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BALTYMO IS ZMOGAUS IMUNODEFICITO I TIPO VIRUSO APVALKALO
GENO GAMYBOS BUDAS IR TOK] BALTYMA TURINTI VAKCINA

I-mojo tipo Zmogaus imunodeficito virusas

retrovirusas,

(ZIV-1) yra

sukeliantis sistemine infekcijag, kuriag lydi

pagrindiné patologija imuninéje sistemoje. Zmogaus

imunodeficito virusas yra igyto Zmogaus imunodeficito

sindromo (AIDS) sukeléjas. Barre-Sinoussi, et al.1983;

Popovic et al.1984). Klinikiniai ZIV-1 izolatai dar buvo

priskiriami asocijuotam limfadencpatijos virusui (Feorino,

et al.1984),

zZmogaus T-lasteliy leukemijos virusui III ir

AIDS giminingam virusui (Levy et al. 1984).

AIDS jgavo pandeminj, pobtidi, todél vakcinos pried AIDS

suktGrimas tapo vienu pagrindiniuy sveikatos apsaugos

uzdaviniy. Didelis procentas Zmoniy, uZsikretusiy ZIV-1,

sparCiail praranda imunine funkcijg del T4 limfocity

sumazéjimo. Sios T4 lastelés, kaip ir tam tikros nervy

lastelés, savo pavirSiuje turi molekule,

atpazista CD4 molekule receptoriaus,
daleliy apvalkalo deka,

po to patenka 1 1

vadinama CD4. ZIV-1

esarclo ant virusiniy

astele,

rez’1lkuojasl ir galiausial ja nuZudo. Maroma, kad efektyvi

Koo

.

Vool Lo

z pries AIDS turéty sukelti antiks

viruso apvalkalo, talp apsaugozans

© Jautrias lasteles nuo ZIV-1.
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Paprastai vakcinomis, kaip imunoprofilaktikai skirtomis
priemonémis, skiepijami sveiki asmenys, dar nesirge nurodyta
liga. Taciau visiSkai priimtina, jei efektyvi vakcina prie$s
AIDS bus vartojama po uzZsikrétimo kaip imunoterapiné

priemoné (Salk. 1987).

Siuo metu pladiai paplitusi nuomoné, kad tinkamiausias
kandidatas vakcinos prie3 AIDS sukiirimui yra ZIV-lapvalkalas
(Francis and Petricciani. 1985; Vogt and Hirsh.1986; Fauci.
1986) . I3 pradziy ZIV-1 apvalkalo baltymas yra
susintetinamas kaip 160000 molekulinio svorio glikoproteinas
(gpl60). Tada gpl60 pirmtakas suskaidomas i 120000
molekulinio svorio iSorini glikoproteinag (gpl20) ir 41000
molekulinio svorio transmembranini glikoproteina (gp4l).

Sie apvalkalo baltymai yra svarbiausi antiktny taikiniai-
antigenai ligoniy, serganciy AIDS, organizme (Barin, et al.
1985) . Buvo parodyta, kad natyvus ZIV-1 gpl20 yra
imunogenisfkas ir sugeba indukuoti neutralizuojancius
antikionus grauZiky, ozky, rézus beZdZioniy ir 3impanziy

organizmuose (Robey, et al. 1986).

Dél labai Zemo natyvaus ZIV-1 apvalkalo baltymo lygio
uZkrestose lastelése ir pavojaus, susijusio su AIDS vakcinos
paruoSimu i3 ZIV-1 uZkrésty lasteliy, ZIV-1 apvalkalo
antigeny, skirty vakcinos prie$ AIDS gamybai, gaminimui buvo
pradeta naudoti rekombinantinés DNR metodus. Pasirode, kad
rekombinantinés DNR technika suteikia geriausias galimybes
vakcinos prie$§ AIDS viruso subvienety gamybai, nes igalina
saugiai ir pigiail gaminti imunogenus dideliais kiekiais.
ZIV-1 apvalkalo baltymo genas buvo ekspresuotas genetiskai
pakeistuose rekombinantiniuose vakcinijos virusuose
(Chakrabarti, et al.1986; Hu, et al. 1986; Kieny, et al.
1986) . Be zo, apvalkalo baltymo genai buvo ekspresuojami
bakterijoss (Putney, et al.1986), Zinduoliu (Lasky, et
al.1%zs, =1 vabzdZiy lastelése. 3uvo laikomz, kad
sintetin:a- peptidai, at{E}nkantys ZIV-1 gp4: amino ragddiy
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seka, irgi tinka tinka vakciny pries AIDS gamybai (Kennedy,
et al. 1986).

Bakuloviruso - vabzdZiy lastelés vektorinés sistemos -
naudojimas rekombinantinio ZIV-1 apvalkalo‘baltymo gamybai,
apraSytas kartu paduotoje ir pasiraSytoje parai3koje TSRS
patentui gauti, serijos Nr. 420 35 83/13, uZpildytoje 1987
m. spalio 15 d. Auk3Z&iau minéta paraiska patentui ir joje
cituotos publikacijos yra ir $io apradymo dalis.

Buvo parodyta, kad bakuloviruso sistema apskritai yra
naudinga gaminant ZIV-1 bei kitus baltymus. PavyzdZiui,
bakulovirusas - Autographa californica branduolinés

poliedrozés virusas (AcNPV) - buvo panaudotas kaip viso
ilgio gpl60 ir atskiry ZIV-1 apvalkalo geno daliy
ekspresijos vektorius uZzkréstose Spodoptera frugiperda

(Zolinio pelédgalvio) lastelése (Sf9 lgstelés). Be to,
ankstesnése paraiskose patentui yra apraSyta sutrumpintas
gpl60 genas (rekombinanto numeris Ac3046); baltymas,
pagamintas rekombinantiniame Ac3046, ir Ac3046 geno
produkto gryninimo btdai, kuriuose naudojama leS$iy lektino
afininé chromatografija bei gelfiltraciné chromatografija.
Buvo nustatyta, kad $iuo btGdu iSgrynintas ir i daleles
agreguotas gpl60 baltymas yra labai imunogenisSkas grauZikams

ir primaty ra8ims.

Ideali vakcina prie§ AIDS tureéty bGti ne tik biologidkai
gryna bei apirogeniska, bet viena ar kelios jos injekcijos
turety visam gyvenimui apsaugoti nuo ZIV-1 infekcijos. Tai
yra budinga gyvoms susilpnintoms vakcinoms. Kai vakciny
gamybai yra naudojamos uZmu$tos bakterijos ar virusai, arba
18 juy iSskirtos medZiagos, pavyzdZiui, toksoidai, baltymai,
daZniausiai sukeliamas silpnas imuninis atsakas ir igyjamas
tik trumpalaikis imunitetas. Siekiant iveikti arba sumaZinti
Siuos vakciny trikumus, paprastai i vakcinag idedama
papildoma medZiaga, vadinama =-juvantu. Adjuvantai - tai

rmedziagos, kurios padeda sukelti imunini atsaka. Apskritai

— I ORI 2 T T——
B N e T

ATy oo it URAS
IR e ]

i

'Y



10

15

20

25

30

35

vakcinose, skirtose Zmonéms, naudojami adjuvantai yra
aliuminio drusky geliai - aliuminio fosfatas arba aliuminio
hidroksidas), paprastai vadinami alumo adjuvantais (Bomford,
1985).

Tolesni pavyzdZiai iliustruoja iSradimg, neribodami jo
pritaikymo sferos. ' '

Rekombinantinis bakulovirusas - Autographa californica

branduolinés poliedrozés virusas (AcNPV), turintis
sutrumpintg ZIV-1 gplé60 gena, koduojanti ZIV apvalkalo
baltymo 1-757 amino riug8tis, yra apraSytas kartu paduotoje
ir uZregistruotoje paraiskoje SSSR patentui - (paraiSkos Nr.
420 35 83/135. Klonavimo stadijos, naudojamos konstruojant
rekombinantinj, bakulovirusa, turinti ZIV genus ar ZIV-1 genuy
dalis, irgi yra aprasytos Siame patente ir yra Sio patento
dalis. Toliau pateiktas detalus geno inZineriniy stadijuy,
panaudoty konstruojant Ac3046 ekspresijos vektoriu,
apraSymas.

