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VAKCINOS PRIES AIDS VIRUSA GAMYBOS BODAS
Isradime apraSomas vakcinos prie$ AIDS virusa gamybos bidas.

Igytas imunodeficito sindromas (AIDS) yra pasaulinés svarbos
virusinis susirgimas. Susirgimg sukelia retrovirusas, '
vadinamas Zmogaus imunodeficito virusu (Z1V), dar vadinamas
limfadenopatijos virusu (LAV) (Barre-Sinoussi et al. 1983),
zmogaus T lasteliy leukemijos III tipo virusu (HTLV-I1II)
(Popovic et al. 1984) arba AIDS virusu (Levy et al. 1984). Kail
kuriy AIDS virusy struktira ir geno sandara buvo nustatyta
remiantis visa nukleotidy seka bei tiesioginiu viruso baltymy

sekvenavimu.

Apvalkalo baltymas yra labiausiai tinkamas kandidatas kuriant
vakcing prie$ AIDS bei diagnozavimo testa (Francis et al.
1985) . Antikiinai prie$ apvalkalo baltymus paprastail aptinkami
sergané&iy AIDS pacienty serume (Robey, et al 1985). Be to,
apvalkalo glikoproteinai yra pagrindinis AIDS viruso antigena:s
(Barin et al. 1985).

Galimybeé sukurti efekty&iq vakcing pried AIDS priklauso nuo
galimybés pagaminti didelius kiekius saugaus antigeno, kuris,
suleistas i Zmogaus organizmg, stimuliuoty apsauginio
imuniteto susidarymg. Antigeno gamybai labiausiai tinka
rekombinantinés DNR technologija, kuri, kai gerai zZinoma,
leidZia gaminti didelius kiekius saugiu ir nebrangiy
T
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imunogenﬁ. Pasirenkant rekombinantine (bakterijy, mieliy ar
kity eukariotiniy lasteliy) sistemg, reikia atsiZvelgti i

tokius teiginius:

- ZIV apvalkalo glikoproteinas specifi3kai procesuojamas
glikozilinant ir skaldant. Rekombinantiné sistema turi
pajégti procesuoti geno produkta pageidaujamu bidu.

- bakterijy ir mieliy lgstelés prastai glikozilina jy
ekspresuojamus baltymus.

- nors zinduoliy lastelés atrodo esa tinkami ekspresijos
vektoriai, taciau juy trikumas tas, kad jose yra daug
nepageidaujamy imunoreaktyviy antigeny, be to, gali bati
papildomy agenty.

Bakuloviruso ekspresijos sistema yra patraukli ir reali

galimybé gaminti aktyvy ZIV apvalkalo imunogensg,.

Bakulovirusai gali bGti naudojami kaip itin efektyvis
eukariotinial klonavimo ir ekspresijos vektoriai
rekombinantiniy baltymy gamybai kultivuojamose vabzdZiy
lastelése.

Bakulovirusai atitinka visus reikalavimus kaip eukariotiniai
klonavimo ir ekspresijos vektoriai. Bakulovirusai yra saugis,
nes jy Seimininkais gali b@ti tik nariuotakojai (Arthropodes),
juose galima patalpinti labai dideli, kieki egzogeninés DNR, Jju
lgsteliy kultlros sistema yra nepavojinga, netransformuojama
ir efektyvi, jie turi labai efektyvy poliedrino promotoriy,
kuris yra aktyvesnis negu bet koks kitas Zinomas promotorius

uzkréstose virusu eukarioty lastelése.

Bakuloviruso sistema turi daug pranadumy gaminant
polipeptidus, skirtus diagnostikai. Dauguma Zmoniy ir gyviny
paprastai turi antikinus, kurie reaguoja su bakterijy, mieliy

bei heterologiniais histosuderinamumo antigenais. Tokiy
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antikiny buvimas sumaZina diagnostiniy procediiry patikimuma,
nes salygoja klaidingas teigiamas reakcijas su priemaiSiniais
bakterijy, mieliy ir Zinduoliy béltymais, esanCiais
preparatuose, pagamintuose atitinkamose ekspresijos sistemose.
Nedidelé tikimybeé, kad Zmonés ir gyvinai bty imunologiniu
aspektu susitike su Zvynuotasparniy drugiy (Lepidoptery)
lastelemis arba bakuloviruso antigenais. Dirbant su
lepidoptery lastelémis ir bakulovirusais, naudojamais Sioje
sistemoje rekombinantiniy baltymy gamybai, greiCiausiai nekils
problemy dél priemaiSiniy antigeny, kuriuos paprastai
atpazista antikiinai, natQraliai esantys Zmoniy ar gyviny
organizmuose. Todel Zvynuotasparniy drugiy lasteliy arba
bakulovirusy kilmés priemai$os neturety sukelti klaidingos
teigiamos reakcijos diagnostinése procedirose, kuriose
naudojami rekombinantiniai antigenai, pagaminti Sioje

sistemoje.

Viename $io iSradimo modelyje naudojamas bakuloviruso

Autcgrapha californica branduolinés poliedrozés virusas

(ACMNPV) . Promotoriaus, naudojamo ekspresijai, seka yra i$
poliedrino geno (occ), priklausancio Siam virusui. AcMNPV ir

rekombinantinio viruso méginiai buvo kultivuojami Spodoptera

frugiperda (Zolinio pelédgalvio) lastelése. Rekombinantinis
kamienas buvo sukonstruotas su Pn geno delecija, todel
rekombinantinis virusas yra occ”. Tai leidZia lengvai
identifikuoti rekombinantinius virusus pagal plokSteliy
morfologijg. Karta i3skirtas, rekombinantinis bakulovirusas
gali biti panaudotas permisyvinei arba semipermisyvinei
populiacijal uZkreésti, kuri kultivuojama kaip lasteliu linija

arba viso vabzdZio dalis.

lterpimo vektoriy konstravimas

Svetima baltyms koduojanéios sekos klonavimui ir ekspresijai
bakuloviruso vextoriuje bGtina, kad koduojanti seka bty
iSlygiuota su poliedrino promotoriumi ir auk3tesnémis sekomis

ir 1% kitos puses su sutrumpintomis poliedrinag koduoZandiomis
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sekomis taip, kad homologinis rekombinavimas su bakuloviruso
genomu leisty perkelti svetimg koduojanéia seka, i3lygiuota
su poliedrino promotoriumi ir neaktyviu poliedrino genu.

AIDS env geno konstrukcijai buvo naudojami jvairiis jterpimo
vektoriai. Kiekvienas i3 Zemiau apradyty ijterpimo vektoriy
buvo konstruojamas taip, kad pateikty ATG transliacinj
iniciacijos kodong. Svetimy seky iterpimas i $iuos vektorius
turi bati taip atliekamas, kad transliacijos remelis, pradetas
iniciacijos kodono, i$liktu nepaZeistas einant per visas

svetimas sekas.

Sio i3radimo praktinés detalés yra pateikiamos Zemiau su

nuoroda j pridedamus paveikslus.

Pav. 1 pateiktos LAV-la izoliato geno viso ilgio apvalkalo
nukleotidy seka. Nukleotidy seka parodyta kartu su numatoma
amino rugsc¢iy seka. Informacija apie sekas buvo gauta i8
GENBANK. Nukleotidai numeruojami pradedant pirmuocju
nukleotidu, priklausanc¢iu spéjamam ATG iniciacijos kodonui.
Amino ragstys numeruojaﬁos pradedant ATG iniciacijos kodonu.
Regionai, atitinkantys signalini peptida, ekstralastelinj
glikoproteinsg (gpl20) bei transmembranini, glikoproteing (gp4l)
yra parodyti kartu su pasitGlytomis peptido skaldymo vietomis
ir asparagino tipo glikozilinimo vietomis. Tinkami

restrikcijos fermenty saitai pazyméti po nukleotidy seka.

