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Atrasta, kad rekombinantinio ZIV-1 gp 160 apvalkalo baltymas (“rgp 160"), ypat adsorbuotas ant tokio adjuvanto,
kaip alumas (pvz., aliuminio fosfatas), yra labai tinkamas vakcinai prie$ AIDS. Vienas $io iSradimo aspekty yra
AcCNPV ekspresijos vektorius, turintis ZIV 1 apvalkalo geno koduojantios sekos dalj, kuri apima 1-757 amino
rugstis, randamas rekombinantiniame klone Nr-3046. Kitas $io isradimo aspektas yra $io rekombinantinio ZIV-1
apvalkalo baltymo (ir baltymo kaip tokio) gamyba vabzdZiy Igstelése - ypat baltymo rgp 160, atitinkancio 1-757
(t. y. 03046) aminordg&ciy seka.

Kiti Sio i&radimo aspektai apima gryninima ir rekobinantinio apvalkalo baltymo daleliy formavimg is rekombinan-
tinio bakuloviruso, gaminangio 3046 baltyma, geno produkto bei 3046 baltymo daleliy adsorbcijg ant aliuminio
fosfato agregaty.

ISradimas taip pat apima profilaktines ir/ar gydomasias vakcinas prie$ AIDS ir 21V infekcijas.
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8i parai3ka yra paraiSkos JAV patentui, serija
Nr. 151,976, uZpildytos 1988 m. vasario 3 d., tesinys.
ParaiSka Nr. 151,976 yra parailkos JAV patentui, serija
Nr. 920,197, uZpildytos 1986 m. spalio 3 d. (dabar
serijos Nr. 585,266), tesinys. Sios paraiskos ir
cituojami darbai yra jtraukti i 32i patenty nors jie tik

cituojami.

1 tipo Zmogaus imunodeficito virusas (ZIV-1) yra
retrovirusas, sukeliantis patalogija imuninéje
sistemoje. Zmogaus imunodeficito virusas yra ijgyto
Zmogaus imunodeficito sindromo (AIDS) sukéléjas. Barre-
Sinoussi, et al., Science, 220: 868-871 (1983); Popovic
et al., Science, 224: 497-500 (1984); Klinikiniai Z2IV-

1 izolatai be to buvo priskiriami asocijuotam su

limfadenopatija virusui (Feorino, et al., Science, 225:

69-72 (1984) ir AIDS giminingam virusui (Levy et al.,
Science 225: 840-842 (1984)).

AIDS jgavo pandemini pobiidi, todél vakcinos pries AIDS
sukirimas tapo viena i3 pagrindiniy sveikatos apsaugos
uZduoc¢iy. Didelis procentas Zmoniy, uZsikretusiy ZIV-1,
spar¢iai praranda imunine funkcija dél T4 limfocity
sumazZéjimo. Sios T4 lastelés, taip pat kaip ir tam
tikros nervinés lasteleés, savo pavirSiuje turi
molekuleg, vadinamg CD4. ZIV-1 atpaZista CD4 molekule
deka receptoriaus, esan€io ant wvirusiniy daleliy
apvalkalo, patenka b lastele, replikuojasi ir
galiausiai jaq nuZudo. Manoma, kad efektyvi vakcina
pries AIDS turéty sukelti antikiiny prisiri$img prie
ZIV-1 viruso apvalkalo, tuo bidu apsaugodama
T4 limfocitus bei kitas jautrias lasteles nuo ZIV-1.

Paprastai vakcinomis, kaip imunoprofilaktikai skirtomis
priemonémis, skiepijami sveiki asmenys, dar nesirge
nurodyta liga. Tadiau visi%kai priimtina efektyvig

vakcing prie§ AIDS vartoti po uZsikretimo, kaip
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imunoterapine priemone. Salk, J., Nature, 327: 473-
476 (1987).

Ziuo metu pladiai paplitusi nuomoné, kad tinkamiausias
kandidatas vakcinos pried AIDS sukirimui yra ZIV-
1 apvalkalas ("env"). Francis and Petricciani. New Eng.
J. Med., 1586-1559 (1985); Vogt and Hirsh, Rewiews of
Infectious Disease, 8: 991-1000 (1986); Fauci,
Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 83: 9278-9283. I3 pradZiy ZIV-

1 apvalkalo baltymas yra susintetinamas kaip
160000 molekulinio svorio glikoproteinas (gpl60). Tada
gpl60 pirmtakas suskaidomas i 120000 molekulinio svorio
i8orini glikoproteina (gpl20) ir 41000 molekulinio
svorio transmembranini glikoproteing (gpdl). Sitie
apvalkalo baltymai yra svarbiausi antikiny taikiniai-
antigenai ligoniy, sergan&iy AIDS, organizme. Barin, et
al., Science, 228: 1094-1096 (1985). Buvo parodyta, kad
natyvus ZIV-1 gpl20 yra imunogenigkas ir sugeba

indukuoti neutralizuojandius antikGnus grauZikuose,
oZkose, rézus be?dZionése ir 3impanzése. Robey, et al.,
Proc.Natl.Acad.Sci.USA 83: 7023-7027 (1986).

Dél labai Zemo natyvaus ZIV-1 apvalkalo baltymo 1lygio
ufkréstose lastelése ir pavojaus, susijusio su AIDS
vakcinos paruodimu i¥ ZIV-1 uZkrésty lasteliy, ZIV-
1 apvalkalo antigeny, skirty vakcinos priesS AIDS
gamybai, buvo pradéta naudoti rekombinantines DNR
metodus. Pasirodo, kad rekombinantinés DNR technika
suteikia geriausias galimybes vakcinos prie3 AIDS
viruso subvienety gamybai, nes Jjgalina saugiai ir
pigiai gaminti imunogenus dideliais kiekiais. ZIV-
1 apvalkalo baltymo genas buvo ekspresuotas genetiskai
pakeistuose rekombinantiniuose vakcinijos virusuose.
Chakrabarti, et al., Nature, 320: 535-537 (1986); Hu,
et al., Nature, 320: 537-540 (1986); Kieny, et al.,
Biotechnology, 4: 790-795 (1986). Be to, apvalkalo
baltymo genai buvo ekspresuojami bakterijy lastelése




10

15

20

25

30

35

LT 3365 B
3

(Putney, et al., Science, 234: 1392-1395 (1986)),
Zinduoliy 1lastelése (Lasky, et al., Science, 23:
209-12 (1986)) bei vabzdZiy lastelése. Sintetiniai
peptidai, atitinkantys ZIV-1 gp4l amino rags&iy seka,

irgi buvo laikomi tinkamais vakciny pried AIDS gamybai.
Kennedy, et al. (1986). Deja, naudojant tokius metodus
bei medZiagas nepavyko sukurti efektyvios vakcinos

pries AIDS.

Vienas i3 i3radimo aspekty yra bakuloviruso - vabzdZiy
lastelés vektorinés sistemos naudojimas rekombinantinio
ZIV-1 apvalkalo baltymo gamybai, aprasytas kartu
paduotoje ir pasiraSytoje paraisSkoje JAV patentui
gauti, serijos Nr. 920,197, uZpildytoje 1986 m. spalio
16 d., (dabar serijos Nr. 585,266) aspekty. Taip pat

2r. serijos Nr. 151,976.

Buvo parodyta, kad bakuloviruso sistema, apskritai, yra
naudinga gaminant ZIV-1 bei kitus baltymus. PavyzdZiui,
bakulovirusas - Autographa californica branduolinés
polihedrozés virusas (AcNPV) buvo panaudotas, kaip
vektorius viso ilgioc gplé60 ir atskiry ZIV-1 apvalkalo

geno daliy ekspresijai uZkréstose Spodoptera frugiperda

lastelese (Sf9 lastelés). Be to, ankstesnése paraiskose
patentui yra apra3ytas sutrumpintas gplé60 genas
(rekombinanto numeris Ac3046); baltymas, pagamintas
rekombinantiniame Ac3046, ir Ac3046 geno produkto
gryninimo budai, kuriuose naudojama le8iy lektino
afinine chromatografija bei gelfiltracine
chromatografija. Buvo nustatyta, kad Siuo biidu
isgrynintas ir agreguotas i daleles gpl60 baltymas vyra

labai imunogenifkas grauZikams ir primaty rG3ims.

Ideali vakcina prie3 AIDS turéty  bati ne tik
biologiskai gryna bei apirogeni%ka, bet viena ar kelios
jJos injekcijos turéty visam gyvenimui apsaugoti nuo

ZIV-1 infekcijos. Tai yra budinga gyvoms susilpnintoms
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vakcinoms. Kai vakciny gamybai yra naudojamos uZmuStos
bakterijos ar virusai, arba i3 jy iSskirtos medZiagos,
pvz.: toksoidai, Dbaltymai, daZniausiai sukeliamas
silpnas imuninis atsakas ir ijgyjamas tik trumpalaikis
imunitetas. Siekiant jveikti arba  sumaZinti Siuos
vakciny trikumus, paprastai i vakcina jdedama papildoma
medZiaga, vadinama adjuvantu. Adjuvantai - tai medZia-
gos, kurios padeda sukelti imuninj atsakg. Apskritai
vakcinose, skirtose Zmonéms, naudojami adjuvantai yra
aliuminio drusky geliai (aliuminio fosfatas arba
aliuminio hidroksidas), paprastai vadinami alumo
adjuvantais. Bomford, et al., "Adjuvants", Animal Cell
Biotech. Vol. 2: 235-250, Academic Press Inc. (London:
1985) .

$is isradimas - tai vakcina prie$ Zmogaus imunodeficito
virusa (Z1V) . Tinkamiausioje vakcinos paruosimo
schemoje apvalkalo baltymas yra gryninamas,

agreguojamas ir sumai3omas su adjuvantu (pvz., alumu).

$io i3radimo detalés ir nuorodos i pridedamus bréZinius

yra pateiktos Zemiau:

Fig. 1 iliustruoja klonavimo strategija, panaudotg
7IV-1 apvalkalo geno (env) i3skyrimui i§ E.coli
plazmidés pNA2. UZtuSuotos dalys rodo ZIV-
1 seka, neuZtu3uotos - klonavimo vektoriaus DNR
seksy. Tamsus plazmides pl774 regionas yra
sukonstruotas i3 sintetiniy oligonukleotidy ir
istatytas i plazmidés 01614 SmaI-Kpnl saitus
kaip SmalI-KpnlI fragmentas. Parodyta sio

sintetinio oligonukleotido seka.

Fig. 2 iliustruoja rekombinantinés plazmides vekto-
riaus (p3046) konstravimo strategijg, S$is vek-
torius savo ruoZtu buvo panaudotas bakuloviruso

ekspresijos vektoriaus Ac3046 konstravimui.
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Plazmidé pMGS3 turi bakuloviruso AcNPV sekas
(uZbrikSniuotos skersai) kiekvienoje klonavimo
saity puséje, pozicijoje 4.00. 8&is regionas
turi unikalius restrikcijos endonukleaziy SmalI,
Kpnl ir BgllI saitus. AcNPV  polihedrino
promotorius yra 5 galo kryptimi nuo
4.00 pozicijos. Seka 5'-TAATTAATTAA-3' yra
3'kryptimi ir turi transliacijos terminacijos
kodong visuose trijuose skaitymo rémeliuose.
Plazmidé pl774 ir sintetinio oligonukleotido
regiono seka yra parodyti Fig. 1. Plazmide
p3046 turi visa pMGS3, i8skyrus sekas tarp Smal
ir BglII saity, kur yra iterptas pl774 ZIV-

1 apvalkalo genas.

parodytos DNR, supandios Ac3046 gpl60 koduo-

jan&ias sekas, nukleotidy sekos.

yra parodyta 3046 env DNR seka tarp +1 ir +2267.

Fig. 4a-4t rodo Ac3046 %IV env geno segmento pirmine

DNR seka kartu su sintetinio oligonukleotido
seka, esandia prie 5' env geno galo (tarp +1 ir
+2267) . Restrikcijos endonukleaziy saitai yra
surasSyti vir$ DNR sekos, o numatoma amino
rags¢iy seka - po DNR seka. Bazés sunumeruotos

kairéje ir de3inéje.

Fig. 5a-5h yra lyginamos Ac3046 env geno ir publikuota

LAV-1 env geno DNR sekos. LAV-1 seka yra
virSuje, o Ac3046 - apac¢ioje. Linija (1) po
LAV-1 seka rodo, kad Sioje pozicijoje
Ac3046 seka yra ta pati. DNR sekos sunumeruotos
tuo paciu budu, kaip LAV-1 Wain-Hobson et al.,
Cell, 40: 9-17 (1985).
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Fig. 6 rodo antikiiny pries ZIV-1 titra, nustatyta imu-
nofermentine analize (IFA), teigiamuose Zmoniy
serumuose (vir3utinis grafikas) ir rézus bei-
dZioniy, imunizuoty gpl60 (IJSS, KL55) ar
gpl20 (AB55, CD55, GHS5), . serumuose (apatinis
grafikas). Serumy titras pried gerai i3gry-
nintus baltymus gpl20 ir gpl60 buvo i3matuotas
IFA. Specifi3kai prisijunge antikiinai buvo
i3ry3kinti, naudojant oZkos antikiG.aus prie3
¥mogaus IgG, konjuguotus su peroksidaze i3
krieny. Siame teste titru laikomas didZiausias
serumo praskiedimas, kuriam esant gaunamas

teigiamas atsakas.

Fig. 7 pateikta lentele, apibendrinanti imuninius
atsakus, sukeltus gpl60 vakcinos, pacientams su
teigiamais serumais.

Fig. 8 (A ir B) rodo vakcinos sukeltus imuninius

atsakus i specifinius ZI1V-1 apvalkalo epitopus.

Fig. 9 rodo vakcinos sukelta T lasteliy proliferacinj
atsakg i gpl60 paskiepytuose pacientuose su

teigiamais serumais.

Fig. 10 rodo limfocity skai&iaus didéjima po skiepijimo
vakcina gplé60.

Fig. 11 yra grafikas, rodantis CD4 lasteliy skai&iaus
pokyti procentais laike vakcinai jautriuocse ir

nejautriuose individuose.

Buvo atrasta, kad rekombinantinio ZIV-1 gpl60 apvalkalo
baltymas (" rgpl60"), ypal adsorbuotas ant tokio
adjuvanto, kaip alumas (pvz., aliuminio fosfatas), yra

labai tinkamas vakcinai prie$ AIDS.
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Vienas $io iSradimo aspekty yra AcNPV ekspresijos
vektorius, turintis ZIV-1 apvalkalo geno koduojanéios
sekos dali, kuri Yra ekvivalentiné rekombinantinio
klono Nr. 3046 1-757 Wain-Hobsono (ibid) sekai ir
atitinka 1-752 amino rugstis.

Antras i3radimo aspektas yra 3io rekombinantinio ZIvV-
1 apvalkalo baltymo (ir paties baltymo) gaminamas
vabzdZiy 1lastelese, ypa& baltymo rgplé60, koduojamo
amino rag3&iy 1-757 Wain-Hobson sekos (t.y. 03046,

turinéio 752 amino rugs&iy liekanas).

Kiti 8io i3radimo aspektai - apvalkalo baltymo
gryninimas ir daleliy formavimas i3 rekombinantinio
bakuloviruso, gaminan&io 3046 baltyma, geno produkto
bei to produkto daleliy adsorbcija ant aliuminio

fosfato agregaty.

ISradimas taip pat apima vakcinas ir priemones AIDS ir

ZIV infekcijy profilaktikai ir/arba terapijai.

Tolesni pavyzdZiai iliustruocja iSradimg, neribodami jo

pritaikymo sferos.

Rekombinantinis bakulovirusas Autographa californica

branduolinés polihedrozes virusas (AcNPV), turintis
sutrumpintg ZIV-1 gpl60 gens, koduojantj ZIV-apvalkalo
baltymo 1-757 amino rugstis, yra aprasytas
uZregistruotoje paraiskoje JAV patentui, serijos Nr.
920,197 (dabar serijos Nr. 585,260). