout. Tyto signdlni- sekvence byly
v udrzovany v chimérach, které jsou popsny nize. Ahternativné jakakoliv 7 fady znamych signal-
nich sckvenci maze byt zatazena, aby se pripojila k C a prM proteinim nebo E a NS proteinim
chimér (napi.. von Heijne, Eur. ). Biochem. 133: 17 a7 21. 1983: von Heijne, J. Mol. Biol.
184:99 uz 105, 1985) nebo napiiklad pouzitim znamych vedoucich sekvenci mitze ten. kdo je
znaly stavu techniky, vytvofit dopliikové signalni sckvence, které mohou byt pouzity v chimérach
podle predkladaného vynalezu. Obvykle napiiklad bude signialni sekvence obsahovat jako svij
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postedni aminokyselinovy zbytek aminokyselinu s malym. nenabitym postranim fetézcem. tako-
vou, jako je alanin. glycin, serin, cystein. threonin nebo glutamin. Dal$i pozadavky kladené na
signalni sekvence jsou znamé tém. kdo znaji stav techniky (napf.: von Heijne, 1983, vyse: von
Heijne. 1985, vyse). Také signalni sekvence daldich vir, které tvofi chiméry. mohou byt udrzo-
vany ncho skutecné udrzovany. takze viasini $tépeni probiha. Konstrukce ¢DNA templati pro
vytvofeni YE/JE chimcrickych virl - odvozeni celodélkovych ¢DNA templatih pro chimén
covnici pouzili k vytvofeni YF17D zcDNA pro molekularnégenetické analyzy replikace YF.
Strategie j¢ popsiana napf.: v Nestorowicz ef af. (Virology 199:114 123.1994).

V kratkosti. odvozeni YF/JLE chiméry podle predkladaného vynalezu zahrnuje nasledujici. Geno-
mové sekvence YI' jsou rozsifeny do dvou plazmidis (YFS'3'1V a YFMS.2). které kdduji YF sek-
vence od nukleotidu 1 az do 2276 a od §279 do 10 861 (YF53'3'IV)aod 1373 do 8704 (YFM3.2)
(Rice et al, The New Biologist 1:285-296. 1989). Celodélkové ¢DNA templaty jsou vytvafeny
higaci vhodnych restrikénich fragmenta odvozenych od téchto plazmidii. Tato metoda byla nej-
spolehlivejsi pro zajiSténi stabilni exprese YT sckvenci a vytvofeni RNA transkripti. které maji
vvsoce specifickou infekticivitu.

Nase strategic pro konstrukei chimér zahrnuje nahradu YF sckvenci mezi YF5'3'IV a YFEMS.2
plazmidy odpovidajicimi JE sckvencemi z oblasti startu prM protetnu (nukleotid 478, aminokyse-
lina 128) pies E/NST Siépici misto (nukleotid 2 452, aminokyselina 817). Kromé toho, aby mohla
byt klonovdna ¢cDNA JE. bylo nezbytné provést nékolik kroki pro zavedeni nebo eliminovani
restrikcnich mist vobou YF a JE sekvencich, aby bylo umoznéna in vitro ligace. Struktura
templatu pro regenerovani chimérickych YF (C)/JE (prM=F) vir( je ukdzana na obrazku 4. Druha
chiméra kodujici celou JE strukturni oblast (C prM-E} byl vytvoren 7a pouziti podobné strate-
gie.

Molekularni klonovini JE virové strukturni oblasti - klony geni skuteéného JI* strukturniho pro-
teinu byly vytvoreny 7 JIE SA .~ 14 2 kmene (JE Zivy, oslabeny vakeinaéni kmen). protoze biolo-
gicke vlastnosti a molekularni charakterizace tohoto kmene jsou dobie zdokumentovany (Eckels
etal, Vaccine 6:513 az 518, 1988: JE SA,—14-2 virus je dostupny v Centers for Discasc
Control, Fort Collins, Colorado a v Yale Arbovirus Research Unit, Yale University, New Haven,
Connecticut. kter¢ jsou Svétovou zdravotnickou organizaci oznaleny za referencni centra pro
arboviry ve Spojenych statech americkyceh). JE SA,—14-2 virus v transportni formé PDK-5 byl
ziskan a transportovan v LLC-MK, bunkach. aby bylo ziskano dostatecné mnozstvi pro klono-
vani ¢DNA. Strategie. ktera byla pouZita. zahrnovala klonovani strukturni oblasti ve dvou ¢as-
tech, kter¢ sc piekryvaji v Mhe 1 restrikénim miste (JE nukleotid ! 123). a které mohou byt pak
pouZity pro in vitre ligaci.

RNA byl extrahovina 7 jednovrstevnych infikovanych LLC MK, bunék a syntéza prvniho fetér-
ce z negativniho vlakna cDNA byla provedena za pouziti reverzni transkriptazy s primerem pro
negativni viakno (JE nukleotidova sekvence 2 456 a2 71), které obsahovalo naskladang Ybu |
a Nar I restrikéni mista pro klonovani zpocatku do pBluescript I KS(+) a nasledné do YFMS.2
(Nur 1), respektive. Synt€za prvniho fetézce cDNA byla nasledovana PCR amplifikaci JE sek-
venee od nukleotidi T 108 do 2 471 za pouziti stejného primeru pro negativni vlakno a primeru
pro pozitivani vlakno (JE nukleotidova sekvence 1108 az 1130), ktery obsahoval naskladana Xha [
a Nisi | restrikéni mista pro klonovani do pBluescriptu a do YFM3.2 (Nar 1), respektive JE sek-
vence byly urCeny restrikénim Stépenim za pomoci restrikéniho enzymu a nukleotidovym sekve-
novanim. JE nukleotidova sekvence od nukleotidu 1 do nukleotidu 1130 byla odvozena pomoci
PCR amplifikace negativniho vldkna JE ¢cDNA za pouziti primeru pro negativni vlakno, ktery
odpovidal JE nukleotidim 1 116 a7 1130 a primeru pro pozitivni vldkno, ktery odpovidal JE
nukleotidim 1 az 18, oba primery obsahuji EcoR I restrikéni misto. PCR fragmenty byly klono-
vany do pBluescriptu a JE sekvence byly uréeny nukleotidovym sckvenovanim. Toto dohromady
predstavuje klonovani JE sekvence od nukleotidu | do nukleotidu 2 471 (aminokyseliny | az
792).
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Konstrukce derivata YF3'3IV/E a YFMS.2/JE- aby byl viozen C konec JE obalkového
proteinu do YV E/NSI Stépiciho mista. bylo zavedeno unikatni restrikéni misto Nar [ do YIMS5.2
plazmidu fizenou oligonukleotidovou mutagenezi signalni sekvence v E/NSI stépiciho mista
(YF nuklcotidy 2 447 a7 2 452, aminokyseliny 816 az 817), aby se vytvofil YEM3.2 (Nar 1).
U transkriptd odvozenych od templati zaclenénych touto zménou byla kontrolovéana infiticivita
a vyslednd speciticka infekticivita zda je podobna parentalnim templatim (ptiblizné 100 plaky
tvoficich jednotek/250 nanogrami transkriptu). JI sekvence z nukleotidit 1108 az 2471 byia
subklonovana 7z nékolika nezavislych pBluescript/JE kloni, které byly vytvofeny PCR, do
YEMS.2 (Nur 1) za pouZiti unikatnich Nsi T a Nar [ restrikénich mist. YFS3'IV/JE klony obsahu-
Jici YFS™ netraslatovatelnou oblast (nukleotidy 1 az 118) sousedici s JE prM-I oblasti byly
pripraveny PCR amplifikaci.

Aby byly odvoseny sekvence obsahujici spojeni Y kapsidu a JE prM. byl pouzit chiméricky pri-
mer negativniho vidkna zabirajici tuto oblast spolu s primerem pozitivniho vidkna, ktery odpovi-
da YFS'3'1V nukleotidim 6 6235 az 6 639. aby vznikly PCR fragmenty, které byly pak pouzity
jako PCR primery negativniho vlakna v konjugaci s primerem povitivniho vidkna dopliujicim
v pBluescriptu vektoru upstream sekvenci £coR 1 restrikéniho mista. aby se pak amplifikovala
JE sekvence (kodovana v opagné orientaci v pBluescript vektoru) od nukleotidu 177 (N konee
prM proteinu) pies Nhe | restrikéni misto do nukleotidu 1 125, Vysledné PCR fragmenty byly
vneseny do YIS 3TV plazmidu za pouziti Not | a EcoR [ restrikénich mist. Tento konstrukt obsa-
huje SPO promotor. ktery predchazi YIS netranslatovatelné oblasti, a je nasledovan sekvenci:
YE(C) JE (prM L) a obsahuje Nhe | restrikéni misto (JE nukleotid 1 125). které Je nezbytné pro
in vitro ligaci.

Vytvoreni YEMS.2 a YFS'3'IV plazmidi, které obsahuji restrikeni mista pro in virro ligaci - aby
mohlo byt pouzito NAe [ restrikéni misto uvnité sckvence JE obilky jako 3° koncové in vitro
ligatni misto, bylo nadbytetné Nhe | restrikéni misto v YFMS.2 plazmidu (nukleotid 5459)
climinovano. Toto bylo provedeno tichou mutaci YF sekvence v nukleotidu 5 461 (T—C: alanin,
aminokyselina | 820). Toto misto bylo zatlenéno do YFMS.2 ligaci vhodnych restrikénich trag-
mentl a zavedeno do YFM3.2(Nar )/JE vyménou za Nsi INar | fragment kédujici chimérickou
YF/E sekvenci,

Aby sc vytvofilo unikatni 3" koncové restrikéni misto pro in vitro ligaci, bylo vytvoreno Bsph'|
restrikéni misto downstream od Aar 11 restrikéniho mista. které je normalné pouzivané pro
vytvafenc celodélkovyeh templati z YFS'3'1IV a YEMS.2. (Getnd Aat 1 restrikéni mista Jsou
pritomna v JE strukturni sckvenei. coz zabratiuje pouziti tohoto mista pro in virro ligaci). Bspk |
restrik&ni misto bylo vytvofeno tichou mutaci YF nuklcotidu 8 581 (A—C: serin, antinokyselina
2860) a bylo zavedeno do YFMS3.2 vyménou vhodné restrikéni fragmenty. Unikatni misto bylo
zatlenéno do YFMS.2/JE vyménou za Xba 1/Sph | fragment a do YF35 3 1V/) [i(prM E) plazmida
tricastovou ligaci vhodnych restrikénich fragmentd z téchto parentilnich plazmidii a 2 derivatu
YFEMS5.2 (BspE ]) deleci YF sekvence mezi EcoR 1 restrikénimi misty nukleotidi 1 a 6912.

Vyména JE Nakayma cDNA s YF/JE chimérickymi plazmidy - 7 diivodu nejistoty ohledné kapa-
ity JE SA|—14-2 strukturni oblasti, kterd byla vytvofena PCR amplifikaci, aby fungovala
spravié v kontextu chimérického viru, byla pouzita cDNA z klonu JI Nakayama kmene. ktery
byl siroce charakterizovan béhem expresnich experimentii a pro jeho kapacitu navedit ochrannou
imunitu {Mclda et al.. Virology 158:348 az 360. 1987, JE Nakayama kmen je dostupny v Centers
for Disease Control. Fort Collins. Colorado a v Vale Arbovirus Research Unit, Vale University.
New lHaven, Connecticut). Nakayama cDNA byla vnesena do YF/E chimérickych plazmidii za
pouziti vhodnych restrikenich mist (Hind 1l az Pyvu 1l a Bpin 1 a7 Mun 1), aby byla zaménéna cela
prM-E oblast v dvou plazmidovych systémech kromé jedné aminokyseliny, serinu. v pozici 49,
kterd byla poncchana intaktni, aby mohla byt pouzita pro Nhe [ restrikéni misto k in vitro ligaci.
Celd JT: oblast v Nakayama klonu byla sckvenovana, aby bylo ovéfeno. 7e zaména cDNA oprav-
du probéhla (tabulka 2).
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Vytvoreni celodélkovych ¢cDNA templati, RNA transfekee a vytvofeni infekéniho viru - postupy
pro vytvofeni celodélkovych cDNA templatd jsou hlavné popsany v Rice ef af. (1he New Biolo-
gist 1:285-296.  1989) (obrazek 1). V pripadé chimérickych templath jsou plazmidy
YFS'3'IVAE(prtM-E) a YFMS3 2/JE Stepeny restrikénimi endonukledzami Nhe 1/Bsp | a in vitro
ligace byla provedena za pouziti 50 nanogramil purifikovanych fragmenti a za pritomnosti
T4 DNA ligdzy. Produkty ligace byly linearizovany enzymem Yho |, aby byla umoznéna ubiha-
Jici transkripce. SP6 transkripty byly syntetizovany za pouZiti 30 nanogrami purifikovaného tem-
platu, kvantifikovan za&lenénim “H- -UTP a celistvost RNA byla uréena nedenaturujici elektroto-
rezou v agarozovem gelu. Vytézky byly v rozmezi od 5 do 10 mikrogrami RNA na reakci pfi
pouziti této procedury. jichz vétSina byla piedstavovana celodéikovymi transkripty. Transickee
RNA transkripty v pitomnosti Kationtovych liposomt bylo provadéno tak, jak je popsano v Rice
et al. (vyse) pro YFITD, V pocatecnich experimentech byly pro transfekei a kvantifikaci viru
pouzity LLC-MK; buiiky. protoze u nich byla uréena tolerantnost pro replikaci a vytvareni plaki
parentalnich kment YF a JE. Tabulka | ilustruje obvyklé vysledky transtekénich experimenti za
pouziti Lipofectinu (GIBCO/BRL) jako transtekéniho nosice. Vero bunééné linie byly také bené
pouZity pro pfipravu infekénich virovych zasobnich roztoki, charakterizaci znacenyeh proteini
a neutralizacni testy.

Nukieotidové sckvenovini chimérickych ¢DNA templati — plazmidy obsahujici chimérickou
YF/E ¢cDNA byly podrobeny sckvencni analyze ¢asti JE kloni. aby byla identifikovana spravné
sekvence SAy; -14-2 a Nakayama obalkového proteinu. Odlidnosti nukleotidovyeh sekvenei mezi
temito konstrukty v porovndn{ s publikovanymi sekvencemi (McAda ef al, v¥ie) jsou ukazany
v tabulee 2.

Strukturni a biologicka charakterizace chimérickych YF/JE viri — genomova struktura chiméric-
kych YIF/IE virg ziskanych z transfekénich experimentii byla ovéiena analyzou zalozenou na
RT/PCR viralni RNA izolované z monovrstevnych infikovanych bunék. Tylo experimenty byly
provedeny tak, aby byla eliminovana moZnost, Ze virové zasobni roztoky budou kontaminovany
behem transfekénich procedur. P téchto experimentech byl pousit prvoprichozi virus, ktery
zahajil infekéni cyklus, aby byla eliminovéna tvorba jakychkoliv artefaktil pritomnosti rezidualni
transfektovanou virdlni RNA. Celkové RNA extrakty 2 bunék infikovanych bud” YF/IE (prM
LF-5A1-14 2 nebo YFAE (prM -E)-Nakayama chimérami byly podrobeny RT/PCR za pouziti
YF a JE-specifickych primeri. které umoznily vytvofeni celd strukturni oblasti, jako dva PCR
produkty o piblizné velikosti 1 kilobaze. Tyto produkty byly poté analyzovany Stépenim restrik-
¢nimi- enzymy za pouziti predpovédénych restrikénich mist uvniti sekvenei JE SA 14 2
a Nakayama, které umozauji diferenciaci téchto virdl, Pouzitim tohoto piistupu byla virdlni RNA
uréena, 7¢ je chimérickou a u vytvofenych virl byla ovéfena pritomnost vhodnych restrikénich
mist, Aktualni vazba C—prM byla pak ovéiena, Ze je intaktni na Grovni sekvence cyklickou
sekvenéni analyzou pied chimérické spojeni YFAT C—prM.