Pav. 2, sudarytas i§ Pav. 2A ir Pav.2B, iliustruoja
rekombinantiniy plazmidziy pl6l4 ir pl774 struktirgy.
Plazmidéje pl774 yra visa LAV env geng koduojanti seka.
Plazmideé buvo konstruojama dviem stadijom: (a) LAV env geno
Kpnl fragmentas, sudarytas i8 2686 bp, isskirtas i3 pl6l4 ir
klonuotas i pUC18 Kpnl saita taip, kad pUCl8 Smal saitas btty
aukS€iau uz env geno seka; (b)121 bp sintetinis oligomeras
buvo liguojamas su Smal saitu, siekiant gauti bukus galus.
Rodyklemis pe:i r2tas koduojanciy seky poliariskumas. Parodyti
ir svarbiy restrikcijos endonukleaziy saitai. §intetiniq
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oligomery nukleotidy seka $iam i3radimui buvo susintetinta
Pharmacia Gene Assembler aparatu, remiantis numatyta LAV
regiono amino rog3¢iy seka, naudojant daZniau pasitaikané&ius

poliedrino gene kodonus.

Pav. 3, sudarytas i% Pav. 3A, Pav.3B ir Pav. 3C, iliustruoja
jterpimo vektoriy struktiira. Iterpimo vektoriai MGS-3, MGS-
3+2, MGS-4 ir MGS-5 yra pateikti paZymint svarbiy restrikcijos
endonukleaziuy saitus ir nukleotidy seka. Promotoriy seky
poliariSkumas orientuotas i§ kairés i de3ine.

Pav. 4 parodyta gpl60 pirmtako numatyta antriné struktara ir
hidrofiliSkumo profilis, gauti kompiuterinés analizés metodais

pagal Chow ir Fastman programa (1974, Biochemistry 13.222).

Pav. 5 pateikti jvairlis rekombinantiniy vektoriy konstravimo
bidai. Parodytos plazmidés yra apraSytos arba paZymétos
raidémis (e.g., A), kurios atitinka konstrukcijas, aprasytas

Lentelése 1 ir 2.

Lterpimo vektorius MGS-1 sudarytas i% tokiy struktdriniy
fragmenty: (Zr. Pav. 3): 4000 bp seka vir$ poliedrino geno ATC
iniciacijos kodono; polilinkeris, jvestas sait-mutagenezés
bldu, sudarytas i3 ATG iniciacijos kodono, ir Smal ir KpnI
restrikcijos saitai; 1700 bp seka, esanti nuo KpnI
restrikcijos saito (poliedrino geno viduje) iki galinio EcoR:
restrikcijos saito EcoRI-I klone.

Insercijos vektorius MGS-3 yra identiskas MGS-1, iSskyrus tai,
kad polilinkeris sudarytas i§ restrikcijos saity Smal, KpnlI,

BglII ir universalaus stop kodono segmento.

Insercijos vektorius MGS-3+2 yra identidkas MGS-3, iSskyrus
tai, kad jo sudétyje MGS-3 padétyje +3 yra dvi papildomos
citozino liekanos ir triksta vienos guanozino liekanos MGS-3
padety-= -4. Del to kodony rémelis pasistumia per vieng
nukleotica i MGS-3 puse.
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Insercijos vektoriaus MGS-4 struktiira yra tokia pati, kaip ir
jau aprasytojo MGS-3, isskyrus tai, kad jame panaudotas
sintetinis polilinkeris, kuriame yra sekos, koduojancios
pirmas 10 amino r4gs8c¢iy i$ poliedrino geno N galo, bei SmalI,
KpnI, BglII restrikcijos saitai ir universalus stop-kodono
segmentas. Sis vektorius buvo sukonstruotas atsiZvelgiant i
ankscCiau pastebeta reiskini (Smith et al. 1983), kad
ekspresijos lygis Zymiai pakyla, jei pirmy 14 amino ragscdiy
kodonai, priklausantys poliedrino geno N galui, yra sulydomi

su svetimo geno N galu.

Insercijos vektoriaus MGS-5 struktira yra tokia pati, kaip ir
jau apraSytojo MGS-3, isskyrus tai, kad jame panaudotas

sintetinis polilinkeris, kuriame yra sekos, koduojandios

- nuskeliamg IL-2 signalini peptidg, bei EcoRI, KpnI, BglII

restrikcijos saitai ir universalus stop-kodono segmentas. 3Sis
vektorius buvo panaudotas, siekiant pateikti vidines ZIV env
sekas su peptidinio signalo seka, kuri, pasirodo, efektyviai
atpazistama vabzdZiy lastelése ir i3 jy pa3alinama (Smith et
al. 1985).

Bakulovirusy rekombinanty, turindiy LAV koduojaniias sekas,

konstravimas

Panaudota rekombinantiné plazmideé, Zymima NA-2, kuri sudaryta
i5 21.8 Kb AIDS proviruso segmento, jterpto i pUCl8. Yra
zinoma, kad $is klonas yra uZkrediantis, nes gali gaminti
virusa po kal kuriy Zmogaus lasteliy transfekcijos. Visos
apvalkalo geno sekos, esandios NA-2, buvo gautos i3 ZIV LAV
kamieno (Barre-Sinoussi et al. 1983).

LAV apvalkalo geno atviras skaitymo rémelis koduoja 861 amino
rigsti, pradedant nuo Met kodono (Wain-Hobson et al. 1985).
HTLV-III SHIO kamiene yra 856 kodonai (Starich et al. 1986).
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Signalinio peptido seka sudaryta i% 30 amino rigiciy (2 i$ juy
skiriasi nuo atitinkamy rtgséiy i3 BHIO), ekstralasteline
dalis sudaryta i$§ 486 amino rtg3&iy (14 i3 jy skiriasi nuo
atitinkamy rag$c¢iy i3-BHIO), o transmembraninis regionas
sudarytas i85 345 amino rGigs8¢iy (5 13 juy skiriasi nuo
atitinkamy rug$§c¢iy i% BHIO). Pav. 1 3iuose tyrimuose pateikta
naudojamy LAV env geno nukleotidy seka ir numatyta amino
rigséiy seka. Amino rig3tys sunumeruotos pradedant nuo
prognozuojamo Met iniciacijos kodono. Tekste nurodomos amino

rug8tys atitinka numerius, pateiktus Pav. 1.

Be viso gpl60 baltymo, buvo nuspresta ekspresuoti dar kelis
ZIv -env geno domenus. Tai padaryta dél keliy prieZasdiuy,
viena juy - baltymo struktlira, kita - pasirode prane$imai apie
apie AIDS virusy izoliaty heterogenidkuma (Benn et al. 1985,
Hahn et al. 1985). Buvo panaudota kompiuteriné programa,
prognozuojanti baltymy antrine struktiirg bei hidrofiliskumg
(Chow and Fastman 1984). I8analizavus pasirodé (Pav. 4), kad
kai kurie hidrofiliniai domenai turi B linkius. Parodyta, kad
tokie domenai yra asocijuoti su antigeniniais epitopais ir
struktiry iSsidéstymu (Westhoff et al. 1984). Remiantis Siais
rezultatais ir turint patogius restrikcijos saitus, buvo
nusprgsta ekspresuoti kelias apvalkalo baltymo C gale esandias
sutrumpintas formas, pateiktas Pav. 4. 8iy konstrukcijy
pranasSumas yra tai, kad, pradedant nuo C galinio hidrofobinio
domeno, gautos progresuojanios delecijos. Be to, buvo
nuspresta ekspresuoti regiong, apsupta gp4l koduojanciomis
sekomis. MaZiausiai du (2) imunodominantiniai epitopai yra
regionuose, kurie numatyti ekspresuoti. Sioms konstrukcijoms
sukurtas vektorius, turintis nuskeliamg IL-2 geno signalg.
Nesenial parodyta, kad IL-2 signalinis peptidas sglygoja
taisyklingg IL-2 geno lastelinio procesingo asociacijg
ekspresuojant ji rekombinantinio bakuloviruso genomo
uzkréstose lastelése (Smith et al. 1985).

ZIV-env seky klonavimo strategiza pateikta Pav. 5.