Naudotos medZiagos, tarp jy fermentai ir imunologiniai

reagentai, buvo gautos i& komerciniy Saltiniy.

Zemiau pateikiamos praktinés %io i%radimo detaleés pagal
pabaigoje pridedamus pavyzdZius.

1 Pav. iliustruoja klonavimo strategija, panaudota ZIV-1
apvalkalo geno (env) iSskyrimui i§ E.coli plazmidés pNA2.
UZtuSuotos dalys rodo ZIV-1 DNR seka, neuZtuduotos -
klonavimo vektoriaus DNR seks. Tamsus plazmidés pl774
regionas yra sukonstruotas i§ sintetiniy oligonukleotidy ir
jistatytas i plazmidés pl614 SmaI-KpnI saitus kaip Smal-KpnlI
fragmentas. Pateikta %io sintetinio oligonukleotido seka.

2 Pav. iliustruoja rekombinantinés plazmides vektoriaus
(p3046) konstravimo strategija, $is vektorius savo ruo3tu

buvo panaudotas bakuloviruso ekspresijos vektoriaus Ac3046

———)
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konstrévimui. Plazmidé pMGS-3 turi bakuloviruso AcNPV sekas
(uzbriksSniuotos skersai) kiekvienoje klonavimo saity
puséje, pozicijoje 4.00. 3is regionas turi unikalius
restrikcijos endonukleaziy SmaI, KpnIl ir BglII saitus.
AcCNPV poliedrino promotorius yra 5' galo kryptimi nuo 4.00
pozicijos. Seka 5' -TAATTAATTAA-3' yra 3' kryptimi ir turi
transliacijos terminacijos kodong visuose trijuose skaitymo
rémeliuvose. Plazmidé pl774 ir sintetinio oligonukleotido
regiono seka yra parodyti 1 pav. Plazmidé p3046 turi visg
PMGS-3, 1i5skyrus sekas tarp Smal ir BglII saity ir pl774
ZIV-1 apvalkalo gens.

3 Pav. pateiktos DNR, supancios Ac3046 gpl60 koduojancias
sekas, nukleotidy sekos. 4 Pav. yra parodyta 3046 env DNA
seka tarp +1 ir +2264.

4a-4k Pav. pateikta Ac3046 ZIV-1 env geno segmento pirmine
DNR seka kartu su sintetinio oligonukleotido seka, esandia
prie 5' env geno galo (tarp +1 ir +2264). Restrikcijos
endonukleaziy saitai yra suradyti vird DNR sekos, o numatoma
amino rtgs5ciy seka - po DNR seka. Bazés sunumeruotos kaireéje
ir de8inéje.

5a-5d Pav. yra lyginamos Ac3046 env geno ir publikuota
LAv-1 env geno DNR sekos. LAV-1 seka yra vir3uje, o
Ac3046 - apacCioje. Linija ( po LAV-1 seka rodo, kad Sioje
pozicijoje Ac3046 seka yra ta pati. DNR sekos sunumeruotos
tuo paciu badu, kaip LAV-1 Wain-Hobson. et al. 1985.

6 Pav. pateiktas antikiny pries ZIV-1 titras, nustatytas

imunofermentinés analizés metodu (IFA) teigiamuose Zmoniy

serumuose (virsSutinis grafikas), ir rézus beZdZioniy,
imunizuoty gpl60 (IJ55, KL55) ar gpl20 (ABS55, CD55, GHSS)
serumuose (apatinis grafikas). Serumy titras prie$ gerai

iSgrynintus baltymus gpl20 ir gplé0 buvo iSmatuotas IFA.
Specifiskai prisijunge ar-ixZ~:i buvo idryskinti, naudojant

ozkos antikfinus pried zZmogaus :gG, konjuguotus su
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peroksidaze i3 krieny. Siame teste titru laikomas
did?iausias serumo praskiedimas, kuriam esant gaunamas

teigiamas atsakas.

Toliau pateikiami pavyzdZiai, iliustruojantys 3io iSradimo

praktine puse.
PAVYZDYS 1
Iterpimo vektoriaus MGS-3 konstravimas

Bakuloviruso vektoriuje klonuojant ir ekspresuojant svetimus
baltymus koduojaniias sekas reikia, kad koduiojanti seka su
poliedrino promotoriumi ir pries ja esaniios sekos bity
isrikiuotos vienoje puséje, o bakuloviruso koduojancios
sekos - kitoje puséje. Esant tokiam idsidéstymui,
homologineés rekombinacijos su bakuloviruso genomu metu
svetimos koduojan&ios sekos yra perkeliamos kartu su

poliedrino promotoriumi ir neaktyviu poliedrino genu.

Todél 7IV apvalkalo geno konstravimui buvo sukurti ivairus
jiterpimo vektoriai. Iterpimo vektorius MGS-3, apraSytas
Jemiau, buvo sukonstruotas tam, kad tiektu ATG transliacijos
iniciacijos kodona. Svetimy sekuy iterpimas i 81 vektoriy
turéty buti toks, kad transliacijos remelis, prasidedantis

iniciacijos kodonu, tiksliai tikty svetimoms sekoms.

Iterpimo vektorius MGS-3 buvo sukonstruotas is Eco RI-I
restrikcijos fragmento klono, kurio DNR buvo iSskirta 1§
isgryninto AcMNPV izoliato (WT-1). MGS-3 buvo sukonstruotas
taip, kad turéty Sias struktirines savybes: 4000 b.p. seka,
esancia pried poliedrino promotoriaus iniciacijos kodonag
ATG; polilinkeri, iterpta "sait-specifinés" mutagenezes
badu, kuris turi iniciacijos kodong ATG pozicijoje,

atitinkanc¢ioje poliedrino iniciacijos kodono pozicija, 1r

restrikcijos saizu: Smal, KpnI, BglII, o taip pat universal:
ka, nusitesusia nuc Kpn

"stop" kodono segmentg; 1700 b.p. se

A
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%estrikcijos saito (kuris yra poliedrino gene) iki
rerminalinio EcoRI-I klono EcoRI

restrikcijos saito.

PAVYZDYS 2

Rekombinantinio vektoriaus p3046, turincio DNR seka,
goduojanéiq 7ZIV-1 baltymo gpl60 amino rug3tis nuo 1 iki 757,
ﬁonstravimas.

Rekombinantiné plazmidé, paZyméta NA-2, sudaryta i viso
ZIV-1 proviruso 21.8 k.b. segmento, jiterpto i pUCl18. Buvo
duomeny, kad 3is klonas yra infekcinis, kadangi gali gaminti
virusa, sugebanti uZkrésti tam tikras Zmogaus lasteles
(Adachi et al. 1986). Visos apvalkalo geno sekos, esancCios
NA-2, yra kilusios i% ZIV LAV kamieno (Barre-Sinoussi et al.
1983).

Z1V-1 apvalkalo genas buvo i3skirtas ir naudojamas Zemiau
apraSytose ir pav.l parodytose geny inZinerinése
procedirose. Pirmiausiai i$§ NA-2 buvo iSskirtas 3846 b.p.
EcoRI/SacI restrikcijos fragmentas, turintis apvalkalo geng
ir klonuotas i EcoRI/Sacl restrikcijos saita pUC19.
Sukonstruota plazmidé pavadinta p708. Apvalkalo genas buvo
pakartotinai iSskirtas kaip 2800 b.p. KpnI restrikcijos
fragmentas ir klonuotas i pUC1l8 Kpnl restrikcijos saita.
Sukonstruota plazmidé pavadinta pl6l4. KpnI restrikcijos
fragmentas, esantis pl614, turéjo neZymiai sutrumpintg ZIV
apvalkalo geng, kuriame tridko 121 b.p. ilgio N-galg
atitinkancios sekos. Si trikstama geno dalis, koduojanti
signalines peptidy sekas, buvo pakeista, iterpiant dvigrandi
sintetini oligomera. Lterptas oligomeras buvo susintetintas
i8% LAV amino rigs¢&iy sekos, naudojant poliedrino genui
bidingus kodonus. Siekiant palengvinti tolesnes
manipuliacijas, vietoj ATG iniciacijos kodono buvo jterpta
nauja Smal restrikcijos seka. ATG iniciacijos kodonas

gaunamas 135 bakuloviruso jterpimo vektoriaus. Sukonstruota
A oo RN
: 1\JR./\L‘;
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plazmidé pavadinta pl774.

Remiantis pav. 2 restrikcijos fragmentai i3 pl774, turintys
ivairiy ZIV apvalkalo domeny koduojancias sekas, buvo
klonuoti i MGS iterpimo vektoriuy taip, kad skaitymo rémelyje
biaty iterpimo vektoriaus iniciacijos kodonas ATG ir kartu
apvalkalo geno kodonai. Sukonstruota p3046 susideda i3
Smal/BamHI restrikcijos fragmento, iZskirto i3 pl774,
iterpto i plazmidés vektoriaus pMGS-3 Smal/BamHI saita. Sis
klonas turi sekas, koduojan&ias baltymo gpl60 1 - 757 amino
rigstis, ir MGS-3 vektoriaus terminacijos kodona.

PAVYZDYS 3

Rekombinantinio bakuloviruso ekspresijos vektoriaus Ac3046

paruoSimas ir selekcija.

7IV env geno rekombinantineé plazmidé p3046 buvo iSsodinta
kalcio fosfatu su AcCMNPV DNR (WT-1) ir jdéta i neuZkréstas

Spodoptera frugiperda lasteles. Tada chimerinis genas

homologinés rekombinacijos bldu buvo jterptas i AcCMNP
genomg. Rekombinantiniai virusai buvo identifikuojami
morfologiskai, pagal neigiamg plok3teliy okliuzija. Tokiose
plok3telése pastebimas citopatinis efektas, bet be
branduolio okliuzijos. Siekiant gauti gryng rekombinantinji
virusg, buvo atliktos dvi papildomos lizés démiy gryninimo
procediiros, einanCios viena po kitos. Restrikcijos ir
hibridizacijos charakteristikas lyginant su atitinkamom
"laukinio tipo" virusinés DNR charakteristikom, buvo
patikrinta, ar rekombinantinéje virusinéje DNR jvyko ZIV env
seky "sait-specifinis" iterpimas. Gautas rekombinantinis
bakuloviruso ekspresijos vektorius Ac3046.

PAVYZDYS 4

ZIV apvalkalo i3 rekocmbirnantirio bakuloviruso ekspresija
uzkréstose vabzdZiuy lagstelése.
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ZIV env seky i85 rekombinantiniy virusy ekspresija vabzdZiy
lastelése turéty baigtis pirminio transliacijos produkto
sinteze. 8is pirminis produktas - pre-pro-baltymas - bus
sudarytas i3 amino rugs¢iy, transliuojamy nuo
rekombinantinio vektoriaus kodony. Taip gaunamas baltymas,
kuris turi visas amino riugstis, koduojamas nuo ekspresijos
vektoriaus iniciacijos kodono ATG, esanio uz poliedrino
promotoriaus, iki transliacijos terminacijos signalo,
esanlio ekspresijos vektoriuje. Pirminiame Ac3046
transliacijos produkte turéty bati Met-Pro-Gly-Arg-Val, kai
Arg, esantis pozicijoje 4, originaliame LAV klone turéty
biti pozicijoje 2. Met-Pro-Gly kodonai - klonavimo

strategijos pasekmeé.

PAVYZDYS 5

gpl60 intarpo seka ir supanti DNR seka, esanti
rekombinantiniame bakuloviruso ekspresijos vektoriuje

Ac3046 gpl60 intarpo ir 3Soninés DNR nukleotidy seka buvo
nustatyta pagal restrikcijos fragmentg, iSskirtag is
virusinio ekspresijos vektoriaus Ac3046 DNR. Sekos buvo
nustatomos tokia tvarkaf 3.9 kb EcoRV-BamHI fragmentas buvo
iSgrynintas, restrikcijos endonukleazémis suskaldZius Ac3046
virusine DNR. Ac3046 virusiné DNR buvo paruodta is
ekstralgstelinio viruso, esancio lgsteliy, naudotuy vakcinos

serijos gamybai, terpéije.

Kaip parodyta pav. 2, 3.9 kb EcoRV-BamHI fragmentas
sudarytas i8 viso gplé60 geno ir 100 b.p. DNR, esanlios prie3
geng 1r 1000 b.p. DNR, esancCios uZ geno.

Taigi sekvenavimo rezultatai parodé, kad gauta chimerine
konstrukcija, kurig nulémeé klonavimo stratsgija. gplé0 seka
18 esmes buvo tokia pati, kaip nurodé Wair-Hobson, et al.

T

(1= 2233 bazly pory seka tarp tariamu :transliacijos

inici=cijos 1r terminacijos kodony lemia 751 amino ragdé&iy
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kodona ir 28 potencialius N-glikozilinimo saitus. Sio rgpl60
molekulinis svoris (kartu su angliavandeniy liekanomis)

apytiksliai yra 145000.

Kaip matyti pav. 3, 4 ir 5, 200 baziy, priklausanciy
supandéiai DNR, seky analizé parodé tikslia insercija.

6 PAVYZDYS

gpl60 amino rig3¢iy seka

Naudojant standartine automatizuota Edmano degradacija ir
HPLC buvo nustatyta, kad pirmy 15-kos gpl60 liekany N-
galine seka yra identiska pagal DNR numatytai sekai. gpl60
baltymas neturi N-galinio metionino. Tai atitinka
stebéjimus, kad AcNPV poliedrino baltymas taip pat yra
sintetinamas be N-galinio metionino. Analizuojant AcNPV 3046
DNR ir iSgryninta gplé60, nustatyta, kad pirminés gpl60 DNR
ir N-galo baltymo sekos yra tokios:

LAV env genas AcNPV 3046 ekspresijos vektoriuje

©UUAS
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Liekana # 2 3 4 5 6 17 8 9 10 11 12 13 14

- Pro Gly Arg Val Lys Glu Lys Tyr Gln His Leu Trp Arg
Trp Gly

ATG CCC GGG CGT GTG AAG GAG AAG TAC CAA CAC CIG TGG CGT
TGG GGC

LAV env genas ACNPV originaliame LAV-1 klone
Liekana # 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Met Arg Val Lys Glu Lys Tyr Gln His Leu Trp Arg Trp Gly .

ATG AGA GTG AAG GAG AAG TAT CAG CAC TTG TGG AGA TGG GGG

PAVYZDYS 7

Rekombinantinio gpl60 gryninimas

Vienas $io iSradimo aspekty yra procedira, naudojama
rekombinantinio HIV-1 apvalkalo baltymo, koduoto Ac3046
ekspresijos vektoriuje, ekstrakcijai ir iSskyrimui.
Rekombinantinis HIV-1 apvalkalo baltymas gplé60 yra
sintetinamas S. frugiperda lastelése 4-5 dienas po uzkrétimo
Ac3046. Sio rgpl60 baltymo gryninimo procese yra tokios
stadijos:

Lasteliy plovimas
Lasteliy suardymas
Gelfiltraciné chromatografija

Le3iy lektino afinineé chromatografija

(2B~ SVRE \ S I o

. Dialize

Tolesnése stadijose apra$Sytas rekombinantinio gpl60

gryninimas i% maZdaug 2x109 lasteliy, uzkrésty Ac3046.

1. Lasteliy plovimas. UZkréstos lastelés plaunamos bufervie,
turincéiame 50mM Tris'o buferio (oH 7.5), 1 mM EDTA ir 1 %
Triton'o X-100. Siame kufery- 1lzstz2l2s resuspenduojamos,

homogenizuojamos standartiniais metocais ir centrifuguojamos

et
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20 minuéiu, esant 5000 aps/min. 3is procesas kartdjémas 3

kartus.

2. Lasteliy suardymas. Nuplautos lastelés suardomos
ultragarsu 50mM Tris'o buferio (pH 8.0-8.5), 4%
dezoksicholato ir 1% P-merkaptoetanolio mi3inyje. Ardymas
ultragarsu atliekamas naudojant standartinius metodus. Po
ardymo ultragarsu lieka nesuirusios tik branduolio membranos
dalelés, kurios paSalinamos centrifuguojant 30 minudiy,
esant 5000 aps/min. Stebéjimai per 3viesos mikroskopa rodo,
kad supernatante, turinciame ekstrahuotag gpl60, néra

nesuirusiy lgsteliy.

3. Gelfiltracija. Gelfiltracija atliekama stiklinése 5.0x50
cm kolonose (Pharmacia), uZpildytose Sephacryl (Pharmacia).
Bendras sorbento tiiris yra apytiksliai 1750 ml. Kolona ir
Yarneliy jungtys depirogenizuojami bei dezinfekuojami
leidZiant per kolona 24 valandas maZiausiai 6 litrus 0.1 N
NaOH. Eliuatas, i%tekantis i% kolonos, eina per UV-kiuvetg,
sujungta su monitoriumi ir saviraSiu (Pharmacia), kolona
nulygsvarinama 4 litrais gelfiltracinio buferio. Nevalytas
gpl60 yra pakraunamas ant kolonos ir per ja leidZiamas
gelfiltracinis buferis. Kolonoje nevalytas miSinys
susiskirsto i tris dideles UV absorbuojaniias frakcijas.
Pirmasis pikas nubréZiamas tarp apytiksliai 500 ir 700 mi,
antrasis tarp 700 ir 1400 ml ir treliasis tarp 1400 ir 1900
ml buferio. Toks pat eliucijos profilis stebimas
nedidelése analitinese kolonose, pagal kurias buvo
nustatyta, kad pirmg pika duoda medZiaga, kurios molekulinis
svoris >2000000. Sio piko frakcija silpnai absorbuoja, nes
joje yra didelio molekulinio svorio lipidy bei lipidy
kompleksy. Be to, 3io piko frakcijoje yra nuo 10% iki 20%
gpl60, ekstrahuoto i% uZkrésty lasteliy. Neabejotina, kad 81
gpl60 frakcija sudaro kompleksus pati su savimi ir su
kitais lasteliy komponentais, suformuodama didelio
molekulinio svorio agregatus. Antrojo, plataus, piko
frakcijoje, yra didZzioji dalis gpl60 ir baltymy, kuriuy

A

{

2

3

[6ep)]




10

15

20

25

30

35

molekulinis svoris yra maZdaug

18,000 - 200,000. Treiojo
piko frakcijoje yra maZai baltymy, ir didZia dalimi
UV absorbcija salygojama B-merkaptoetanolio, esanéio

pavyzdyje.

Kai tik antrasis pikas uZregistruojamas UV detektoriumi,
eliuatas, istekantis i3 kolonos, nukreipiamas tiesiai i
kolong su le8iy lektinu. Kai antrasis pikas iSeina i$§
kolonos, eliuatas atjungiamas nuo kolonos su le$iy lektinu

ir nukreipiamas lauk.

4. Le3iy lektinas. Didelis kiekis leSiu lektino afininio
sorbento (Lentil Lectin Sepharose 4B) buvo “isigytas firmoje
" Pharmacia™ . Le8iy lektinas buvo idgrynintas iki 98% 3varumo
afininés chromatografijos bitdu ant Sefadekso ir tada
imobilizuotas ant Sepharose 4B, naudojant bromciang.
Ligando kiekis matricoje yra mazdaug 2 mg/ml gelio. LeSiy
lektino kolona - tai 5.0x30 cm stikliné kolona (Pharmacia),
kurioje yra 125 ml le8iy lektino Sepharose 4B gelio.
Ripestingai praplovus ir pagal gamintojo rekomendacijas
regeneravus, afinine matricg galima naudoti pakartotinai.
Nenaudojant gelis yra saugojamas kolonoje, pripildytoje
tirpalo, kurj sudaro 0.9% NaCl, 1 mM MnCl,, 1mM CaClp ir
0.01% mertiolato. Prie$ kiekvienag naudojimg kolona yra
plaunama ir nulygsvarinama 250 ml ankééiau aprasyto lesiy
lektino buferio. Nevalytas gpl60 yra leidzZiamas tiesiai per
kolona, nes nuo gelfiltracinés kolonos jis eliuojamas
anksciau apra8ytu bidu. Kai nei3grynintas gpl60 prisijungia
prie kolonos, jis plaunamas 800 ml le$iu lektino buferio,
turincio 0.1% dezoksicholato. Esant $ioms sglygoms, visas
gpl60 prisijungia prie kolonos. Prisijungusiy lipoproteiny,
nustatomy UV detektoriumi,‘esant 280 nm bangos ilgiui,
eliucijal naudojamas le$iy lektino buferis su 0.3 M o-

metil-manozidu.
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Gryninimo reziume.

Zemiau pateikiamas gpl60 gryninimo i§ 1 litro uzkreésty

lagsteliy balansas

Gryninimo  Visas gpl60 ‘Visas Pa3alintos
stadija baltymasl baltymas gpl60, priemailos
(mg) (mg) %

Lasteliy 1-2000 20 1-2 Augimo terpé

nuosédos

1,2,3-1ias 250 15 6 Serumo albuminas,

plovimas dauguma nukleino
rigséiy, tirpus
lasteliy baltymai

Gelfilt- 120 12 12 Lipidai, nukleino

racija ragstys, didelio
mol.svorio
agregatai

LeSiy 14 10 70 Neglikozilinti

lektino baltymai

afininé

chromato-

grafija

lViso baltymo kiekis

nustatytas pagal absorbciijg prie 280 nm.
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A. gpl60 daleliy surinkimas.

Vienas 35io i%radimo aspektu buvo tai, kad gryninimo metu
antigenas gpl60 gali buti surinktas i > 2000000 molekulinio
svorio daleles. IS lasteliy ekstrahuojamas gpl60 baltymy
misinys, turintis 80-90% monomery (160,000 molekulinio
svorio) ir 10-20% polimeruy (daleliy forma). Gelfiltracijos
stadijoje paSalinamos agreguotos gplé0 formos. Bandymai
igskirti gplé0 i3 3ios frakcijos (pirmasis pikas po
gelfiltracijos) persa isvadg, kad jis sudaro kompleksus su
kitais lastelés baltymais ir galbGt net su membranos
fragmentais. Ta&iau gpl60 antigeno, esancio antrajame
gelfiltracijos pike, molekulinis svoris yra mazdaug 160000-
300000. Tai rodo, kad dominuoja monomerinés bei dimerineés
formos. Baltymo gpl60 agregatai ar polimerai susidaro
kolonoje su lediy lektinu. Buvo nustatyta, kad antigenas
sudaro agregatus tiek eliuojant 0.5% dezoksicholata nuo
kolonos su le$iy lektinu, kai kritiné miceliy koncentracija
(KMK) dezoksicholato atZvilgiu yra apytiksliai 0.2 %, tiek
ir eliuojant gpl60 nuo kolonos 0.1% dezoksicholatu. Agregatu
dydis yra matuojamas didele skiriamgja geba turinéioje FPLC
Superose 12 kolonoje (Pharmacia). TipiSky iSgryninto gplé60
serijy pavyzdZiai daZniausiai yra 2000000 ar didesnio
molekulinio svorio, lyginant su Dextran Blue standartu.
Kadangi neglikozilinti baltymai atskiriami nuo gplé60
antigeno le$iy lektino chromatografijos metu, pana3u, kad
hidrofobinés gpl60 dalys pradeda formuoti tarpmolekulinius
asocijatus. Dezoksicholatas, matyt, neprisijungia prie
gpl60, kadangi galima palaikyti didesne nei KMK jo
koncentracija, o antigenas toliau formuoja kompleksus.
Pasirodo, kad toks antigeno agregavimasis yra biadinga $i0

baltymo savybeé, je® 7is buvo gryninamas pagal 8i iSracdima.

Gali bati, kad btt-. . ta hidrofobine N-galine seka, kuri vra
gplé60 baltyme, pr. =dz prie natiralaus Sio baltymo
sugebéjimo formuot aleles. Po gryninimo galima gplé0
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kompleksus steriliai filtruoti per 0.2 mikrony skersmens
celiuliozés acetato filtra. Tokios procediros metu

neprarandama daug baltymo.
B. Daleliy susidarymo analizée.

ISgryninto gpl60 daleliy analizé elektroninés mikroskopijos
bidu parode, kad tai yra pana8$ios i baltymus, sferinés 30-
100 nM dalelés. Norint isitikinti, jog dalelés susidaré,
i3grynintas gpl60 papildomai analizuojamas gelfiltracijos
btidu. Apytiksliai 100 mikrogramy gplé60 buvo praleista per
FPLC gelfiltracijos HR 10/30 Superozés kolong (Pharmacia,
Inc.). Pried tai kolona buvo kalibruojama, naudojant
molekulinio svorio baltyminius standartus. Sioje kolonoje
baltymy eliucijos profilis labai gerai pasikartoja;
eliucijos tdris yra atvirkséiai proporcingas baltymy
standarty molekuliniam svoriui. Kolonoje monomerinis gplé60
atskiriamas nuo

polimeriniy formy ir paSalinami globuliniai baltymai, kuriy
molekulinis svoris > 2 x 109, Dirbant su 3ia kolona, visas
baltymas gpl60 isteka su tusciu tariu, taigi molekulinis
svoris yra > 2 x 10® (2000000).

PAVYZDYS 9

gpl60 adsorbcija ant alumo.

Netirpiy aliuminio junginiy kaip imunologiniuy adjuvanty
efektyvumas priklauso nuo antigeny adsorbcijos ant kietos
fazés. Viena 3io i8radimo dalis - tai atradimas, jog galima
padaryti tokius alumo junginius, kurie efektyviai adsorbuoty
gpl60. Siuo atveju pH turéty bati toks, kad nesumazety
gpl60-alumo komplekso imunogeninis aktyvumas. Alumo -
(aliuminio fosfato gelio) susidarymo metu kontroliuojami
toxlie Ifaktoriai:

1. Optimalus antigeny adsorbcijos prie alumo pH yra

-
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apytiksliai 5.0. Tadiau buvo atrasta, kad gpl60, esant pH
6.5, praranda imunogeni3kumg labiau nei esant pH 7.5.
Todél alumas buvo pagamintas esant pH 7.1+0.1. Buvo
atrasta, kad esant %iam pH, visas gpl60 dar adsorbuojasi

prie alumo.

2. Joniné jéga, salygojama NaCl, yra santykinai maZa ir

maZesné nei 0.15 M.

3. Naudojamas molinis aliuminio chlorido perteklius,
lyginant su natrio fosfatu, uZtikrinantis, kad supernatante

néra laisvy fosfato jony.

4. Baltymas gpl60 idedamas j 3vieZiai pagaminta alumg, kad
sustoty kristaly augimas ir sumaZéty daleliy dydis.

200 ml alumo ruosiami ir idgrynintas gpl60 adsorbuojamas
prie alumo taip, kad galutiné antigeno koncentracija buty
40 pg/ml, kaip nurodyta Zemiau.

B. Reagenty paruo$imas (serijos po 200 ml).

Toliau nurodytus tirpalus ruoskite 100 ml talpos
steriliuose depirogenizuotuose buteliuvose ar stiklinése.
Sumaidykite druskas, skirtas tirpalo 1 ir tirpalo 2
paruo$imui, su natrio hidroksidu ir filtruokite per 0.2
mikrony skersmens celiuliozeés acetato filtrus i 100 ml

talpos sterilius depirogenizuotus butelius.

Tirpalas 1 AlCl3y 6Hp0 0.895 g
NaHAc.3H20 0.136 g

IStirpinti 40 ml vandens injekcijoms (VI),

filtruoti per 0.2 mikronuy filtrag

Tirpalas 2 Na3zPO4 12H70 1.234 g

[ v S
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IStirpinti 40 ml VI, filtruoti
per 0.2 mikrony filtra

Tirpalas 3 NaOH 2.0 g
Istirpinti 100 ml1 VI, filtruoti
per 0.2 mikrony filtra

Tirpalas 4 Tris 1.25¢g

IStirpinti 100 ml VI, jpilti 1 ml i 90 ml VI,
pH koreguoti iki 7.5 su 0.5N HCl ir pripilti VI
iki 100 ml

2.Tirpalus autoklavuoti 30 min; létai iSleisti gara.
AtSaldyti iki kambario temperatiros.

C. Alumo paruoSimas

1. Supilti tirpalag 1 (aliuminio chloridas-natrio
acetatas) i paruo8imo indg, naudojant 25 ml sterilias
vienkartines pipetes. PasiZyméti tirpalo 1 tuarj ir
pradéti maidyti tirpals.

2. I inda ipilti tirpala 2 (natrio fosfatas), naudojant
25 ml sterilias vienkartines pipetes ir toliau maisyti
krentant nuosédoms. PasiZyméti tirpalo 2 tirj.

3. Ipilti 3 ml tirpalo 3 (natrio hidroksidas) ir maidyti dar
5 min. Paimti 0.5 ml pavyzdi ir pamatuoti pH. Jel pH
maZesnis nei 7.0, papildomai ipilti 0.5 ml natrio
hidroksido, maisyti dar 5 min ir vél pamatuoti pH. Testi,
kol pH nusistovés tarp 7.0 ir 7.2.

4. Nustatyti bendrg tiri, ipilta i paruosimo inda (tirpalas
1 + tirpalas 2 + tirpalas 3), tada jipilti sterilaus VI iki
100 ml.

T T Tree———
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5. Skubiai jdeti 8,000 pg ilgryninto gpl60 100 ml 1 mM Tris
pH 7.5 tiesiai i paruodimo indg. )

6. MaiSyti dar bent 20 minucdiy, tada paruo3tg vakcing
5 1i3pilstyti i sterilius meégintuvélius.

-
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Alumo, adsorbuoto ant gpl60, imunogeniSkumas.

Tinkamas metodas antigeninio preparato (vakcinos)
imunogeniskumo nustatymui yra specifinio imuninio atsako
matavimas peliy, paskiepytu vienkartine antigeﬁo doze,
grupése. Baigiantis 4-tal savaitei pelés nukraujinamos ir
antikany prie$ nurodytus antigenus (paprastai prieé tuos
antigenus, kuriais gyv@inai buvo imunizuoti) lygis serume yra
matuojamas standartiniu testu, t.y. IFA (imunofermentine

analize).

Iigryninto gplé0 be adjuvanto, esant pH 6.0 ir 7.5,
adsorbuoto prie alumo (kaip apradyta pavyzdyje 9) arba
sumaidyto su pilnu Freund'o adjuvantu imunogeniSkumas pelems

susumuotas Zemiau.
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Grupe gp 160 IFA Serokonversija
ELISA : vidurkis

gpl60 Adjuvantas Serija # OT? % (P/N)3

1 pgNera, pH 7,5 8702 0.140 57 4/6
Nera, pH 6.0 8702 0.110 26 2/7
Alumas 8702 1.000 90 9/10
Alumas 8705 2.285 100 6/6
Freund'o 8604 1.108 83 5/6
Freund'o 8702 1.396 100 7/7

0.1 pg Freund'o 8604 0.434 67 4/6
Alumas 8705 1.003 67 4/6

Peliy, imunizuoty vienkartine 1.0 ug gpl60 antigeno doze be
jokio adjuvanto, organizme kyla imuninis atsakas i gplé0
(zr. lentele auk$ciau). Zymiai stipresnis imuninis atsakas
bina tuomet, kai pelés imunizuojamos vienkartine 1.0 pg

gpl60, adsorbuoto ant alumo adjuvanto, doze.

Vienkartiné, maZesné nei 0.1 pug gpl60, sumaisSyto su pilnu
Freund'o adjuvantu arba adsorbuoto alumu, dozé sukels
serokonversijg 250% imunizuoty peliy. Nors ir nestipriai,
antigenas gplé0 be adjuvanto buvo imunogeniskas peléms,
esant pH 7.5 ir pH 6.0. Esant Zemesniam pH, imunogeniskumas
prarandamas.

2peleés nukraujintos praejus 28 dienoms po imunizacijos ir
praskiestas (1:10) serumas testuojamas ELISA metodu lyginant
su gpl60, isvalytu gelfiltracijos metodu. Analogidki

rezultatai gauti naudr” -+ komercini ELISA testa (Genetic
Systems Inc.; EIATM EL. ‘1) pried natyvius ZIV-1 baltymus, kai
serumas praskiestas 1: .
3Serokonvertavusiy pel- skaic¢laus (P) santykis su visu peli:

skaiCiumi (N) bandyme.

- . BN - - S — |
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Ant alumo adsorbuoto gpl60 imunogeniikumas (serumo tyrimas
IFA metodais)

Vakcinos sugebéjimas sukelti imuninj, atsaka yra labai svarbi
biologineé savybé. Siekiant patvirtinti, kad gpl60 vakcina,
paruo3ta su alumu, yra imunogeniska gyvinams, o alumo
adjuvantas didina &j imunogeniskumg, buvo atlikti tokie
eksperimentai: nuline diena peléms (l0-ties gyviny grupeje)
buvo suleista vienkartiné dozé (0.5 pg, 1.0 pg ir 5.0 Hg)
vieno gpl60, gpl60 adsorbuoto prie alumo ar gpl60 su pilnu
Freund'o adjuvantu (PFA). 28-tg dieng pelés-buvo
nukraujintos ir IFA (praskiedimas 1:10) badu patikrinti

serumai, ar yra antikiiny pries§ gplé60.

Rezultatai, gauti po 28 dieny, susumuoti Zemiau pateiktoje
lenteléje. Visose grupése daugiau nei 50% peliy buvo stebima
serokonversija. Serokonversijy skaicius ir vidutiné serumo
absorbcija (0T450 nm, esant praskiedimui 1:10, IFA) buvo
didesni, suleidus bet kurig gpl60, adsorbuoto ant alumo,

. doze, nei imunizavus atitinkama vieno gplé60 doze. Sie

rezultatai rodo, kad alumo adjuvantas Zymiai padidina gpl60
antigeno imunogeniskums.

e AU
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28 dienos po suleidimo

0.5 pg doze 1.0 pg doze 5.0 pg doze

Vidurkis Vidurkis Vvidurkis
P/N* QTS P/N oT P/N OT
gplé60 9/10 0.407 7/10 0.699 7/10 0.430
gpl60 9/10 0.547 8/10 0.797 10/10 0.347
(alumas)
gplé60 10/10 1.130 10/10 1.967 -10/10 1.317

(CFA)

PAVYZDYS 12

Neutralizacijos duomenys

%IV neutralizacijos analizé yra pripaZintas metodas norint
nustatyti ar antikiiny preparatas inhibuoja ZIV-1 virusg ir
apsaugo nuo uZkrétimo jautrias Zmogaus limfocity kultary
lasteles. Gyviny, imunizuoty gpl60, antiserumai buvo

4serokonvertavusiy peliy skaidiaus (P) santykis su visu peliy
skai¢iumi (N), praéjus 28 dienoms po imunizacijos 0.5 ug, 1 ug
arba 5 pug vVaxSyntM ZI1v-1.

5 Matuota vidutineé absorbcija (OT450) serokcnverzavusiy peliy
sponsorinés ELISA testu pried gpl60, kal serumo oraskiedimas
yra 1:10.
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tikrinami %IV-1 neutralizacijos analizés bﬁdu:'rezultatai
susumuoti Zemiau pateiktoje lenteléje.

Gyvinas Identifi- Imunogenas/ Mikro- Neutralizuo-
kacija Adjuvantas gramais® jantis titras’
Rézus G55 gpl20/Alumas 16/8/8 1:80-1:160
Rézus H55 gpl20/Alumas 16/8/8 1:80-1:160
Rézus L55 gpl60/Alumas 16/8/8 - >1:80
Pelés Misi- gpl20/Freund‘'o .25/.25/.25 1:40-1:80
nys 3
Peles Misi- gpl60/Freund'o .1/.1/.1 1:40-1:80
nys 8
J.kiaulytes I3gry- gpl60/Freund'o 10/10/10 1:320
nintas
I1gG

Jary kiaulyteés, triudiai ir rézus beZdZionés irgi buvo
imunizuoti gplé60 (su alumu arba Freund'o adjuvantu).
Apskritai, imunizavus Ziuos gyvidnus, buvo stebimas geras
imuninis atsakas i ZIV-1 apvalkalo baltymus.

5572160 arba gpl20 ug

Elekis, suleistas pirmos/antros/treCios imunizacijos metu.
‘didzizusias serumo praskiedimas, ka. uZzkreétimas
inhibuojamas 50% lyginant su ZIV-1 uZkréstomis lastelémis,
kurios buvo eksponuotos su neimunizuoty gyviny serumu.
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Imunogeniskumas 3impanzés organizme.

Geneti3kai 3impanzés yra artimiausi Zmogaus giminaiciai.
Siuo metu tai vienintelis gyviino modelis, tinkamas ZIV-1
infekcijos tyrimams. Toksiékumo/imdnogeniékumo,baquma;$£yvo-
atliekami su trimis beidZionémis; dvi buvo imunizuotos 40 Hg
arba 80 pg gpl60 su alumu paruosta

vakcina. Po 4 savaiéiy kiekviena jy buvo papildomai
imunizuota, atitinkamai 40 ug arba 80 ug gplé0.
Kontroliniam gyvinui tuo pat metu buvo suleistas 1 ml
druskos tirpalo. Kiekviena savaite buvo imami visy trijy
Simpanziy kraujo pavyzdZiail ir tikrinama, ar yra antikiny
pried gpl60 ir ZIV-1 virusinius antigenus. Buvo atliktos
trys imunologinés analizés: IFA, naudojant i3grynintg gple0,
sukurta MicroGeneSys, Inc., "Western Blot" analizé ir
standartineé ZIV-1 IFA analizé. 3iy analiziy duomenys

pateikti Zemiau:
A. IFA (MGSearch HIV 160)

IFA analizeé MGSearch HIV 160 (MGSearch yra MicroGeneSys,
Inc. of West Haven, Connecticut, U.S.A., imunosorbentinés
analizés prie§ gpl60 prekés Zenklas) yra apradyta kartu
paduotoje ir pasiraSytoje paraidkoje JAV patentui, serijos
Nr. 920,197. Serumo pavyzdZiai paimti pried imunizacijag ir
11 savaiCiy po pirminés imunizacijos buvo praskiesti nuo
1:10 iki 1:100000 ir inkubuoti su nitroceliuliozés
juostomis, turiniomis 100 pug i3gryninto gpl60 kiekviename
taske. Galutinis titras - tai didZiausias antik@iny pries
gpl60 praskiedimas, kuriame testas davé teigiamus
rezultatus, naudojant oZkos antikiinus pried 2zmogaus IgG,
konjuguotus su Sarmine fosfataze. Serumo pavyzdZziai, paimti
i5 kontroliniy bei bandomyjy gyviny, prie3 imunizacijag buvo
neigiami. Simpanzés, kuriai buvo suleista 80 Hg doze,

serumas buvo teigiamas, praskiedus 1:100, praéjus dviem
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savaitem, o Simpanzés, kuriai buvo suleista 40 pg doze,
serumas buvo teigiamas, praskiedus 1:10, praéjus keturioms
savaitems. AntikOny pried gplé0 titras didejo iki 5-tos
savaites, kai galutinis titras atitinkamai buvo 1:100000 ir
1:2000000. Abiejy gyviny antikﬁnu titrai per 6-11 savaites
nukrito labai neZymiai. Toks atsako tipas yra ir kokybiskai,
ir kiekybiZkai pana%us i 3impanziy, paskiepytuy vakcina pries
Ymogaus hepatita B, imuninj atsaka.

\ .
B. Komercinis IFA testas

I% Simpanziy, imunizuoty VaxSyn, serumy analizes MGSearch
ZIV 160 ELISA ir Western blot'o metodais, aisku, kad jose
vyko serokonversija ir buvo antikiny prie$ rekombinantini
gpl60 (VaxSyn yra MicroGeneSys, Inc. AIDS vakcinos prekeés
>enklas). Siekiant i&tirti, ar jose gaminami ir anti-ZIV
antikfinai, atpaZistantys natyvius virusinio apvalkalo
baltymus, serumai pried imunizacijg ir serumai, paimti 1-11
savaite, buvo tikrinami naudojant licenzijuotg komercini IFA
testy rinkini (LAV EIA test kit of Genetic System
Corporation, Seattle, Washington, USA, LAV EIA yra Genetic
System Corporation prekés Zenklas, Seattle, Washington,
USA) . Gyviano, imunizuoto 80 pg gpl60, serumas buvo
teigiamas, praskiedus 1:100, praéjus dviem savaitém;
antikiiny lygis jame ir toliau dideéjo visas 6 savaites.
Gyvino, imunizuoto 40 Mg gplé60, serumas,

praskiedus 1:100, buvo teigiamas 6-tg savaite.

L... . VAT
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10

20

25

30

.27-

PAVYZDYS 14

Antikdny pried gpl20 ir gp4l pasiskirstymas

Svarbu nustatyti, ar imuninis atsakas i gplé60 paskiepytame
gyvine nukreiptas prie$ gp4l, gpl20 ar prie$ abu baltymus.
Antikiny pried ivairius ZIV-1 apvalkalo baltymo regionus
nustatymui ir juy lygio iSmatavimui buvo naudojami jvairts
imunologiniai metodai, pavyzdZiui, radioimunoprecipitacija
(RIP), imunofluorescencija (IF), "Western blot" analize (WB)
ir kiekybiné IFA prie$ tris skirtingus rekombinantinius

apvalkalo antigenus.

Pav.6 susumuoti triju skirtingy rekombinantiniy antigeny
imuniniai reaktyvumai: (1) gpl20-y(sutrumpintas
rekombinantinis ZIV-1 gpl20, kurio molekulés C-gale trﬁksta
mazdaug 40 amino rtgic&iu); (2) gpl20 (viso ilgio
rekombinantinis ZIV-1 gpl20) ir (3) gplé60.

50 individy, turin&iy antik@nus pried ZIV-1, serumai ir 3
sumai8yti Zmoniy serumai geral reagavo i gplé0, vidutiniSkai
- 1 gpl20 ir silpnai arba visali nereagavo i sutrumpintg
gpl20. Panasu, kad sutrumpintas gpl20, kuris sudaro daugiau
nei 90% iSorinio ZIV-1 glikoproteino, turi apsauginiy
determinanc¢iy. Tai, kad AIDS teigiami Zmogaus sSerumai turi
mazai antik{iny prie$ §i apvalkalo regiong, atitinka fakta,
jog imuninis atsakas nevisiskai apsaugo nuo virusiniy
infekciju, o teigiami Zmoniy serumail paprastal rodo Zema
neutralizuojancio aktyvumo lygi in vitro. PrieSingai, rézus
beZdZioniy, imunizuoty imunogenu gplé60 arba sutrumpintu
gpl20, serumuose yra antik@iny, reaguojanciy tik su ZIV-1
apvalkalo sutrumpinta gpl20 dalimi. Gali bfiti, kad toks
skirtingas antikfiny atpazZinimo saity pasiskirstymas viruso
apvalkale ir auk3tesni beZdZioniy organizmo titrai sglygoja
auksStus neutralizuojanc¢ius titrus beZdZioniy serumuose.
Kiekybinis 5iy trijy rekombinantiniy apvalkalo antigeny

imuninio aktyvumo Zmogaus ir imunizuoty rezus beZzdZioniy

BRI e W BRSSP - % D T TS T B DI T R At 253
* A
PRy AT QT po
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serumy ivertinimas yra pateiktas Pav. 6. Visi testuoti
bezdZioniy serumai, tarp ju ir gyviny, imunizuotuy gpléO,
turéjo auk3ta antikiny pries sutrumpintg gpl20 antigeng

(gpl20-v) titra.

Toliau pateikiamas auksCiau cituoty nuorody saradas 1ir

detalesnis ju apraSymas.
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Iradimo apibreztis

1. Baltymo, kurio grynumas ir kokybe atitinka farmacinius
reikalavimus, pasiZyminéio ZIV-1 apvalkalo (env) baltymo
imuniniu aktyvumu, gamybos btdas, apimantis ekspresijos
vektoriaus paruosimg, uzkrésty ekspresijos vektoriumi
lasteliy auginimg, juy ardymg ir baltymo gavimg i$ lizato,
pasiZymintis tuo, kad jis susideda 18§ tokiy stadijy:

(a) rekombinantinio ijterpimo vektoriaus gaminimas jterpiant
bakuloviruso genomo dali i klonavimo dalele ir po to
iterpiant ZIV-1 env geng arba jo dali, i modifikuota jterpimo
vektoriy taip, kad ZIV-1 env arba jo dalis ekspresuojama
kontroliuojant bakuloviruso promotoriui;

(b) taip modifikuoto ZIV-1 env geno arba jo dalles
perkelimas i bakuloviruso ekspresijos vektoriy sumaisant
rekombinantini iterpimo vektoriy su bakuloviruso DNR;

(c) tinkamy vabzdZiuy lasteliy transfekcija;

(d) rekombinantinio bakuloviruso ekspresijos vektoriaus,
turinéio minéta ZIV-1 env geng arba jo dalli, 1%skyrimas;

(e) vabzdziy lasteliy arba vabzdziy uZkrétimas gautu
rekombinantiniu bakuloviruso ekspresijos vektoriumi;

(f) gauty uZkrésty vabzdziy lasteliy arba vabzdziy auginimas
siekiant ekspresuoti ir gaminti baltyma, pasiZyminti ZIV-1
apvalkalo (env) baltymo imuniniu aktyvumu;

(g) lasteliy surinkimas ir perplovimas;

(h) lasteliy ardymas;

(i) gauto lizato gryninimas lektiny afinineés
chromatografijos metodu, po to - gelfiltracijos metodu ir
dialize;

(k) gauto 3varaus baltymo, pasiZymincio ZIV-1 apvalkalo

(env) baltymo imuniniu aktyvumu, surinkimas.

PN
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2. Budas pagal p. 1, pasiZymintis tuo, kad bakulovirusas yra
Autqg%apha Californica branduolio poliedrozes virusas.

3. Bldas pagal'p. 1, pasizymintis tuo, kad bakuloviruso

promotorius yra poliedrino geno promotorius.

4. Bldas pagal p. 1, pasizymintis tuo, kad vabzdZiy lastelés

priklauso vabzdziy rugial Spodoptera frugiperda.

5. Budas pagal p. 1, pasiZymintis tuo, kad i rekombinantinio
bakuloviruso ekspresijos vektoriaus sudeti jeina daugiau neil

vienas 2IV-1 env genas arba jo dalis.

6. Bldas pagal p. 1, pasizZymintis tuo, kad ZIV env genas yra

env gpl60 genas arba jo dalis.

7. Budas pagal p. 6, pasizymintis tuo, kad dalis env gpl60
geno koduoja gplZ20.

8. Budas pagal p. 6, pasiZymintis tuo, kad dalis env gplé0
geno koduoja gpiél.

9. Blidas pagal p. 6, pasiZymintis tuo, kad dalis env gplé60
geno atitinka gpl60 amino rig$tims padetyse 1-757.

10. Biidas pagal p. 6, pasizymintis tuo, kad dalis env gplé0
geno yra ta, kuri yra rekombinantinio bakuloviruso

ekspresijos vektoriaus Ac3046 sudétyje.

11. Bidas pagal p. 1, pasiZymintis tuo, kad rekombinantinis

bakuloviruso ekspresijos vektorius yra Ac3046.

12. Bldas pagal p. 1, pasizymintis tuo, kad minetos
lastelés, turin&ios tikslini ZIV-1 env baltymg stadijoje (g)
plaunamos buferio tirpale, kuriame yra 50 nM Tris buferio,
pPH 7.5 1 nM EDTA ir 1% Tritono X-100.

4‘
Yot
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13. Bidas pagal p. 1, pasiZymintis tuo, kad lasteleés
stadijoje (h) ardomos ultragarsu 50nM Tris buferyje, pH nuo
8.0 iki 8.5, kuriame yra 4% deoksicholato ir 1% B-

merkaptoetanolio.

14. Budas pagal p. 1, pasiZymintis tuo, kad gelfiltracija

" stadijoje (i) atliekama kolonoje su Sephacryl derva.

15. Budas pagal p. 1, pasiZymintis tuo, kad lektiny afinine
chromatografija stadijoje (i) atliekama naudojant lesiy

lektina.

16. Baddas pagal p. 1, pasiZymintis tuo, kad gaunamas Svarus
7IV-1 env baltymas yra po to aglomeruojamas arba surenkamas

i daleles, kuriy molekulinis svoris yra mazdaug = 2000000

(stadija 1).

17. Budas pagal p. 16, pasiZymintis tuo, kad baltymas yra

smulkial disperguoty daleliy pavidale.

18. Budas pagal p. 16, pasiZymintis tuo, kad dalelés yra

sferines formos, o juy skersmuo yra mazdaug 30-100 nm.

19. Bidas pagal p. 16, pasiZymintis tuo, kad baltymas
jungiamas su alumu esant pH reik3mems mazdaug 7.0-7.2.

20. ZIV-1 infekcijos gydymui skirta farmacineé kompozicija,

turinti farmaciniu poZidriu tinkamg uZpildg ir/arba

.adjuvanta ir dozeés vieneto receptiirg, pasizyminti tuo, kad

jos sudétyje yra baltymas, pasiZymintis ZIV-1 env baltymo

biologiniu aktyvumu, gautas pagal bet kuri i5 p. 1-19

21. Vakcina, skirta ZIV-1 infekcijos profilaktikai, turinti
farmaciniu poZitGriu tinkamg uzpilda ir/arba adjuvantg ir
dozés vieneto receptiirg, pasizyminti tuo, kad jos sudetyje
yra baltymas, pasiZymintis ZIV-1 env baltymo biologiniu
aktyvumu, gautas pagal bet kuri i§ p. 1-19.

A - R Y
iy . oy
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22. Kompozicija pagal p. 20 arba 21, pasiZyminti tuo,
adjuvantas yra daleliy formos alumas.

23. Kompozicija pagal p. 20 arba 21, pasiZyminti tuo,
adjuvantas yra daleliy formos aliuminio fosfatas.

24. Kompozicija pagal p. 20 arba 21, pasiZyminti tuo,
adjuvantas yra daleliy formos aliuminio hidroksidas.

25. Kompozicija pagal p. 20 arba 21, pasiZyminti tuo,
baltymo koncentracija yra mazZdaug 40pg/ml.

kad
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DNR, SUPANCIOS Ac3046 g
SEKAS, NUKLEOTIDU SEKA
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GlnGlnRisLeuLelGlnSerThrValTrpGlyIleLysGlnLeuGlnAlaArgIleL: s -
S BS
a * BA Ssc
u i1 etr
3 nu cNF
A 11 111
/

GCTGTGGAAAGATACCTAAAGGATCAACAGCTCCTGGGGATTTGGGGTTGCTCTGGAAAA

--------- B B T Y 1800

CGACACCTTTCTAIGGATTTCCTAGTTGTCGAGGACCCCTAAACCCCAACGAGACCTTTT

AlavalGluArgTereuLysAspGlnGlnLeuLeuGlyIleTrpGlyCysSerGlyLys -

M ss MB

m et as

e cy em .
1 11 11 '
' /

CTCAITTGCACCACTGCTGTGCCfTGGAATGCTAGTTGGAGTAATAAATCTCTGGAACAG

1801 - + ————te R SEE— . + 1860

GAGTAAACGTGGTGACGACACGGAACCTTACGATCAACCTCATTAITTAGAGACCTTGTC
LeuIleCysThrThrAlaValProTszsnAlaSerTrpSerAsnLysSerLeuGluGln -

BS A B
SC
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. AGAGACAGATCCATTCGATTAGTGAACGGATCTTAATTAAIIAA
2221 -- + ————t + + 2264
TCTCTGTCTAGGTAAGCTAATCACTTGCCTAGA&ITAATTAATT
a: ArgAspArgSerIleArgLeuvalAsnGlySerEndLeuIleLys-

Fermentai, kurie skaldo:

Afl3  Alul apall Aval Ava2 Banl Bbvl Bgl2 Binl Bsml Bspl2
BStE2 BstNl . Bstxil Ddel Dral Dpra2 Dra3 EcoS7T Finl Fnu4H Fokl
Gsul Hael Hae2 Hae3 Hgal HgiAl Hhal Hind3 Hinfl Hpa2 Aphl
Kpnl- Mael Mae2 Mae3 Mbo2 Mmel Mnll Mst2 Ncil Ndel Nhel
Nla3 Nla4 Nsi1 NspB2 NspH1 PpuMl Pstl Pvu2 Rsal Sau3a Saugf
Scal ScrFl1 Secl SfaNi Smal  Sspl  stul Styl Taql Tth32 Xho?

Fermentai, kurie neskaldo:

Aat2  Acecl afl2 Aha2  Apal Asuz  Avr2 Ball BamHl Ban2 Bbv?
Bell Bgll BspH1 BspMl BspM2 BssHE2 Cfrl Cfrl0 clal Dsal Eco3l
EcoB EcoK EcoR1 EcoRv Espl Fspl Gdi2 HgiE2 Hine2 Epal Mlul
Nael Narl Neol Notl Nrul Pf1M1 PmaCl pwul Rsr2 sacl sac2?

Sall Sfil SnaB1 Spel Sphl Splil Thal Tth3l Xbal Xhol  Xma3
Xmnl
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ATAAAATTAITCATAATGATAGTAGGAGGCTTGGTAGGTTTAAGAATAGTTTTTGCTGTA
--------- +----—-~-—+--—-----—+—-—-—---—+-—-------+-------—-+

TATTTTAAIAAGIATIACtATCATCCTCCGAACCATCCAAATTCTTATCAAAAACGACAT
IleLysLeuPheIleMetIleValGlyGlyLeuValGlyLeuArgIleValPheAlaVal

......... +-__-_--_-+-----_---+------_..-4,..__-_--_-4.--_------{.

GAAAGAIATCACTtATCTCAAICCGTCCCTATAAGTGGTAATAGCAAAGTCTGGGTGGAG
LeuSerIleValAsnA:gValA:gGlnGlyTyrSerProLeuSerPheGlnThrHisLeu

PS s
M AMS ADFNNpa aR M M
n vne vrilluu ua b b
1 alc aanaaM9 Se o o
1 111 2214416 63 T2 2

/ 111117 -
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Pav. 4k

ATVIRO SKAITYMO REMELIO BAZIU SKAICIUS: 2253

AMINO RUGSCIU KODONU SKAICIUS: = 2253 + 3 = 751
Amino rtgstis Kiekis Svoris Viso
GLY - 53 75.1 3980.3
GLU - 41 147.1 6031.1
ASP - 25 133.1 3327.5
VAL - 48 117.1 5620.8
ALA - 37 89.1 3296.7
ARG - 39 174.1 6793.8
SER - 28 105.1 2942.8
LYS - T 42 146.2 6140.4
ASN - ‘58 132.1 7661.8
MET - 17 149.2 2536.4
ILE - 57 131.2 7478.4
THR - 53 119.1 6312.3
TRP - 26 204.2 5309.2
cYs - 21 121.2 2545.2
TYR - 16 181.2 2899.2
LEU - 61 131.2 8003.2
PHE - 25 165.2 4130.0
SER - 26 : 105.1 2732.6
GLN - 38 146.2 5555.6
HIS - 11 155.2 1707.2
PRO - 29 115.1 3337.9
VISO: 751 98,342.4

’ , L = Hz0 (751 x 18)
Visas nustatytas neglikozilinty

polipeptidy svoris = 84,824.4

' Viso glikozilinimo saity : 28
: x 2100 (oligosacharido svoris)

' Viso gpl60 molekulinis svoris = 84,824.4 + 58800

E
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Pav. 5a
SEKU PALYGINIMAS
ir
Signal Peptide ———eeeee
Gly Ile Leu Met Ile Cys Ser
ATC

GGC ATC CIG ATG

I

Seka kiekvienos linijos

Lav-1 IR REKOMBINANTINIO Ac3046 gpl60*
(1985).

Wain-Hobson et al.

apacioje nustatyta i§ rekombinantinés virusines DNR

-

Seka ir atitinkami kodonai numatyti pagal geny inZinerijag ir
is

skirta Ac3046.
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Anti-gp titras

Anti-gp titras

Pav. 6
Zmogaus ZIV-1 teigiamas serumas
8000 T
7000 T F Az
6000 T O As
5000 ¢ A7
4000 ¢+ T As
4 B§
3000 T
4~ B6
2000
/,; X BM
1000 X: - W
f_v g J
0 &
gp1202 , gp120 gp160
ZIV-1 apvalkalo regionas
35000 T Imunizuotos rézus bezdzionés
30000
-
25000 ABSS
©- Cpss
20000
. B~ EFSS
[ — Y
10000 o 4 155
o 24
5000 '3 KLSS
-
0 * 1 1
ep1203 gp120 gp160

ZIV-1 apvalkalo regionas

A pH

172



	Abstract
	Bibliographic Data
	Description
	Claims
	Drawings