Pritomnost JE obalkového proteinu ve dvou chimérach byla ovéfena imunoprecipitaci obou za
pouziti Ji—specifického antiséra a plakovym redukénim neutralizaénim testem za pouziti YF
a JE-specifick¢ho antiséra. Imunoprecipitace extraktd z infikovanych LLC-MK, bunék, které
byly ozma¢eny 'S, s chimérami za pouziti monoklonlni protitatky k JI E proteinu ukézala, ze
JE obilkovy protein by mohl byt vytvofen 55 kD proteinem, kde stejné antisérum selhavé pfi
imunoprecipitact proteinu z YF-infikovanych bunék. Obé JE a YT hyperimunni séra vykazala
kiizovou reaktivitu ke dvéma obdlkovym proteiniim, ale rozdilnost ve velikosti mezi proteiny
(YF =33 kD, neglykosylovany: JE = 55 kD. glykosylovany) mohla byt reprodukovatelné pozoro-
vana. Pouziti YF monoklonlnich protilatek nebylo za uspokojivyeh imunoprecipitaénich podimi-
nek, tudiz specifita této analyzy byla zavisla na JE monoklonalnich protilatkach. Plakovy reduk-
cni neutralizaéni test (PRNT) byl proveden na chimérickyeh virech a na YF a JE SA,,-14-2
virech 7a pouziti YF a JE-specifickych hyperimunnich ascitickych kapalin (ATCC) a Y F—speci-
fickych purifikovanych 1gG (monoklonalni protilatka 2E10). Vyznamné odlignosti v 50% plako-
vem redukénim titru téchto antisér byly pozorovany pro chiméry, kdyz byly porovnany s kont-
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rolnimi viry pouZitymi v téchto experimentech (tabulka 3). Tedy epitopy nezbytné pro neutraliza-
¢i jsou exprimovany v infekénich chimérickych YF/JE virech.

Ristové vlastnosti v bunéEné kultuie —ristova kapacita chimér byla zkousena kvantitativné
v bungénych liniich, ob¢ v liniich pivodem pochazejicich od primatd a komara. Obrazek 2 ilust-
ruje kumulativni rastové kfivky chimér v LLI.C-MK; buikich po nizké mnohonasobné infekei
(0.5 plak voficich jednotek/buitku). V tomto experimentu byly pouzity viry YFS.2iv (klonovany
derivat) a J: 8A—14-2 (neklonovany) pro srovnani. Oba chimérické viry dosahly maximalniho
virového vytezku priblizné o rad vyssiho nez parentélni virus. V pripadé YFAE SA —14-2
chiméry se pik virove produkee objevilo 12 hodin pozdéji nez v ptipadé YF/T. Nakavama chime-
ry (50 hodin proti 38 hodinam). YF/JE Nakayama chiméra vykazala vyznamné vyssi cytopaticke
vlivy nez YI/JE SA|;~14-2 chiméra na této bunééné linii. Podobny experiment byl proveden
v (6/36 butikach po nizké mnohonasobné infekei (0.5 plak tvoricich jednotek/butiku). Obrazek 2
take ilustruje ristovou kinetiku virl v této intervertebralni bunécné linii. Podobné virové vytérky
byly ziskany ve viech bodech pouzitych pro izolovani virn v tomto experimentu, dale prokazujict
predstavu, z¢ chimérickych vird neni poskozena replika¢ni 0¢innost.

Porovnani rdstové Kinetiky RMS (YFAE SA;=14-2) s YF 17D vakeinou v MRC=5 buikich
experiment byl proveden, aby byla wuréena schopnost vakcinového kandidita rozmnogit se
v bunécné linii akeeptovatelné pro lidskou vakeinu, Komeréni vakcina 7luté horecky 17D (YF-
Vax®) byla ziskana z Connaught Laboratories. Swiftwater, PA. MRC 5 (diploidni lidské
embryonalni plieni buriky) byly zakoupeny od ATCC (171-CCL. vsadkait: F 14308, pasaz |8)
arostly v EMEM. 2 mM 1-Gln. Earle’s BSS. které bylo upraveno tak. aby obsahovalo 1.5 o/l
uhli¢itanu sodného. 0,1 mM neesencialnich aminokyselin a 10% IFBS.

Aby mohla byt porovnana ristova kinetika RMS (Research Master Seed, YI/JE SA | —14-2)
s YF-Vax™). rostly buiky do 90% splyvani a infikovany byly s RMS nebo YF-Vax® pii MOI
okolo 0.1 pfu. Protoze MRC 5 buiiky obvykle rostou pomalu, byly tvto buiky inkubovany po
dobu 10 dnii po inokulaci. Vzorky byly zmrazoviny kazdodenné po dobu 7 a7 10 dinit a infekti-
vita byla uréena testem plakii ve Vero burikach.

YF-Vax® a YF/JE chiméry rostly do slusnyeh tited v MRC=5 buitkdch (obrazek 3). Pik titru byl
~4.7 logya plu pro YF-Vax® dosazeny druhy den a byl nepatrné nizsi ne? 4,5 logy, pfu pro RMS
po 6 dnech.

Testovani neurovirulence v normalnich dospelych mysich - virulenéni viastnosti YF/AIE SA |~
14-2 chimera byly analyzovany v mladych dospélych mysich intracelebrilni inokulaci., Skupiny
po 10 mysich (4 tydny stafi samei a samice ICR mys$i. kazdych 5 na jednu skupinu) byly inokulo-
vany 10000 plak tvoficimi jednotkami YFAE SA;;-14-2 chiméry. YF5.2iv nebo JI SA | -14-2
a pozorovany kazdyv den po dobu 3 tydni. Vysledky téchto experimentii jsou zobrazeny na obraz-
ku 4. Mysi prijimaly parentdlni YF3.2iv odevzdané priblizné jeden tyden po inokulaci. Zadna
mortalita nebo onemoenéni nebyly pozorovany mezi my3mi prijimajicimi bud” JE SA ,—14 2
parentalni virus. nebo chiméru. Inokula, kterd byla pouzita pro experimenty, byla titrovana
v dob¢ injikace a podskupina mysi, kieré prezily. byla testovana na pritomnost neutralizacnich
protilatek. aby se potvrdilo, zc doslo k infekei. Mezi témito testovanymi mys$mi byly titry proti
viru JE SA|—=14-2 podobné pro zvifata, ktera pijala bud” tento kmen, nebo chiméru.

Vysledky dalSich experimentd zjistujicich neurovirulenci YF/IE SA,,--14-2 chiméry v mysich

Isou zobrazeny v tabulee 4. V téchto experimentech viechny mysi inokulovan¢ YFS.2iv zemiely

v rozmezi 7 az 8 dnii. Naopak zadna mys inokulovana YF/JE SA14—14-2 nezemicla béhem dvou
tydni postinokulaéniho pozorovani.

Vysledky experimenti, které urdovaly neuroinvazivitu a patogenezi YF/JIE chimér jsou zobraze-
ny vtabulee 5. Vtéchto experimentech byly chimérické viry inokulovany do 3 tydny starych
mysi v davkach pohybujicich se v rozmesi mezi 10 000 a | milionem plak tvoricich jednoteh pies
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intraperitonealni cestu. Zadna z mysi inokulovanych bud’ YF/JE: Nakavama. ncho YF/JE SA |~
14-2 nezemiela béhem tii tydnii postinokulagniho pozorovani. coz naznaduje, 7e virus byl
neschopny zpusobit onemocnéni po periferni inokulaci. My$i inokulované YF/IE SA,, 14-2
virem vyvinuly neutralizujici protilatky proti JE viru (obrazek 7).

Konstrukce ¢cDNA templatd pro vytvoreni zluta horeéka/dengue (YF/DEN) chimérickych viri
odvozeni chimérickych Zlutd horecka/dengue (YF/DEN) virli je popsano v nasledujicim textu.
akteré je v principu provadéno stejné, jako konstrukce YF/JE chiméry. jak je popsano vvie.
Dalsi flavivirové chiméry mohou byt vytvofeny podobnou strategii za pouziti pfirozenych nebo
vytvofenych restrikcnich mist a napriklad oligonukleotidovych primertl. jak jc ukazano v tabul-
ce b,

Konstrukce YI/DEN chimérického viru — aékoliv bylo vyvinuto nékolik molekularich kloni
dengue virl. byly zjistény problémy se stabilitou viralnich ¢cDNA plazmidovyeh systémi a's
ucinnosti replikace vytvotenych vira. Pro pouZiti byl vybran klon DEN=2 vyvinuty Dr. Peterem
Wrightem. Dept. of Microbiology. Monash University, Clayton, Austrélie, protoze tento systém

Je relativné O¢inny pro regeneraci viru a tvofi dvou—plazmidovy systém. ktery je podobny nasi

vlastni metodologii. Kompletni sekvence tohoto DEN- 2 klonu je pFistupné a usnadiiuje konst-
tukei chimérickyeh YF/DEN templati, protoze pouze nékolik modifikaci YF klonu bylo nezbyt-
nych. Vyznamné kroky jsou naznadeny v nasledujicim texty.

Podobne jako dvou-plazmidovy systém pro YF5.2iv a YFAE viry pouziva YF/DEN systém
unikdtni restrikéni misto uvnit DEN- 2 obalkového proteinu (E). jako zlomové misto pro roz-
Siteni strukturni oblasti (prM—E) uvnitf dvou plazmidi, timto zpisobem odvolavajici se jako
YIS'3IV/DEN (prM-FI") a YFMS5.2/DEN (E'-E) (obrazek 5). Dvé restrikéni mista pro in vitro
ligaci chimérického templatu jsou Aar 11 a Sph 1. Recipientni plazmid pro 3" koncovou &ast
DEN E proteinové sekvence je YFMS3 . 2(Nar 1[+]Sph I[-]). Tento plazmid obsahuje Ner 1 restrik-
¢ni misto v E/NS1 spojeni, kter¢ bylo pouzito pro za¢lenéni karboxylového konee JE E proteinu.
Dale bylo modifikovano eliminaci Sph [ restrikéniho mista, které bylo navic, v oblasti NS5 pro-
teinu tichou v tomto misté Fizenou mutagenezi. To dovelilo zaclenéni DEN -2 sekvence 7 unikét-
ni Sphl mista do Narl mista jednoduchym ptimym klonovanim. Vhodny fragment DEN-2
¢DNA byl ziskan pomoci PCR z DEN=2 klonu MON310. ktery byl poskvtnut Dr. Wrightem.
PCR primery zahmovaly 5" koncovy primer ohranicujici Sph 1 restrikéni misto a 37 Roncovy
primer homologni k DEN-2 nukleotidim okamzité upstrcam od signaldzového mista v E/NSI
spojeni a nahrazujici signaldzové misto substituci, takze vytvaii nové misto. ale zaroven zavadi
Nar | restrikéni misto. Vysledny 1170 parti bazi diouhy PCR fragment byl pot¢ zaveden do
YIMS.2(Nar 1[+]Sph 1[-1).

5" koncova ¢ast DEN-2 klonu zahrnujici prM a aminokoncova &ast | proteinu bvla vytvotena
a zavedena do YF5'3'IV plazmidu za pouziti chimérického PCR primeru. Chiméricky primer
zahmujici 3" konce negativniho vidkna YF C proteinu a §" konee DEN-2 prM proteinu byl
pouZit s primerem pozitivniho vldkna, ktery ohrani¢uje SP6 promotor YF5'3'1V plazmidu, tak,
aby doslo k vytvofeni 771 paru bazi velky PCR produkt s 20 bazovym prodlouzenim piedstavu-

Jicim DEN 2 prM sekvenci. Tento PCR produkt byl pak pouzit pro pripravu DEN-2 plazmidu

pro konjugaci s 3" koncovym primerem, kiery predstavuje DEN-2 sekvenci 150t a7 1522 a ohra-
nicuje Sphl, aby doslo k vytvoreni 1800 parti bazi velkého konecného PCR produktu, ktery
zahrnuje YF sckvenci od Not | restrikéniho mista pies SP6 promotor, YES™ nctranslatovatelnou
oblast a YF C protein sousedici s DEN=-2 prM- E1522 sekvenei. PCR produkt byl ligovan do
YES3'IV za pouziti Norl a Sphl restrikénich mist, aby vysledkem ligace byl
YFS'3IV/DEN(prM-L) plazmid.

Konstrukee chimérickych templatd dalsich flavivird - procedury pro vylvareni celodélkovych
cDNA templatii kodujicich chimérické YF/MVE, YF/SLE, YF/WN. YF/TBE viry jsou podobng
tem. kter¢ byly popsané vySe pro YF/DEN-2 systém. Tabulka 6 zobrazuje rysy strategie pro
vytvafeni chimérickych virll na zaklade YI17D. Unikatni restrikéni mista POUZIta pro in vitro
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ligaci a chimérické primery pro vytvafeni C/prM a E/NSI spojeni jsou také dobfc namy. Zdroje
¢cDNA pro tyto hetelogni flaviviry jsou lehce pfistupné (MVE: Dalgarno et al, J. Mol.
Biol. 187:309 az 323, 1986: SLE: Trent ¢ral., Virology 156:293 az 304, 1987 TBE: Mandl
ef al., Virology 166:197 az 205, 1988; Dengue 1: Mason ¢t al., Virology 161:262 a7 267. 1987;
Dengue 2: Deubcl et al.. Virology 155:365 az 377. 1986; Dengue 3: Hahn ¢ral. Virology
162:167 a7 |80, 1988: Dengue 4: Zhao ef af., Virology 155:77 az 88, 1986).

Alternativni pfistup k vytvareni dalSich chimérickych virt je vytvoiit C/prM spojeni ligaci tupyeh
koncii restrikénich fragmenti, které bylo pripraveny PCR, a které maji konce. které se setkavaji
viomto spojeni a 57 a 3" konce, kter¢ ohranicuji vhodna restrikéni mista pro zavedeni do
YE3'3'IV nebo do intermediatoveho plazmidu takového, jake je pBS-KS(+). Volba pouziti
chimérick¢ oligonukleotidy nebo ligaci tupyeh konc mize byt riizna, zavisi na vhodnosti unikat-
nich restrik¢nich mist uyniti obalkového proteinu kodujiciho oblast uvazovaného viru. Konstruk-
ce vird kodujicich HOV antigeny  protoZe strukturni proteiny E1 a E2 HCV nejsou homologni
k strukturnim proteinim flavivir(, které byly popsany vyse. strategie pro expresi t&chto proteini
obsahuje inzerci uvnitf vedlejsi oblasti genomu. takze viechny tyto proteiny jsou pak spolucxpri-
movany s proteiny zlute horecky béhem replikaci viru v infikovanych buikach. Oblast vvbrana
pro inzerei proteinii je N koncové &asti NS proteinu, protoze cely NST protein neni nezbyviny pro
viralni replikaci. Z diavodu potencidlnich probléma se stabilitou YF genomu v piitomnosti hete-
rologni sekvence prevySujici normalni velikost genomu (piiblizng 10 000 nukleotidi), mize byt
pouZita detekéni strategie popsana nize. Kromé toho delece v NS 1 mize byt vyhodna v chiméric-
kém YT/flavivirus systému popsaném vyse, protoZze Castecna delece tohoto proteinu mize
odstranit imunitu K YT asociovanému s protilatkami proti NS1 a tedy vyhnout sc problémm
s vektorovou imunitou. jestlize vice neZ jedna chiméricka vakeina byla nezbytné podéna reci-
pientovi nebo jestlize YF vakeina byla dfive podana nebo by byla potieba v budoucnosti,

Strategie zahmuje vytvoreni série deleci v ramei uvniti NS1 kodujici oblasti YFMS.2 plazmidu
v konjugaci s vytvotenim translaéniho terminaéniho kodonu na konci [ a sérii dvou IRES
{vnitfni ribozomalni vstupni misto). Jedno IRES je ihned downstream od terminaéniho kodonu
a dovoluje expresi z otevieného ¢teciho ramee uvnitt oblasti mezi K a NS1. Druhé IRES niciuje
transiaci z oklesténych NSI proteind, zajistujici expresi zbytku YF nestrukturnich polyproteind,
Tyto derivity byly testovana na schopnost vytvorit infekéni virus a konstrukt s nejvétsi deleci byl
pouzit pro inzerci cizorodych sekvenci (napf.: HCV proteiny) v oblasti prvniho IRES. Tento Jed-
notlivy konstrukt mize také slouzit jako zéklad pro uréovani zda bude delece v NS1 pusobit
vektorovou specifickou imunitu v kontextu YF/Flavivirus chimérickyeh vira exprimujicich prM—
E: jak bylo popsana vyse,

Inzerce nukieotidit kodujicich E1. E2 a/nebo E1 plus B2 HCV proteiny je limitovana velikosti
tolerovan¢ delece v NSI proteinu. Z toho ditvadu oklesténé HCV pmtun\ mohou byt pouzity
k zesileni stability uvniti modifikovaného YF klonu. 1CV proteiny jsou vytvareny s N konco-
vou signalni sekvenci ihned nasledovanou IRES a s terminaénim kodonem na € konci. Tato
konstrukee bude Fidit HCV proteiny smérem do endoplasmatického retikula 7 divodu sekrece
ven z bunék. Strategic této konstrukee je schématicky ukazana na obrazku 6. Plazmid kodujici
HCV proteiny genotypu [ mize byt pouzit pro tyto konstrukce, napiiklad HCV plazmidy ziskané
od Dr. Charlese Riccho z Washington University {Grakoui ez of., J. Virology 67:1385 az 1395,
1993), ktery exprimoval tuto virovou oblast v upravenych systémech a uvnitf replikaéné—komple-
mentarnich celodélkovyeh HCV kloni.

prM Stépené delecni mutanty jako kandidati oslabené vakeiny pro Maviviry — dalsi chimérické
viry zahrmuté v pfedklddaném vynilezu obsahuji mutace, které zabranuji Siépeni prM takové.
Jako mutace v prM Stépicim mist¢. Napriklad prM $tépici mista ve flavivirovych infekénich klo-
nech, které | Jsou predmétem zdjmu takove, jako jsou dengue, TBE, SLE a dalsi mohou byt muto-
vana nristni pfimou mutagenezi. Jakakoliv nebo viechny aminokyseliny v Stépicim misté, tak

tako vySe popsané, mohou byt deletovany nebo substituovany. Fragment nukleové kyscliny obsa-

hujici mutované prM-E geny mize byt pak vnesen do vektoru viru 7luté hore¢ky metodami,
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kler¢ byly popsany vye. prM delece mize byt pouzita s nebo bez ostatnich zeslabujicich mutaci.
napiiklad mutaci v E proteinu, aby byla pak vnesena do viru Zlut¢ horecky. Tyto mutanty maji
vyhody oproti jednou substituovanym mutantim coby kandidatim na vakeinu. protoze je téméf
nemozne vratit zpét deletovanou sckvenci a ebnovit tak virulenci.

Nasledujici chimérické flaviviry podle predklidaného vynalezu byly umistény do American Type
Cuiture Collection (ATCC) v Rockville, Maryland, U.S.A v souladu s Budapest'skou smlouvou
a bylo jim udéieno datum umisténi 6. ledna 1998: chiméricky Zluta horecka 17D/dengue typ 2
virus (YF/DEN-2: ATCC piistupové ¢islo ATCC VR-2593) a chiméricky zlutd horecka
17D/ japonska encefalitida SA|—14-2 virus (YFAJE AL3. ATCC pfistupové &islo ATCC VR-

2394).

Tabulka 1

klon

YE3 21 v
YE/IE-S
YF/IE-A

5,5
1.6
7

vitdrek (ug)

charakterizace YF/JE chimér

infekticivita PBS
plaky/100 ng log titr
LLC-MK; VERO
15 7.2

50 6,2

60 5

Tabulka 2 - porovnani sekvenci JE kmend a YF/JE chimér

vIrus

JE SA .-
14-2
YEIE
SAi4-14-2
YF/IE
NAK

JE NAK
JE SAy,

E
107

E
138
K

E
176
\Y

E E
177 227
T S
A S
T P
P
S

N

243

RNAsa

log utr

VERO

0

0

0
I
244
G
G
E
E

DNAsa
log titr
VERO

6.2
5,4

279
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Tabulka 3 - plakove redukéni neutralizaéni titry na YF/T chimérach

virus neimunni YF asciticka  JE ascitickd  neimunni YF IgG
asciticka kapalina kapalina lgG
kapalina
YFS 2iv <13 3,7 <1,3 <22 >43
JE SA - <13 <1,3 3.4 <22 <22
14-2
YF/JE SA14- <13 <1,3 3.1 <22 <1.9
14-2
YF/IE <13 <13 3.4 <22 <22
Nakayama

Tabulka 4 newrovirulence YF/IE SA,,—-14-2 chiméry, 3 tydny staré sam&i ICR mysi

log davky 1.C. % Omrtnosti
YFS 2iv 4 100 (7/7)
YF/JE SA4-14-2 4 0 (0/7)
YF/JE SA 4-14-2 5 0 (0/7)
YF/IE SA14-14-2 6 0 (0/8)

Tabulka 5 - neuroivazivnost YF/IE chimér, 3 tydny staré saméi ICR mysi

log davky (intraperitonealni) % umrtnosti
YF/}E Nakayama 4 0 (/5)
YF/JE Nakayama 5 0 (0/4)
YF/JE Nakayama 6 0 (0/4)
YF/JE SA 4-14-2 4 0 (0/5)
YF/JE SA;4-14-2 5 0 (0/4)
YFIE SA ;-14-2 6 0 (0/4)
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Tabulka 6 — vytvoreni Y/Flavivirus chimér

virus chimerické C/prM chimerické E/NS1 5 3" mista’
spojeni’ spojen;’ ligace ligace elimino-
vano neho
{zménéno)
YE/WN X-cactgpgagagctgaaggle Adagecagltgcageegegptitag Aat 11 Naxi ]
(SEQIDNO: I (SEQID NO: 2)
YF/DEN-1  X-aaggtagactgetggpetcce galeCleapticcancepepptitas Aatll Sphl Sphiv DEN
(SEQID NO: 3) (SEQ ID NO: 4)
YF/DEN-2  X-aagptagatggtpigeattg agccctcagiaccaccegegptitaa Aat 1l Sphl
(SEQ 1D NO: 5) (SEQTD NO: 0)
YE/DEN-3  X-aaggtgaatigaagtpcteta ACCCCCAECACCACCCRCEpttian Aarll Sph1 Xholv DEN
(SEQIDNO: 7 (SEQ ID NO: 8) (Sph 1 v DENY
YF/DEN-4  X-aaaaggaacagiightcicts acccgaagiglcaaccgeggittaa Aat Il Nsil
{SEQIDNO 9) (SEQ ID NO: 10)
YF/SLE X-nacgtgamaguggatagic accpllpgtepeacccgogetitaa Aarl Sphl Aatlv SLE
(SEQIDNG: 1) (SEQ MM NO 12)
YEMVE X-aarncgasagpippaagptc gaccpgipliiacagccgcggiitan Aarll Agel (Agelv YF)
(SEQTD NO: 13) (SEQID NO: 14)
YE/TBE X-taclgcgaacgacgiigeeac acipgEaacelcactcpeegiitaa Aatll Agel (Agelv YF)

(SEQ ID NO: 15)

(SEQ ID NO: 16)

" sloupec znazoriuje oligonukleotidy pouzité pro vytvoreni chimérickyeh  YF/Mavivirus
primerti. kter¢ odpovidaji C/prM nebo E/NSI spojeni. (v textu). X = karboxylovy konec kodujici
schvence YF Kapsidy. Podtrhnuta oblast odpovida cilené heterologni sekvenei ihned upstream od
Nur [ restrikéniho mista (opaéni sekvence — cegegg). Toto misto dovoluje za¢lenéni PCR pro-
duktd do YFMS.2 (Nar 1) plazmidu, ktery je nezbytny pro vytvoieni celodélkovych ¢cDNA tem-
platu. Dalsi nukleotidy jsou speeifické pro heterologni virus. Oligonukleotidové primery jsou
zapsany v orientaci od 5 konce k 3" konei.

M Unikai restrikéni mista pouzita pro vytvofeni restrikénich fragmenti, hteré mohou byt
izoloviny a ligovany in vitro, aby mohlo dojit k produkei celodélkovych chimérickych ¢cDNA
templatil jsou zde zapsana. Protoze nékteré sekvence ncobsahuji vhodna mista, je v nckteryeh
piipadech nezbytné vhodna mista vytvoFit (poznamka 3).

"1V zavorkach Jsou mista pro restrikéni enzymy, ktera musi byt vvtvorena bud v YF patefi nebo
v heterolognim  virus, aby umoznila G¢innou in virro ligaci. Restrikéni mista, ktera nejsou
v cdvorkach musi byt eliminovana. Vsechny tyto medifikace jsou provadény tichou mutagenezi
¢DNA pro urgity klon. Prazdna mista ozna¢uji. ze nebyly potieba zadné modifikace.

Ostatni ¢asti jsou uvedeny v nasledujicich patentovych narocich. Napiiklad geny prtM-E proteinu

dalSich flavivird, které jsou dilezité z medicinského hlediska. mohou byt vneseny do vakciny
s patcfi viru 2luté horecky, aby mohlo dojit k produkei vakein proti dalsim medicinsky zajima-
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vym flavivirim (Monath et o, Flaviviruses™. ve Virology. Fields (ed.). Raven Lippincott,
New York, 1995, Volume |, 961-1 034).

Pighled obrazka na vvkresech

Obrazek | je schématickym pfedstavenim krokii genetické manipulace. kieré byly provedeny,
aby byl zkonstruovan chiméricky virus podle predkiddaného vynalezu virus zluté horecky/virus

Japonské encefalitidy (YF/JE).

Obrazek 2 zobrazuje sadu ristovych kiivek pro chimérické viry YF/JE podle predkladaného
vynalezu v bunétné kultufe akceptovatelné pro ptipravu lidské vakeiny.

Na obrazku 3 je graf ukazujici porovnani ristu mezi RMS (Research Master Seed. YF/ATL SA -
14-2)a YIF-Vax v MRC=5 bunkach.

Na obrazku 4 je ukdzana struktura templdtu pro regencrovani chimérickych YF (CVIE (prM-R)
virtl,

Na obrazku 5 jsou schématicky uvedeny dva plazmidové svstémy. které jsou nutné pro vytvofeni
chimérichého YF/DEN=-2 viru. Strategic je hlavné popsana pro YI/JE chiméricky virus.

Na obrazku 6 je schématicky zobrazena struktura modifikovanveh YF klond vytvofenych. aby
byly deletovany &asti NSI proteinu a/nebo exprimoviany cizi proteiny pod kontrolou vnitiniho
ribozomalniho vstupniho mista (IRES). Obrazek ukazuje pouze E/NST oblast viralniho genomu.
Iranslaént stop kodon je zaveden na karboxylovy konee obalkového (F) proteinu. Downstream
translace je zahajovéna uvnitf intergenového otevieného teciho ramee (ORF) pomoci IRES-1,
coZ Je ¢izl protein. ktery fidi expresi (napt.: HCV proteiny E1 a/neho E2), Druhy protein IRES
(IRES-2) kontroluje iniciaci translace YF nestrukturni oblasti, v které Jsou nahromadéné a ohra-
nicen¢ NSI proteiny (napf.: NSldel-1. Nsdel-2 nebo NSIdel-3) exprimovany. Rozmér NS|
delece je inverzne amérmy tomu. jak se IRES | piipojujc na ORF.

Na obrazku 7 je praf. ktery ukazuje neutralizacni odpoved protilatky u imy&i. které byly imunizo-
vany YFALE SA; 14-2 chimérickou vakeinou.

Priklady provedeni vynilezu

Priklady dalsich flavivird, z jcjich? vynasenyeh gend mohou byt ziskdny chimérické vektory
podle predkladaného vynalezu, zahruji napi.: Kunjin virus, stfedoevropsky encefaliticky virus.
rusky jaro-letni encefaliticky virus, Powassan virus, Kyasanur Forest Discase virus a virus omské
hemoragické horecky. Kromé toho mohou byt vnaseny do vakeiny viru zluté horedky dokonce
geny z mnohem vzdalengji pibuznych viri za ugelem vytvoreni novyceh vakein.

Vyroba vakeiny a jeji pouZiti - vakeiny podle predkladaného vynilezu jsou podévany v mnozst-
vich a za pouZiti 7ptsobt, které mohou byt ihned uréeny osobou. kterd ma zkugenosti se stavem
techniky. Vakeiny mohou byt poddvany vytvareny napiiklad stejnym zplsobem. jako vakcina
Zluté horecky 17D napf.: jako vyéisténa suspenze tkané infikovaného kufeciho embrva nebo
kapalina ziskana z bundenych kultur infikovanych chimérickym virem Zluté horetky. Tudiz zivy,
oslabeny chiméricky virus je vytvofen jako sterilni vodny roztok. ktery obsahuje mezi 100
a 1 000 000 infekénich jednotek (napt.: plak tvoricich jednotek nebo infekénich davek tkanove
Kultury) v ddvee o objemu od 0.1 do 1,0 mi. aby byl poddvan napiiklad intramuskularni, podkoz-
ni nebo intradermélni cestou. Navic, protoze flaviviry mohou byt schopné infikovat lidského
hostitele pres sliznice takova, jako je oralni cesta (Gresikova ef al.. . Tick—borne Eneephalitis,
v The Arboviruses. Ecology and Epidemilogy, Monath (ed.), CRC Press, Boca Raton. Florida,
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1988. Volume IV, 177 az 203). miiZze byt virova vakcina podavana pies sliznice. aby bylo dosa-
Zzeno ochrann¢ imunitni odpovédi. Vakcina muze byt podévana jako primarni profylaktické ¢inid-
lo dospélym nebo détem v pFipadé nebezpetni MMavivirové infekce. Vakciny mohou také byt
pouzity jako sekundarni Cinidla pro lé¢bu pacienti. ktefi byly infikovani flaviviry. aby stimulova-
lv imunitni odpoveéd” proti flavivirim.

MiiZe byt zadouci pouzit vakciny vektorového systému Zluté hore¢ky pro imunizaci hostitele pro-
ti jednomu viru (napfiklad proti viru japonské encefalitidy) a pozdéji preodkovat stejného jedince
proti druhému nebo tretimu viru za pouziti odlisného chimérického konstruktu. Hlavni vyhodon
chimérickeho systému zluté horeCky je, Ze vektor nebude sam vyvolavat silnou imuniti odpo-
véd’. Ani nebude diivejsi imunita proti viru 7luté horeéky znemoziovat pouziti chimérické vakei-
ny, jako vektoru pro heterologni genovou expresi. Tyto vyhody jsou z divodu odstranéni ¢asti
E genu vakeiny Zluié horecky. ktera Koduje ncutralizujici (ochranné) antigeny 7luté horcéky,
a zaménéni za jin¢ heterologni geny, které neumoziuji kiizové ochranu proti zluté horecee.
Ackoliv nestrukturni proteiny viru YF17D mohou hrat roly v ochrané napiikiad vyvolavinim
tvorby protilatek proti NSI, které jsou obsazeny v komplementarné: dependentni protilatee zpro-
stfedkovavajici lyzi infikovanych bunék (Schlesinger er of.. J. Immunology 135:2 805-2 809),
nebo zahrnutim cytotické odpovedi T bunék na NS3 nebo jiné viralni proteiny, je nepravdépo-
dobné. ze tyto odpovédi budou rusit schopnost Zivé virové vakemy stimulovat neutralizaéni proti-
latky. Tolo je podpofeno fakty. 7 (1) jedinei, kieti byly diive infikovani JI virem. odpovidali na
vakeinaci YFI7D podebné, jako osoby. které nebyly difve JE virem infikovani. a (2) jedinci,
hiefi diive obdrzely YF 17D vakcinu odpovidali na pfeotkovani vzristajicimi titry neutralizaé-
nich protilatek (Sweet eral, AM. J.Trop. Med. Hyg. 11:562-569, 1962). Tudiz chiméricky
vektor miize byt pouzit v populacich, které jsou imunni vi¢i zlut¢ horeéee bez ohledu na pied-
chozi pFirozenou infekei nebo vakeinaci. a milze byt pouZit opakované nebo pro simultdnni imu-
nizaci nebo naslednou imunizaci fadou odlisnych konstruktd, kieré zahrnuji chiméry 7luté horeé-
Ky s inzerty znapfiklad japonské encefalitidy, St. Louis encefalitického viru nebo Zapadonil-
ského viru.

Pro vakcinagni aplikace mohou byt pouzity pomocné latky. které jsou znamé tém. kilei se
zajimaji o stav techniky. Pomocné latky. které mohou byt pouZity, aby zesilily imunogenicitu
chimérickych vakein, zahrnuji napiiklad lipozomalni formulace. syntetické pomocné litky tako-
ve, Jako jsou saponiny (napf.: QS21), muramyl dipeptid, monofosforyl lipid A nebo polyfosfazin.
Ackoliv tylo pomocné latky jsou obvykle pouZiviany pro zesileni imunitnich odpovédi u inaktivo-
vanych vakein, mohou byt také pouzity v pripade Zivych vakein, V piipadé chimérické vakeiny
dopravovan¢ pres sliznice. napiiklad ordIng. jsou pouzZitelné pomoené latky takove, jako je tepel-
né-labilni toxin 2 £, coli (LT) nebo mutantni derivaty LT. Kromé toho geny kddujici cytokiny,
ktere maji aktivitu pomocnych latek, mohou byt vneseny do vektort Zluté horecky. Tudiz geny
kodujici cytokiny takové, jako jsou GM-CSF_IL-2, IL -12, [L-13 nebo 11.-5, mohou byt vnese-
ny spoletné s heterolognimi flavivirovymi geny, aby dochazelo k produkei vakeiny. ktera ve
vysledku zesiluje imunitni odpovédi nebo zmirfiuje imunitu zaméfenou vice specificky smérem
k bunénym, humordinim nebo sliznicovym odpovédim. Kromé toho jako aplikace vakeiny tak,

Jak jim bude ten, kdo zna stav techniky ihned rozumét, mohou byt vektory podle predkladaného

vyndlezu pouzity v metodach genové terapie, aby byly zavedeny do bunék pacienta produkty
terapeutickych gend. V téchto metodach jsou geny kodujiei terapeutické genové produkty zave-
deny do vektorii, napiiklad v misté genu kédujiciho prM-E protein.

Dalsi vyhodou vektorového systému zluté horecky je, Ze se flaviviry replikuji v cytoplazmé
bunék. takze virova replikaéni strategic nezahmuje integraci virového genomu do genomu hosti-
telskych bunek (Chambers eral. (1990) Flavivirus Genome Organization, Expression. and
Replication™, v Annual Review of Microbiology 44:649-688), coz zajistuje dileZitou miru bez-
pecnosti.

Vsechny odkazy zde citované jsou zaclenény jako reference v jejich Oplnosti.
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Seznam sckvenci
(1) obecné informace

(i) prihlasovatel: OraVax, Inc.. et al.
(ii) nazev vyndlezu: CHIMERIC FLAVIVIRUS VACCINES
(iii) pocet sekvenci: 16
(iv) korespondencni adresa:
1
(a) adresa: Clark & Elbing LLLLP
(byulice: 176 Federal Strect
(¢) mésto: Boston
(d) stat: MA
3 (c)y zeme: USA

(1) smérovaci éislo: 02110
{v) forma ¢itelna pocitacem:

20 (a) typ meédia; disketa
(b) potitaé: kompatibilni s IBM
(¢) operaéni systéem: DOS

(d) software: FastSEQ pro Windows verze 2.0
23 {v1) v soucasnosti pfihlasovana data:

{a) aplikaéni Cislo:
(b) datum vypinéni: 2. brezen 1998
(¢) klasifikace:
30
{vii) diive prihlagena data:

(a) aplikaéni &islo: 08/807 445

(b) datum vyplnéni: 28. tnor 1997
(vinn) diive pithladena data:

(a} aplikaéni ¢islo: neznamé
{(b) datum vypinéni: 15. leden 1998
10
(ix) pravni zastupce/agent informace:

(a) jméno: Clark, Paul T
(b) registracni ¢islo: 30, 162
45 () odkaz/soudni ¢islo: 06132/033W02
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(x) telckomunikaéni informace:

(a) telefon: 617-428-0200
3 (b) telefax: 617-428-7045

(¢) telex:
(2) informace o SEQ ID NO: |
te (i) charakteristika sekvence:

(a) délka: 21 péru bazi
{(b) typ: nukleova kyselina
(c) fetézec: jednoduchy

13 (d) topologie: linearni
(11} typ molckuly: ¢cDNA
(xi) popis sekvence: SEQ ID NO: I;
! CACTGGOAGA GCTTGAAGGT ¢
(2) informace o SEQ ID NO: 2:

25 {1} charakieristika sckvence:

(a) délka: 25 part bazi
(b) typ: nukleova kyselina
(c) fetézece: jednoduchy
30 {d) topologie: linedrni
() typ molekuly: cDNA
(x1) popis sekvence: SEQ 1D NO: 2:
RN
AAAGCCAGTT GCAGCCGCGG TTTAA
(2) informacc o SEQ 1D NO: 3
10 (i) charaktcristika sekvence:
a) délka: 21 parii bdazi

(a

(b) typ: nukleova kyselina
(¢} fetézec: jednoduchy
{d

43 ) topologie: linearni

(1) typ molekuly: cDNA

(xi) popis sekvence: SEQ 1D NO: 3:
50

AAGGT AGACT GGTGGGCTCC C
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(2) informace o SEQ ID NO: 4:
(1Y charakteristika sekvence:

s (a) délka: 26 pari bazi
(b) typ: nukleova kyselina
(¢} Fetézec: jednoduchy

(d) topologie: linearni
o (i) typ molekuly: cDNA
(xi) popis sekvence: SEQ D NO: 4:

GATCCTCAGT ACCAACCGCG GTTTAA

K
(2) mformace o SEQ INNO: &:
(1} charakteristika sekvence:
2 (a) délka: 21 pari bazi

(b) typ: nukleova kyselina
(c) fetézec: jednoduchy

(d) topologie: lineami
25 (ii) typ molekuly: cDNA
(x1) popis sekvence: SEQ [D NO: §:

AAGGTAGATT GGTGTGCATT G

30
{2y informace o SEQ ID NO: 6:
{1} charakteristika sekvence:
35 a) délka: 26 pard bazi

{

(b) typ: nukleova kyselina
(¢) fetézec: jednoduchy
(

d) topologie: linearni
40 (1) typ molekuly: cDNA
(xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 6:

AACCCTCAGT ACCACCCGCG GTTTAA

45
(2) informace o SEQ ID NO: 7:
(1} charakteristika sekvence:
30 (a) délka: 21 pari bazi

(b) typ: nukleova kyselina

-17.




Cz 300172 B6

(c) fetézec: Jednoduchy

{d) topologse: lincarni
(ii) typ molekuly: cDNA
(x1) popis sekvence: SEQ ID NO: 7:
AAGGTGAATT GAAGTGCTCT A
I (2) informace o SEQ [D NO: 8:
(i) charakteristika sckvence:

(a) délka: 25 paru bazi
is (b) typ: nukleova kyselina
(¢) fetézec: jednoduchy

(d) topologie: linedrni
() typ molekuly: cINA
B (x1} popis sekvence: SEQ 1D NO: §:
ACCCCCAGCA CCACCCGCGG TTTAA
25 (2) informace 0 SEQ 1D NO: 9:

(i) charakteristika sekvence:

(a) délka: 21 para bazi
30 (b) tvp: nukleova kyselina
(¢) fetézec: jednoduchy

(d) topologie: lincarni
() typ molekuly: cDNA
(xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 9:
AAAAGGAACA GTTGTTCTCT A
Ay (2) informace o SEQ 1D NO:; 10:
(1} charakteristika sekvence:

(a} délka: 25 pari bazi

45 (b typ: nukleova kyselina
(¢) fetézec: jednoduchy
(d) topologie: linearni

(i) typ molckuly: cDNA
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(xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 10

ACCCOAAGTG TCAACCGCGG TTTAA
(2) informace o SEQ ID NO: 11:

(1) charakteristika sckvence:

1o (a) délka: 21 paru bazi
(b) typ: nukleova kyselina
(¢) fetézec: jednoduchy

(d) topologic: lincdrni
15 (i) typ molekuly: cDNA
(xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 11:

AACGTGAATA GTTGGATAGT C

20
(2} informace o SEQ IDNO: [2:
(i) charakteristika sckvence:
25 (a) défka: 25 part bazi

{b) typ: nukleova kyselina
() fetézec: jednoduchy

(d) topologie: linearni
s {i) typ molekuly: cDNA
{(xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 12:

ACCOTTGOGTC GCACCCGCGG TTTAA

(2} informace o SEQ ID NO: [3:
(1) charakteristika sekvence:
40 (a) délka: 21 parh bazi

{b) typ: hukleova kyselina
(¢) fetézec: jednoduchy

(d) topologic: imearni
5 (i) typ molekuly: cDNA
(x1) popis sckvence: SEQ ID NO: 13:

AATTTCGAAA GGTGGAAGGT C
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(2) informace o SLQ {D NO: 14
(i) charakteristika sckvence:

{a) délka: 26 par( bazi
(b) typ: nukleova kyselina
(c) Fetézec: jednoduchy

(d) topologie: linearni
(it) typ molekuly: c[INA
(xi} popis sekvence: SEQ D NO: 14:
GACCGOGTGTT TACAGCCGCG GTTTAA
(2) informace o SEQ ID NO: 15:
(1) charakteristika sekvence:

{a) délka: 21 para bazi
(b) typ: nukleova kyselina
(c) fetézec: jednoduchy

(d) topologie: linearni
(i1) typ molekuly: cDNA
(xi) popis sckvence: SEQ 1D NOx: 15:
TACTGCGAAC GACGTTGCCAC
(2y informace o SEQ ID NO: 16:
(1} charakieristika sckvence:

(a) délka: 25 par( béazi
(b) typ: nukleova kyselina
{c} retézee: Jednoduchy

(d) topologie: lincarni
(i} typ molekuly: ¢eDNA
(xi} popis sekvence: SEQ ID NO: 16:

ACTGGUGAACC TCACCCGCGG TTTAA
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PATENTOVE NAROKY

1. Chiméricky zivy, infckéni, oslabeny virus, ktery zahrnuje virus Zluté horecky. ve kterém je
nukleotidova sekvence kodujici prM-E protein bud’ deletovana. oklesténa. nebo zmutovana.
takze neni exprimovan funkéni prM- E protein viru 7luté horecky. a do genomu tohoto viru Zlutc
hore¢ky je integrovana nukleotidova sekvence kodujict prM-F protein druhého, odlidncho flavi-
viru. takze prM-T. protein tohote druhého Maviviru exprimovan je. pfitemz jsou signdlni sekven-
ce v C/prM a F/NSI spojenich udrzovany v konstrukei zminéncho chimérického flaviviru.

2. Chiméricky virus podle naroku 1, kde druhym flavivirem je virus japonské encefalitidy (JE).

3. Chiméricky virus podle naroku 1. kde druhym flavivirem je virus denguc vybrany ze skupi-
ny zahrnujici typy vird dengue | az 4.

4. Chiméricky virus podle naroku 1, kde druhy virus je vybran ze skupiny zahrnujici Murray
Valley encefaliticky virus, St. Louis encefaliticky virus, Zapadonilsky virus, virus klistové ence-
[alitidy. viry hepatitidy C, Kunjin virus. stiedoevropsky encefaliticky virus, rusky jaroletni ence-
faliticky virus, Powassan virus, Kyasanur Forest Disease virus a virus omské hemoragick¢ horeeé-
Ky.

5. Chiméricky virus podle naroku 1. kde nukleotidova sekvence kodujici prM E protein druhe-
ho, odlisného flaviviru, nahrazuje nukleotidovou sekvenci kodujici prM-F protein viru zluté
horecky.

6. Chiméricky virus podle naroku |, kde nukleotidovi sekvence kodujici prM-T protein druhe-
ho. odlisného Naviviru. obsahuje mutaci. kterd zabranuje $tépeni prM. aby mohlo dojit k produk-
¢i M proteinu.

7. Pouziti chimérického Zivého, inlekéniho oslabeného viru pro piipravu léCiva pro prevenci
nebo lé¢bu flavivirovych infekei u pacienti. pricemz chiméricky. zivy. infekénf oslabeny virus
rahrnuje virus Zluté horecky, ve kterém je nukleotidova sekvence kodujici prM-E protein bud
deletovana. oklesténa, nebo zmutovana, takze neni exprimovan funkéni prM-E protein viru Zluté
horetky, a do genomu tohoto viru Zlut¢ horecky je integrovana nukleotidova sekvence kodujici
prtM-L protein druhého, odlisného flaviviru, takze prM-E protein tohoto druhého flavivire expri-
movan je. pricemz jsou signalni sekvence v C/prM a E/NSI1 spojenich udrzovany v konstruker
zminéného chimérick¢ho fMaviviru.

8. Pouziti podle naroku 7, kde druhym flavivirem je virus japonske encefahitidy (JL5).

9.  Pouziti podle naroku 7. kde druhym flavivirem je virus dengue vybrany ze skupiny zahrnuji-
¢i typy virt dengue | az 4.

10. Pouziti podle naroku 7, kde druhy flavivirus je vybran ze skupiny zahrnujici Murray Valley
encelaliticky virus, St. Louis encefaliticky virus, Zapadonilsky virus, virus kli§tové encefalitidy,
viry hepatitidy C, Kunjin virus, sticdoevropsky encefaliticky virus, rusky jaro- letni encefaliticky
virus, Powassan virus, Kyasanur Forest Disease virus a virus omshé hemoragické horeChy.

1. Pouziti podle naroku 7, kde nukleotidova sekvence kodujici prM E protein druhého. odlis-
ného flaviviru, nahrazuje nukleotidovou sekvenci kddujict prM—E protein virus zluté horecky.

12. Pouziti podie naroku 7. kde nukleotidova sekvence kodujici prM--E protein druhého, odlis-
ného flaviviru. obsahuje mutaci, ktera zabrariuje $tépeni prM, aby mohlo dojit k produket M pro-
teinu.
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13. Molekula nuklcové kyseliny kédujici chiméricky zivy, infekéni oslabeny virus, pficemz
virus zahrnuje virus zhité horecky. ve kierém je nukleotidova sekvence kodujici prM-E protein
bud’ deletovana, oklesténa, nebo zmutovana, takze neni exprimovan funkéni prM-E protein viru
7luté horecky. a do genomu tohoto viru Zluté horecky je integrovana nukleotidova sekvence
kodujici prM-E protein druhého. odlisného flaviviru, takze prM-E protein tohoto druheho flavi-
viru exprimovan je, piiéemz jsou signalni sekvence v C/prM a E/NSI spojenich udrzovany
v konstrukei zminéného chimérického flaviviru.

14. Molekula nukleové kyseliny podle naroku 13, kde druhym flavivirem je virus japonské
encefalitidy (JE).

15. Molckula nukleové kyseliny podle naroku 13. kde druhym flavivirem je virus dengue vybra-
nv ze skupiny zahrnujici typy vir( dengue | az 4.

16. Molekula nukleové kyseliny podle niroku 13, kde druhy flavivirus je vybran ze skupiny
zahmujici Murray Valley encefaliticky virus. St. Louis cncefaliticky virus, Zapadonilsky virus.
virus kligtové encefalitidy, viry hepatitidy C, Kunjin virus. stfedoevropshy encefaliticky virus.
rusky jaro letni encefaliticky virus, Powassan virus, Kyasanur Forest Discase virus a virus omské
hemoragickée horecky.

17. Molekula nukleové kyseliny podle naroku 13, kde nukleotidova sekvence kodujici prM-
E protein druhého, odlisného flaviviru, nahrazuje nukleotidovou sekvenci kodujici prM-E protein
virus 7luté horecky.

18. Molckula nukleové kyseliny podle naroku 13, kde nukleotidova sekvence kodujici prM-

E protein druhého, odlisného MMaviviru, obsahuje mutaci, kterd zabrafuje $tépeni prM. aby mohlo
dojit k produkei M proteinu.
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ANALYZA MySI NEUROVIRULENCE
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Obr. 4
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