P : EE SRR — |
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I5 pradZiy apvalkalo genas buvo iSskirtas i% NA-2 kaip 3846 bp
EcoRI/SacI restrikcijos fragmentas ir klonuotas i pUC19
EcoRI/SacI restrikcijos saita. Gauta plazmidé Zymima p708. Po
to apvalkalo genas iSskiriamas kaip KpnI restrikcijos
fragmentas ir klonuojamas i pUC18 KpnI restrikcijos saita.
Gautas klonas Zymimas pl6l4 (Zr. Pav. 2A). Siame KpnI
restrikcijos fragmente yra Ziek tiek sutrumpintas apvalkalo
geno fragmentas, todél triksta atitinkamos 121 bp N galo
sekos. Vietoj trikstamos geno dalies,. kurioje yra signalinio
peptido sekos, buvo iterptas dvigrandis sintetinis
oligomeras, sukonstruotas pagal LAV amino rags$&iy seka,
naudojant daZniausiai pasitaikanéius poliedrino geno kodonus.
Siekiant palengvinti tolesnes manipuliacijas, vietoje ATG
iniciacijos kodono kartu jterpiama nauja Smal restrikcijos
seka. ATG iniciacijos kodonas pateikiamas kartu su jterpimo
vektoriumi. Gauta plazmidé Zymima pl774 ir pateikta Pav. 2B.

Restrikcijos fragmentai i5 pl774, turintys jivairiuy domeny
kodony sekas i3 AIDS apvalkalo, buvo klonuojami i MGS

vektorius taip, kad iterpimo vektoriaus ATG iniciacijos
kodonas bity viename rémelyje su apvalkalo geno kodonais.

Taip pagamintos konstrukcijos parodytos Pav. 5.

A. Viso ilgio gpl60 klonuojama kaip Smal/dalinis KpnI skaldymo
fragmentas i MGS-3 jo Smal saite. Siame klone yra visos gpl60
koduojancCios sekos ir naudojamas autenti3kas transliacijos

terminavimo kodonas.

Al. Viso ilgio gpl60 klonuojama kaip Smal/dalinis KpnI
skaldymo fragmentas i MGS-4 jo SmaI/KpnI saite. Siame klone
yra visos gplé60 koduojanfios sekos ir naudojamas autentiskas

transliacijos terminavimo kodonas.

B. Sutrumpintas gpl60 klonuojamas kaip SmaI/BamHI restrikcijos
fragmentas i MGS-3 jo Smal/BglIl restrikcijos saite. Siame
klone yra gpl60 koduojancic  sekos nuo 1 iki 757 amino
rigsSties ir naudojamas MGS-s _vektoriaus terminavimo kodonas.

- LA
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Bl. Sutrumpintas gpl60 klonuojamas kaip Smal/BamHI
restrikcijos fragmentas i MGS-4 jo SmaI/BglII restrikcijos
saite. Siame klone yra gpl60 koduojan&ios sekos nuo 1 iki 757
amino ridgS8ties ir naudojamas MGS-4 vektoriaus terminavimo

kodonas.

C. Sutrumpintas gpl60, klonuotas kaip Smal/uZpildytas HindIII
restrikcijos fragmentas i MGS-3 jo Smal saite. Siame klone yra
gplé60 koduojanCios sekos nuo 1 iki 645 amino ragsties ir

naudojamas MGS-3 vektoriaus terminavimo kodonas.

D. Viso ilgio gpl20, klonuota kaip Smal/dalinis BglII
restrikcijos fragmentas, prie kurio prijungtas sintetinis DNR
linkeris ties BglII saitu siekiant uZpildyti sekg nuo BglII
saito (ties 472 amino rOg3ties kodonu) iki paskutinio C galo
kodono baltyme gpl20. Siame klone yra sekos 1 iki 516 amino
rugsties, atstovaujancios visg gpl20 koduojanéig sekg.
Transliacijos pabaiga yra ties TAA, kuris yra MGS-3
vektoriuje.

F. Sutrumpintas gpl20, klonuotas kaip SmaI/BglII restrikcijos
fragmentas i MGS-3 Smal/BglIIl saitg. Siame klone yra sekos,
koduojancios nuo 1 iki 645 amino rag3ties, ir naudojamas MGS-:

vektoriaus terminavimo kodonas.

G. Sutrumpintas gpl20, klonuotas ka-o Smal/Dral restrikcijos
fragmentas i MGS-3 Smal saitg. Siame klone yra sekos,
koduojanc¢ios nuo 1 iki 129 amino rig3ties, ir naudojamas MGS-.

vektoriaus terminavimo kodonas.

H. AukSciau pateikta Smal/Dral konszrukcija, kurioje sekos,
koduojanéios HBsAg, iterptos kaip BamHII fragmentas i BglII
saitg, esanti Zemiau uZ vektoriu. Z£-s klonas turi sekas,

koduojancias pirmasias gplz0 129 i zalo amino rtg8tis, bei

tollau esanCias rémelyje sekas, xsi.2jancias HBsAg.

VAL ... .Rag)
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I. gp4l klonuota kaip BglII restrikcijos fragmentas j
vektoriaus MGS-3 BglII saita. Siame klone yra sekos,
koduojanéios amino rigstis nuo 472 iki gpl60 C galo paskutineés

rigsties.

J. gp4l klonuota kaip Smal/Kpnl fragmentas, i3skirtas i3% P3156
ir klonuotas i MGS-5 vektoriy ties paruoitu EcoRI saitu ir
Kpnl saitu. 8Siame klone yra sekos, koduojanéios IL-2
signalinio peptido sekg, kuri sulieta su sekomis,
koduojanciomis amino rugstis nuo 473 iki gpl60 C galo

paskutinés rigsties.

K. Sutrumpintas gp4l, klonuotas kaip BglII/BamHI fragmentas i
MGS-3 BglII saita. Siame klone yra sekos, koduojanéios gpl60
amino ragS8tis nuo 472 iki 757 ir naudojamas vektoriaus MGS-3

terminavimo kodonas.

L. Sutrumpintas gp41l, klonuotas kaip KpnI/BamHI fragmentas,
i8skirtas i8 p3166 ir klonuotas i pMGS-5 KpnI/BamHI saitg.

Siame klone yra sekos, koduojanc¢ios IL-2 signalinio peptido
seka, kuri sulieta su sekomis, koduojandiomis gpl60 amino

ragstis nuo 472 iki 757.

Rekombinantinio bakuloviruso paruodimas ir selekcija

Z1V env geno rekombinacijos plazmidés i3sodinamos kalcio
fosfatu su AcCMNPV ir pridedamos i, neuZkréstas Spodoptera
frugiperda lasteles. Chimeriniai genai po to buvo jterpti i

AcMNPV genomg naudojantis homologine rekombinacija.
Rexombinantinis virusas identifikuotas pagal occ™ lizeés démiuy
morfologija. Tokios lizes démés pasiZymi identifikuojamu
citopatiniu efektu, ta&iau be branduolio okliuzijos. Siekiant
gaiti rekombinantini virusag, atliekami du prapildomi gryninima:
panaudojant lizavimg. Rekombinantiné virusine DNR analizuojame
ie3kant ZIV env  seky sait-specifinio intarpo, lyginant juy
restrikcijos ir hibridizavimo charakteristikas su laukinio

tioo virusine DNR.

————— . 47 1 P <
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7IV env ekspresija i3 rekombinantiniy bakulovirusy uZkréstose

vabzdZiy lastelése -
ZIV env ekspresijos metu i§ rekombinantiniy bakulovirusy
uzkréstose vabzdZiuy lastelése vyksta pirminio transliacijos

produkto - pre-probaltymo, turin€io visas koduojamas amino
rugstis pradedant nuo ekspresijos vektoriaus ATG iniciacijos
kodono einant Zemyn nuo poliedrino promotoriaus._éis pirminis
produktas sudarytas i35 amino rigsc¢iy, atitinkanciy
rekombinacijos vektoriaus kodonus. PavyzdZiui, konstrukcijos 2
pirmines transliacijos produkto N gale yra tokia seka: Met-
Pro-Gly-Arg-Val. Met-Pro-Gly kodonai atsiranda del klonavimo

strategijos.

Del dviejuy potencialiy procesingo saity, ties kuriais
nuskeliamas env pirmtakas glikoproteinas, 15 pradZiy
paSalinama 10 amino rig$ciy, priklausanc¢iy N galo signaliniam
peptidui, po to susidaro didelis transmembraninis baltymas,
sudarytas 13 345 amino rug$ciy ir ekstralgsteline dalis,
sudaryta 15 486 amino rag$c¢iy. Paprastai manoma, kad
signalinio peptido atpaZinimas ir nuskélimas yra bitina salyg

efektyviam lgsteliy procesingui.

Siekiant nustatyti ZIV env geno sekos ekspresija i%
rekombinantinio bakuloviruso, vabdZiu lasteliy kulti@ira buvo
uzkreésta jvairiais rekombinantiniais virusais, pridedant
uzkréetimo pabaigoje 35S—metionino, 35s-cistino arba 3H-
manozés. Zyméti lasteliy ekstraktai buvo analizuojami SDS
poliakrilamido gelyje elektroforezeés metodu (PAGE) ir

autoradiografijos metodu.

Buvo naudojami trys serumo tipai siekiant jrodyti
rekombinantinio baltymo, gaminamo ZIV rekombinantiniu

bakulovirusn Zkréstose vabzdziu lastelése, autentidkuma:
e | " URAS|
VAL L O ;,;,.-—4
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1. ZIV teigiamas Zmogaus serumas, gautas i% Susirgimy

kontrolés centro (Center for Disease Control, CDC,
Atlanta,Georgia) ir ZIV teigiamas palyginamasis standartas.

2. ZIV neigiamas Zmogaus serumas, taip pat gautas i3

Susirgimy kontrolés centro kaip ZIV neigiamas palyginamasis

standartas.

3. polikloniniai antiktnai, sukelti ozkose pries gelyje

iSgrynintg gpl20 apvalkalo baltymg, pagaminta i3 iSgryninto

uzkrec¢ianc¢io HTLV-III viruso.

Rezultatai pateikti Lentelése 1 ir 2:

Lentele 1
Terpée

Izoliato nr. Apradymas ZIV-neigq. ZIV-teig. gpl20-teigq.

Kontrolé

neuzkr. Sf last. - - -

uzkr. last. - - -

Rekombinantai

A. 2863 visas gplé0 - + +
1-861

Al. 3715 nd. nd nd

B. 3046 sutrump.gpl60 - + +
1-757

Bl. 3540 nd nd nd

C. 3774 sutrump.gpl60 nd nd nd
1-645

D. 4646 gpl20, 1-516 nd / nd nd

E. 2040 sutrump.gpl20 - + +
1-472

T, 2165 sutrump.gpl20 - + +/-

‘ 1-279

G. 21¢6 sutrump.gpl20 - - -
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1-129

a.r.1-129 nd
sulietos su HBsAg
gp4l, 472-861 -
IL-2 sign. seka/ nd
gp4l

sutrump. gp4l -
472-757

IL-2 sign. seka/ -
sutrump. gp4l

VAL

L e SN

nd

nd

nd

nd

A



10

15

20

25

30

35

Lentele 2

-14-

Izoliaty, prognozuojamy ir gauty rezultaty suvestiné

D

Prognozuojamas dydis 2
Konstrukcija/ Apvalkalo amino negliko- gliko- IZmatuotas3
izoliato nr. rﬁgétysz zilintas zilinta dydis
A. 2863 visas gplé0 93200 160000 160000
1-861 56000 120000 120000
37000 41000 41000
Al. 3715 kaip A kaip A kaip A
B. 3046 sutrumpint.gp-160 82000 150000 150000
1-757 56000 120000 120000
26000 30000 30000
Bl. 3540 kaip B kaip B kaip B
C. 3774 sutrumpint.gp-160 69000 130000
1-645 56000 120000
14000 18000
D. 4646 gpl20, 1-516 56000 120000 ND
E. 2040 sutr. gpl20 51000 110000 110000
1-472 90000
F. 2165 sutr. gpl20 30000 60000 60000
1-279
G. 2196 sutr. gpl20 12000 15000 15000
1-129
H. 3076 a.r.1-129 35000 40000
sulietos su HBsAg
I. 3156 gp4l, 472-861 42000 46000
J. 4585 1IL-2 sign.pept/ 42000 46000 ND
gp4l
K. 3166 sutrump. gp4l 30000 33000 ND
472-757
L. IL-2 sign.pept/ 30000 33000 ND
s trump. gpdl
i as

Broim o

!
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1. Amino r4gsC€iy liekanos, kuriy buvimas pre-pro-gene
prognozuojamas pagal nukleotidy seks.

2. Nustatyta pagal esamy amino rig3&iy liekanas ir
prognozuojamas procesuotas formas.

3. Pagrindiniai imuniZkai aktyvis peptidai.

Rekombinantiniai gpl60 baltymai sékmingai naudojami
standartiniuose diagnostiniuose testuose, pavyzdZiui, ELISA ir
radioimunoprecipitacijos teste, papildanéiuose Western blot

analize.

ZIV APVALKALO BALTYMU GRYNINIMAS

Rekombinantiniai ZIV apvalkalo baltymai gaminami S. frugiperde
lastelése praéjus 4-5 dienoms po uZkrétimo ZIV rekombinantiniu
AcNPV virusu. DidZioji dalis ekspresuoty baltymy yra
asocijuoti su uzZkréstomis lgstelémis. Visi &ia apradyti ZIV
apvalkalo geno produktai pasiZymi panaZiomis savybémis: visi
Sie baltymai i% pradZiy asocijuoti su lgstelémis ir yra
glikozolinti, todél ZIV apvalkalo geno produkty, aprasytuy
Sioje paraiskoje bei analogiZkose konstrukcijose, gryninimui
galima naudoti ta pati gryninimo metoda. Toliau pateikiamas
rekombinantinio gpl60 baltymo, pagaminto i% ekspresijos

vektoriaus Ac3046, gryninimo pavyzdys.

S. frugiperda lgstelés uZkrediamos rekombinantiniu Ac3046.
Praéjus 4-5 dienoms po uZkrétimo, lasteles surenkamos ir
perplaunamos, siekiant atskirti jas nuo lasteliy kultidiros
terpés. I8 pradZiy, naudojant standartines procediiras,
lastelés isskiriamos i branduolio ir citoplazminiy membrany
frakcijas. Glikoproteiny frakcija, kurioje yra baltymas gpléC
soliubilizuojama Zinomais bdais ir glikoproteinai gryninami,
naudojant les$iy lektiny afinineés chromatografijos metods.
Baltymas gplé60 yra glikoproteiny frakcijoje, 38ioje stadijoje
jo kiekis sudaro 25-50% visy frakci-os baltymy (NDS
poliakrilamido gelio analizeés Zuomen-mis) . Siekiant gauti
grynesni gplé60, glikoproteiny “rakciza leidZiama per skysciuy

N
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chromatografijos kolonéle, uZpildyta molekuliniais sietais.
gpl60 iSteka i3 kolonélés su didelio molekulinio svorio
frakcija, kurioje jo kiekis sudaro 90% visy frakcijos baltymy.

Cia verta paminéti su $iuo iZradimu %usijusi straipsnj, , AIDS
Virus Env Protein Expressed from a Recombinant Vaccinia Virus™
by M.P. Kieny et al, Bio/Technology, Vol. 4, September 1986,
pp. 790-795. Siame straipsnyje apra3ytas LAV env baltymo env

koduojancios sekos jterpimas i vakcinijos viruso vektoriuy.
Gautas gyvas rekombinantinis virusas VVTGeLAV nulemia env
baltymo produkcijag uzkreéstose Zinduoliy lastelése. Sis
rekombinantinis baltymas reaquoja su AIDS pacienty serumu ir
spéjama, kad jis procesuojamas ir glikozilinamas tokiu paciu
blidu kaip ir autentiSkas env, priklausantis LAV retrovirusui.
Be to, peliy uZkreéetimas VVTGeLAV virusu sglygoja auks$tg
antiserumo titra, kuris atpaZista vakcinijos viruso
determinantes, taciau antikiny, atpaZistaniiy LAV env
baltymus, titras yra Zemas. Rekombinantiniu virusu uZkrestos
lasteles sparCial atpalaiduoja procesuota env baltyma j
kultiorine terpe. Taciau tokia taktika, kai norint gaminti ir
naudoti env baltyma, pavyzdziui, vakcinose, siekiama sukelti
imunini atsaka pried LAV arba ZIV virusa, néra visai tinkama,

ypac¢ del vakcinijos viruso kaip vektoriaus naudojimo.

Taip pat su Siuo i3radimu susijes straipsnis ,Production of
Huamn Beta Interferon in Insect Cells Infected with
Baculovirus Expression Vector“, G.E. Smith et al, Molecular
and Cellular Biology, Vol. 3, No 12, pp. 183-192, December
1983 bei straipsnis ,Strong and Regulated Expression of

Escherichia coli fp-Galactosidase in Insect Cells with a

Baculovirus Vector™, G.D. Pennock et al, Molecular and
Cellular Biology, Vol. 4, No 3, pp. 399-406, March 1984. Taip
pat idomios yra pateiktos ir dabar nagrinéjamos paraidkos
patentui Nr. 810938, pateiktos 1985 m. gruodZio 18 d. bei
Europos patento $fhlikacija Nr. 0 127 839 (paskelbta 1984 m.
gruodzio 12 dier® ir Europos patento publikacija Nr. O 155

474 (paskelbta 12-5 m. rugséjo 25 diena). Siy straipsniy ir

T g
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patentiniy publikacijy turinys jitraukti i $i aprasyma ir yra
3io aprasSymo dalis.

Kadangi AIDS (Igytas Zmogaus imunodeficito sindromas) JAV,
Centrinéje Afrikoje, Europoje ir kitose pasaulio dalyse yra
epideminis susirgimas, $is iSradimas turi didele reik3me. Kaip
jau minéta ankscdiau, susirgimg (AIDS) sukelia retrovirusas,
vadinamas Zmogaus imunodeficito virusu (ZIV), kuris dar
vadinamas limfadenopatijos virusu (LAV),Zmogaus T-lasteliy
leukemijos III tipo virusu (HTLV-III) arba AIDS giminingu
virusu (ARV). Kai kuriy AIDS virusy struktiira ir geno sandara
buvo nustatyta pagal molekuliniy klony nukleotidy pilna seka
ir tiesiogiail sekvenuojant viruso baltymus. ZIV apvalkalo
genas (env) koduoja 160 000 molekulinio svorio glikoproteinsg
ir vadinamas gpl60. Virusu uZkréstose lastelése gpl60
pirmtakas skyla ties konservatyvia baziniy amino ragiéiy seka
ir gaunamas N galo glikoproteinas gpl20 ir maZesnis C galo
baltymas gp4l. ZIV glikoproteinai gpl60, gpl20 ir gp4l turi,

atitinakami, maZdaug 833, 488 ir 345 amino rugstis.

Brandus gpl20 yra asocijuotas su viruso apvalkalu ir spéjama,
kad tai yra iSorinis baltymas, o gp4l turi du ilgus
hidrofobiniy amino rugs¢iy atsiakojimus, i3 kuriy vienas arbe
abu gali kirsti viruso apvalkala. gpl60 pirmtakas ir brandus
gpl20 bei gp4l aptinkami naudojant daugumos sergancCiy individ:
antiserumg. Taip pat parodyta, kad gpl20 baltymas susijunges
su T4 molekule T-helperio/limfocity induktoriaus lgstelés
pavirSiuje ir kad ZIV gpl60 baltymas gali indukuoti sincitium
susidarymg su lgstelémis, kurios ekspresuoja T4 receptoriaus
baltymg. Yra Zinoma, kad 104 baltymo gpl60 C galo amino
rigstys nebltinos susiliejant T4+ T-limfocitams.

ZIV gplé0 glikoproteinas i35 AIDS viruso apvalkalo pagal 3§i
i3radimg ekspresuojamas i3 AIDS viruso env geno, kuris
klonuotas i3 uZkrésto ZIV izoliato. Ekspresijai naudotas ZIV
env genas koduoja tik tas sszkas, kurios yra natyviame ZIV ent

gene. ZIV env genas iterpiamas i rekombinantinij, bakulovirusg

g rm— .
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taip, kad bty ekspresuojamas brandus baltymas, neturintis
pakeisty arba papildomy amino rﬁgééiu.Pagaminti keli
rekombinantai; vienas juy turi visa ZIV env geng, o kitame yra
maZza, mazdaug 100 amino riug$c¢iy sekos delecija gpl60 C gale.
8i delecija buvo padaryta siekiant stabilizuoti ekspresuota
rekombinantini gpl60 baltyma, taCiau $ios operacijos metu du
hidrofobiniai domenai, esantys gp4l, nebuvo pa3alinti.

Kaip jau anksiau minéta, ZIV gplé60 pagamintas vabzdZiy
lgsteliy ekspresijos sistemoje ir, kaip nurodyta auki&iau,
Siame baltyme néra Zinduoliy lgsteliy baltymy priemaidy. gplé0
baltymo ekspresija ir gryninimas atliekami taip, kad bity
iSlaikyta natyvi baltymo struktiira ir jo -biologinis aktyvumas.
Imunoprecipitacijos, Western blot ir ELISA metodais parodyta,
kad ekspresuotas ZIV env baltymas aktyviai reaguoja su AIDS

pacienty serumu.

Sio i3¥radimo ZIV gpl60 baltymas buvo gaminamas jvairiais
kiekiais, jvairaus grynumo bei jvairiu pavidalu, pavyzdZiui,
steriliame vandeniniame buferyje, koncentracija maZdaug 100 pc
apvalkalo baltymo /ml, grynumas NDS-poliakrilamido FPLC
analizes duomenimis - daugiau nei 50% . Nustatyta, kad ZIV
gpl60 baltymas stabilus maZiausiai 6 savaites, saugant 4°C
temperatiroje.Toks baltymas tiekiamas tokiais kiekiais ir
tdriais, kuriy reikia vienkartiniam naudojimui, ir neblogai
iSsilaiko -70°C. Pageidautina vengti pakartotiny uzSaldymo ir
atitirpinimo cikly, o skiedimus - siekiant isSvengti baltymo
nuostoliy ir jo biologinio aktyvumo praradimo - daryti su
tokiais tirpalais, kuriuose yra tinkami baltymai arba
detergentai. Tinkami skiedikliai yra 0.1% jaudio serumo
albuminas (BSA), arba jo ekvivalentas, 0.1% serumas steriliam
vandenyje arba kult@rinéje terpeéje ir 0.1% natrio
dodecilsulfatas arba kitas tinkamas detergentas vandenyje ar
buferyje. Baltymas ZIV gplé0, pagamintas pagal 3ji i3radimg,
buvo sekminga: vanaudotas, kaip nurodyta auksciau,
priklausoma® ruo tolesnio naudojimo ir poreikiy isfasuojamas,
pavyzdziui, po 25, 50 ar 100 pg baltymo. Baltymas naudingas

b e W ol
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in vitro ir kitiems tyrimams, kurie;susije su jvairiais AIDS
tyrinéjimy aspektais, tarp ju vakcinﬁ kGirimu, Western
blottingu, ELISA, susijungimu su receptoriais,
imunoprecipitacija, antiserumy gamyba, sincitiumo susidarymu
bei kitais taikymais, pavyzdZiui, fizikiniams tyrinéjimams bei
baltymo panaudojimas kaip referens—standarto. &

Western blot analizé yra vienas i3 specifiskiausiy ir
Jautriausiy egzistuojandiy metody, skirty AIDS antikiiny
detekcijai ir daZnai naudojamas jvairiose AIDS tyrimy srityse,
be to, kaip jau anks&iau minéta, gpl60 pirmtakas ir brandis
gpl20 ir gp4l baltymai aptinkami naudojant AIDS seroteigiamy
individy antiserumg. Atitinkamai vienas i§ Zio iZradimo
igyvendinimo budy yra tai, kad AIDS viruso apvalkalas arba env
baltymas sorbuojamas ant tinkamo substrato, keraminés,
polistirolo lékStelés, i 3ulinéli arba ant plevelés ’
pavyzdziui, ant nitroceliuliozinés membranos juostelés,

siekiant nustatyti AIDS antikdnus.

Kalbant detaliau, pagal 3i isradimo igyvendinimo modeli,
elektroforezés budu atskirtas AIDS rekombinantinis apvalkalo
baltymas ZIV gpl60 impregnuojamas nitroceliuliozés membranos
juostelése, kurios naudojamos Western blote arba kaip blotingc
juostelés. Kadangi ZIV env gp pagal 3i iSradimg gaminamas
vabzdziy lagsteliy ekspresijos sistemoje, jame néra Zinduoliy
lasteliy baltymy priemaidy. Nustatyta, kad medZiaga,
adsorbuota ant nitroceliuliozes juosteliy, aktyviai reaguoja
su AIDS pacienty serumu ir kad ZIV gpl60, adsorbuotas ant
nitroceliuliozés juosteliy, sékmingai iZbandytas su Zmogaus
AIDS teigiamu serumu kai 3is atskiestas nuo 1/100 iki 1/10000.
SpecifiSkal suristi antik@inai gali bati aptikti naudojant
reagentus, . konjuguotus su fermentais, pavyzdziui, Sarmine
fosfataze arba peroksidaze, kurie sujungti su antrais
antiktrais, arba naudojant specifinius anti-antikGnus arba
radiocaxtyviu jodu Zymeéta baltymg A. Western bloto analizeje

naude-zmss proceddros, kuriose taikomi &io 1iradimo modeliai,
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pavyzdziui, ne$éjai arba juostelés, impregnuotos ZIV env
baltymu, gerai Zinomos specialistams.

ZIV gpl60 juosteles arba neséjai gaminami pagal $i i3radimg
vienkartiniuose padékluose, turin&iuose tinkamag skaic¢iy
juosteliy, pavyzdZiui, 8 juosteles 8 atskiruose 3ulinéliuose.
Visi inkubavimai gali buti daromi padékle, komplekte taip pat
yra dangtelis, kad padéklus galima bity naudoti kaip patogius
saugojimo konteinerius i3ry3kinty Western bloty arba
detekcijos duomeny saugojimui. Kiekviena tokia juostelé pagal
8, iSradimg impregnuojama rekombinantiniu HIV gpl60 apvalkalo
baltymu, atskirtu elektroforezés metodu 10% NDS-
poliakrilamido gelyje ir perkeltu po to elektroforetidkai ant
nitroceliuliozés membranos arba juostelés arba neséjo. Gautas
produktas tinka AIDS apvalkalo antikiiny nustatymui in vitro,
gyviny ir lasteliy ar audiniy kultiry tyrimams, susijusiems
su jvairiais AIDS tyrinéjimy aspektais, tarp jy su Western
blotu AIDS antikinams aptikti, kokybes kontrolei, kraujo banku
tikrinimui bei AIDS diagnozavimui. Nustatyta, kad
nitroceliuliozés membrany neséjai, kai jie tinkamai saugomi,
pavyzdZziui, padékluose, vésioje sausoje vietoje, iSbtna

stabilts maZiausiai 6 savaites kambario temperatiroje.

ZIV gpl60 ELISA lékitelés buvo pagamintos pagal §i, i8radimg
vienkartiniuose padékluose su atitinkamu skaiciumi Sulineliy,
pavyzdziui, 96 Sulineéliais. Visos inkubacijos daromos
padékluose. I kiekviena 3ulineli dedamas atitinkamas kiekis
ZIV gpl60, pavyzdziui, 100 M1l i8gryninto ZIV gplé0, kurio
koncentracija yra 1pg ZIV gpl60/ml. ZIV gpl60 baltymas
paliekamas Sulinélyje adsorbuotis atitinkamg laiko tarpa,
pavyzdziui, per nakti esant 40C. Likes tirpalas paSalinamas i
kiekvieno ELISA lék3telés 3ulinélio ir ELISA lékitelés
paliekamos i8dZitti kambario temperatiroje. Nustatyta, kad
taip paruoStos lékitelés su %ulinéliuose esandiu 21V gplé0
stabilios maziausiai 6 savaites kambario temperatiuroje, jei
jos tinkamai saugomcs, pavyzdziui, padékluose, vésioje sauso-
vietoje. Gautas procuktas tinka AIDS apvalkalo antik@iny arb:
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antigeno nustatymui, gyviny ir lasteliy ar audiniy kultdry
tyrimams, susijusiems su jvairiais AIDS tyrinéjimy aspektais,
tarp ju ELISA testai, Zmogaus serumo tikrinimas ir
diagnostika, ieSkant AIDS antikiiny arba antigeno.

Toliau pateiktos publikacijy nuorodos, palaikanéios §i
isradimg. Siy nuorody apradymas itrauktas i 3i iSradimg ir yra

jo dalis.
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ISradimo

1. Vakcinos prie3 AIDS virusa gamybos budas, apimantis
Vektoriaus konstravimg, lasteliy transformacija, auginimg bei
ardymg ir baltymo isskyrimg, pasiZymintis tuo, kad yra
sudarytas i85 tokiy stadijy:

a) rekombinantinio jterpimo vektoriaus konstravimas jterpiant
bakuloviruso fragmenta i klonavimo sarangg ir po to jterpiant
AIDS viruso env, gag arba pol geng arba jo fragmentus i
modifikuota jterpimo vektoriy taip, kad AIDS viruso env, gag
arba pol genai arba jy fragmentai ekspresuojami veikiant
bakuloviruso promotoriui; -

b) taip modifikuoto AIDS viruso env, gag arba pol geno arba
ju fragmenty pernedimas i bakuloviruso ekspresijos vektoriy
sumaiSant modifikuota ekspresijos vektoriy su bakuloviruso
DNR;

c) atitinkamy vabzdZiy lasteliy transfekcija;

d) rekombinantiniy virusy, kuriy sudétyje yra AIDS viruso env,

gag arba pol genas arba juy fragmentas;

e) vabzdziy lasteliy arba vabzdZiy uZkrétimas gautu
rekombinantiniu virusu;

f) gauty uZkreésty vabzdZiy lasteliy arba vabzdZiy auginimas
siekiant ekspresuoti ir gauti AIDS viruso baltymg;

g) AIDS viruso baltymo iSskyrimas;
h) vakcinos gaminimas i& AIDS viruso baltymo, gauto stadijoje

g), standartinéje dozavimo sistemoje, labiau tinka
standartiniai neSéjai ir/arba adjuvantai.
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2. Budas pagal p. 1, pasiZymintis tuo, kad bakulovirusas yra
branduolinés poliedrozés virusas Autographa californica.

3. Bldas pagal p. 1, pasiZymintis tuo, kad bakuloviruso
promotoriumi yra poliedrino geno promotorius.

4. Budas pagal p. 1, pasiZymintis tuo, kad vabzdZiy lasteleés
yra Spodoptera frugiperda ruSies vabzdZiuy lastelés.

5. BGdas pagal p. 1, pasizymintis tuo, kad bakuloviruso
ekspresijos vektoriaus sudetyje yra daugiau nei vienas AIDS
viruso baltymus koduojantis genas arba jo dalis.

6. Budas pagal p. 1, pasizZymintis tuo, kad AIDS viruso env
genomas yra gplé0 env genas.

7. Bidas pagal p. 1, pasiZymintis tuo, kad AIDS viruso env

genomas yra gpl20 env genas.

8. BlUdas pagal p. 1, pasizZymintis tuo, kad AIDS viruso env

genomas yra gpd4l env genas.

9. Bidas pagal p. 1, pasiZymintis tuo, kad pasirinktas AIDS
viruso genas arba jo dalis yra i3 AIDS env geno, kuris yra
iterpimo vektoriuose A, B, ¢, D, E, F, G, H, I, J, K, L, A-1,
arba B-1.

10. Budas pagal p. 1, pasiZymintis tuo, kad AIDS viruso genas
arba jo dalis koduoja imunogenini AIDS viruso env baltymo
fragmentsg.

11. Budas pagal p. 1, pasiZymintis tuo, kad ekspresuojami
AIDS viruso baltymai gryninimi le8iuy lektinuy chromatografijos
metodu, siekiant iSskirti glikoproteinus, bei glikoproteinus
“rakcionuojant pagal dydi molekulin:u sietwy chromatografijos
mezodu.
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Met Arg Val Lys Glu
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Ala
GCT

)
Thr
ACC

m
Ala
TAT

e
ACA

110
Ser
AGT

130
Lys
AAG

150
Gly
GGG

"0
Ile
ATA

190
Asp
GAT

210
Cys
TGT

230
Ile
ATT

160
val

Thr
ACA

Thr
ACT

Thr
GAT

Glu

Leu
TTA

Cys
TGC

Glu

Arg
AGA

Asn
AAT

Pro
Ccca

Leu
CTA

Gln

Leu
CIA

His
ACA

Asn
AAT

Trp
TGG

ACT

Met
ATG

Gly

GAT

Lys
AAG

Lys

Cys

Signalinis peptidas
Leu Trp Arg Trp Gly Trp Lys Trp Gly Thr Met Leu Leu Gly Ile Leu
TIG TGG AGA TGG GGG TGG AAA TGG GGC ACC ATG CIC CIT GGG ATA TIG

s Ekstralastelinis regionasy?)

Lys Leu Trp Val Thr Val Tyr Tyr Gly Val Pro Val
AAA TTG TGG GIC ACA GIC TAT TAT GGG GTA CCT GIG

Phe
TTT

Ala
GAG

Phe

Asp
GAT

Asp
GAT

Met
ATG

Lys

ACT

val
GTA

Cys
TGT

Thr

Cys
TGT

Cys
GTA

Asn
AAC

Gln

Leu
TIG

Met
ATG

val
GIG

ACC

Ser
TCC

Asn
AAT

His

Ala
GCA

Ser
TCA

val
CAT

Pro
AAT

Met
ATG

Trp
GG

Ser
AGC

Leu
CTA

Gly Asn
GGG AAT

Glu Lys

Lyé

Gln

Ser
AGC

Tyr
TAT

Phe Glu

GAG

Asn
AAT

Lys

Gly Ile

Asp Ala Lys Ala Tyr

GAT

Thr
GIT

Lys

Lys
AAG

Ala
GCT

Gly

GCT AAA GCA

Asp Pro Asn
GAC CCC AAC

Asn Asp Met
AAT GAC ATG

Pro Cys val
CCA TIGT GTA

Thr Asn Thr
ACT AAT ACC

Glu Ile lys

TGG

Pro
Ccca

val
GTIA

Lys
ARA

Asn
AAT

Asn

GGA GAG- ATA AAA ARC

Glu
GAA

Thr
ACG

Pro
CCA

Thr

ACG

Axg

Tyr Ala Phe
TAT GCA TIT

Leu Thr Ser
TTG ACA AGT

Ile Pro Ile
ATT CCC ATA

Phe Asn Gly

Phe
TIT

Cys
TGT

His
CAT

Thr

TTC AAT GGA ACA

Pro val val
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Ser

Kan T

Asp Thr Glu
GCC ACA CAT

Gln Glu val
CAA GAA GTA

Glu Gin Met
GAA CAG ATG

Leu Th ﬁ?ro
TTA ACC CCA

Asn
AAT

Ser
AGT

Ser
AGT

Phe
TTC

Ser
TCT

Cys
TGC

Tyr ‘Leu

TAT

Lys

Asn
AAC

Ser

ACC TCA

Ala
GCC

Tyr
TAT

Cys
TGT

Pro
CCA

Gly Cys

TGT

Thr Gln Leu

T2p
66

val
GCC

val
GTA

His
CAT

Leu
CcIc

Thr
ACC

Asn
AAT

Asp
GAT

val
GIC

Pro
cCG

ACA

Leu

Lys Tyr Gln His

AAA TAT CAG CAC 6250

e —— — — —

Met Ile Cys Ser

ATG atC ot Act 0310

Lys Glu Ala Thr ,

AAG GAA GCA ACC 5370

fils Asn Vval Trp

TGT GTA ccc Aca (430

Leu Val Asn val

TTG GTA AAT GG 0190

Glu Asp Ile Ile ,

GAG GAT ATA ATC ¢550

Cys Val Ser Leu

TGT GTT AGT TTA L&/O
Do T

Asn Ser Ser Ser ,

AAT AGT AGT Acc (&70

Ile Ser Thr Ser

ATC AGC ACA AGC 6730

Ile Ile Pro Ile ,_

ATA ATA Cca ATA 190

Ile Thr Gln Ala

ATT ACA CAG GcC 6§50

Ala Gly Phe Ala

GCT GGT TTT 66 (I 10

Asn Val Ser Thr |, _

AAT GIC AGC Aca A I(

Leu Asn Gly Ser



GTA CAA TIGT

170
Leu
CIA

199
Ile
ATA

31
Lys
TGT

139
Asn
GCA

10
Ile
ATA

EXh)
Ser
TCA

130
Cys
TGT

41
Ser
TCA

49
Asn
AAC

L0
Cys
TGT

473

Ser

Ala
GCA

val
GTA

Ser
ACA

Met

Ala

Gly

Asn
AAT

Asn
AAT

Met
ATG

Ser
TCA

Glu

Glu

Gln

Ile
AGA

Arg
GTT

Ser
AGC

Gly

Ser
TCA

Asn
AARC

Trp
TGG

Ser
TCA

Ile

ACA

Glu
GAA

Leu
CIG

Arg
cce

Gln
ACA

Lys

Asp

Thr
ACA

Thr
ACT

Gln
CAG

Asn
AAT

Phe

TCC GAG_ATC TTC

43
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Lys Tyr Lys Val
AAA TAT AAR GTA GTA AAA ATT GAA

<0 Ekstralastellnls reglonas

)
PRH

CAT

Glu
GAG

Asn
AAC

Ile
AAC

Ala

GGA

val
GTA

Gln
CAA

Gln
AAC

His

ATT AGG CCA GTA GTIA

val Ile Arg Ser Ala
GTA ATT AGA TCT

(53|IL

Ser Val
TCT GTA

Arg Gly
AAT ACA

Cys Asn

ATA GGA AAA ATA

Leu

Arg

Glu Gln

TTA AGA GAA CAA

Pro
CCA

Gln

Glu

Glu
GAA

Ile
ATT

Arg
AGA

Glu
GAA

Leu

val
GTA

Thr
ACA

Pro
CCT

Ile val
ATT GTA

Phe Asn

Ser Asp
AGT GAC

Gly Lys
GGA AAA

Gly Leu
GGG CIG

Gly Gly
GGA GGA

val Lys Ile Glu

Glu
GAA

Pro
AGA

Ile
ATT

Phe

Thr
ACG

Ser
AGT

Thr
ACA

Ala
GCA

Leu
CTA

Ile
ATT

Gly
GGG

Ser
AGT

Gly

His
CAC

Ile
ATC

Met
ATG

Leu
TTA

GCC

Asn
AAT

Arg
AGA

Arg
AGA

Asn
AAT

Ser

pLee

Thr
ACA

Tyr
TAT

Gly Asp Met

GGA

Pro

GAT

Leu

ATG

TCA

Asn
AAT

Cys

Asn
AAT

Phe

Phe

Leu
CTC

Ala
GCC

Arg

Arg
AGG

ACT

Phe
TTC

Thr

Phe
AAT

Lys

Lys

Asn
AAT

Asn
AAT

Pro
CcCA

Pro

Asp
GAT

Asp
GAC

PO
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CAA CTG CTG TTG AAT GGC AGT 123(

Thr
ACA

Arg
ATC

val
ATG

.Trp

Thr
ACA

Cys
TGT

Ser

Cys
TGC

Pro
cce

Gly

Asn
AAT

Gly val Ala Pro
CCA TTA GGA GTA

GCA

ccc

Asp
GAC

Pro
CGT

Thr
AGA

Asn
AAT

Ile
ATA

Gly

ACT

Arg
AGA

Ile
ATC

Gly
GGT

Trp
TGG

Thr
ACC

Asn Ala
AAT GCT

Asn Asn
ATC CAG

Ile Gly
CAA GCA

Ala Thr
GCC ACT

Ile Phe
ATC TIT

Gly Glu
GGG GAA

Trp Ser
TGG AGT

Ile Lys

Lys
AAA

Asn
AGG

Lys
CAT

Leu
TTA

Lys
AAG

Phe

ACT

Gln

ATA AAA CAA

Ser Gly
AGC GGA

Asn Asn
AAT ARC

Arqg Ser
AGA AGT

Lys Ala
AAG GCA

Transmembraninis regionas

val val Gln Arg Glu Lys Arg Ala Val Gly Ile Gly Ala Leu Phe Leu Gly
GIG GIG CAG AGA GAA AAA AGA GCA GTG GGA ATA GGA GCT TTG TTC CTT GGG

Ala Ala Gly Ser Thr Met Gly Ala Arg Ser Met Thr Leu Thr Val Gln Ala
GCA GCA GGA AGC ACT ATG GGC GCA CGG TCA ATG ACG CTG ACG GTA CAG GCC

0

Leu Ser Gly Ile Val Gln Gln Gln Asn Asn Leu Leu Arg Ala Ile Glu Ala
TTG TCT GGT ATA GIG CAG CAG CAG AAC AAT TTG CIG AGG GCT ATT GAG GCG

Pav.
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Gln

Asn
AAC

Glu

Lys

Phe
TIC

Arg
AGA

Gln

Thr Ile -

ACC ATA 7090
Thr Arg

GGA caa 7150
Ile Gly

TGT AAC 1210
Lys Gln

AAA CAG 7270
Gln Ser

CAA TCC T33D
Phe Tyr

TIC TAC 7390
Glu Gly

GAA GGG T4%0
Phe Ile

TTT ATA 7500
Ile Arg

ATT aGa 7570
Asn Gly

MAT GGG {30
Leu Tyr

TTA TAT 1690
Arg Arg

AGA AGA 7750
Leu Gly

TG GGA 1810
Gln Leu

CAA TTA 1870
Gln His R
CAG CAT 1950
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Leu
CTG

599
Arg

b0
Thr
ACC

£30
Asn
AAC

=50
Leu
TTA

670
Lys
ARA

690
Phe

TTC

710

val
GTG

73y
Arg
AGG

150

Ser
TCC

70

Leu
CTC

13%

Leu
CTG

210
Gln
CAG

Leu
TIG

Tyr

TAC

Thr
ACT

Met
ATG

Ile
ATT

Trp
TGG

Ile
ATA

Asn
AAT

Gly
GGA

Ile
ATT

Phe
TTC

Gly
GGA

Glu
GAA

Gln
CAA

Leu
CTIA

Ala

ACC

Glu

Ala

Met
ATG

Arg
AGA

Pro
ccc

Arg
CGA

Ser

Arg
cGe

Leu
CTA

Leu
CTC

Lys

AAG

val
GTIG

TGG

Glu

Ser

Ile
ATA

val
GIT

Asp
GAC

Leu
TTA

Tyr
TAC

Arg
AGG

Lys
AAG

Thr
ACA

Asp

GAT

Pro
CCT

Met
ATG

Ser
TCG

Leu
TTG

val
GTA

val
GTIC

Gln

Tzp
TGG

Glu

Gln

Trp
TGG

Gly
GGA

Arg Gln
AGG CAG

Arg Pro
AGG CCC

vVal Asn

GIG

AAC

His Arg

CAC

cGC

Gly Trp

GGG

Asn

TGG

Ser

AAT AGT

Trp
TGG

Gln

Asn
AAT

GG

Asn
AAMC

Asn
AAT

Gly
GGC

Gly
GGC

Leu
CTC

Ala

Asp

Gln
CAG

Trp
TGG

Leu
TIG

Gly Tyr
GGA TAT

Glu
GAA

Gly
GGA

gomﬂl

Gly
GGA

Ser
TCC

Leu Arg
TTG AGA

Glu Ala
GAA GCC

Ala val
GCT GTIT AGC

Ile
ATC

Leu
CIG

Ser
AGT

Arg

Lys
AAG

Gly

Trp
TGG

Glu

AGA GAA

Gln

Phe

val
GTA

Ser
TCA

Ile
ATA

Leu
TTA

Asp
GAC

Leu
[on

Ser

.Glu

Asn
AAC

Gly
GGT

Pro
CCA

Glu

Ala

Leu
TTA

Lys

Leu
TTG
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Gln
CAG

Ile
ATT

Ser

Ile
ATT

Lys

Ile
ATA

Leu
TTA

Leu
TTA

Glu

Leu

Leu
CTC

Tyz
TAT

Leu
CIC

Leu

Trp
TGG

Asn
AAT

Asn
ARC

Asn
AAT

ACA

Arg

Ser
TCG

Glu

Ile
ATC

Leu
TG

Trp
e

Asn
AAT

III-a dalis
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Gln Ala Arg Ile Leu Ala Vval
CAG GCA AGA ATC CIG

Gly
GGT

Lys

Asn
AAT

Glu

Asn
AAT

Ile
ATA

Phe
Gly

Trp
TGG
Ile
ATT

Trp
TGG

Ala
GCC

Cys
TGC

Ser
ICT

Tyr
TAC

Gln
CAA

Trp
TGG

val

Gln
CAG

Gly

Asp
GAC

Val
GTA

Asn
AAT

ACA

Ser Gly Lys
TCT GGA AAA

Leu Glu Gln
CTG GAA CAG

Thr Ser Leu
ACA AGC TTA

Hind TT

Glu
GAA

Leu
CIG

Phe

Thr
ACC

Glu

Asp
GAT

Thr
ACG

Leu
CIC

Ala
GCC

Leu
TTA

TGG

Ala

His
CAC

Arg
AGA

Leu
CTG

Arg
AGG

Leu
CTA

Ile
ATA

Leu
TTG

Tyr
TAT

val
GTA

Leu
CIC

Asp

GAC-

Arg
CGG

Ile
ATT

Gln
CAG

Ala

GCT GTG
Leu Ile

CTIC ATT

Ile Tzrp
ATT TGG

Ile His
ATA CAT

Glu Leu

Ile Lys
ATA AAA

Leu Ser
CTT TICT

Pro Thr
CCA ACC

Arg Asp
AGA GAC

Ser Leu
AGC CTG

val Glu
GTG GAA

Tyr Trp
TAT TGG

Val Ala
GTA GCT

Glu
GAA

Cys

-~
-

Asn
AAT

Ser
TCcC

Asp
GAT

Ile
ATA

Ile
ATA

Pro
CCG

Arg
AGA

Cys
TGC

Leu
CIT

Ser
AGT

Glu
GAG
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8050

&0

2110

8230
3290
V390
8440
g470
3530
590

3650

7740
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IV-a dalis i% 4 daliy

g0 .
Gly Thr Asp Arg Val Ile Glu Val Val Gln Gly Ald Cys Arg Ala Ile Arg His Ile Pro
GGG ACA GAT AGG GIT ATA GAA GTA GTA CAA GGA GCT TGT AGA GCT ATT CGC CAC ATA cCT %7719

§50 1Y
Arg Arg Ile Arg Gln Gly Leu Glu Arg Ile Leu Leu End -
AGA AGA ATA AGA CAG GGC TTG GAA AGG ATT TTG CTA TAA GATGGGTGGCAAGTGGTCAAARAGTAGT 287

AL
mmwmgcaac;mmmmr&cm&cmcmmmmCGAGACcr Rl

GGAARAACATGGAGCAATCACAAGTAGCAATACAGCAGCTACCAATGCTGCTTGTGCCTGGCTAGAAGCACAAGAGGAGG ¥ 11 7

AGGAGGTGGGTTTTCCAGTCACACCTCAGGTACCTTTAAGACCARTGACTTACAAGGCAGCTGTAGATCTTAGCCACTTT (7]

KpnI quE

TTAAAAGANARGGGGGGACTG
9100
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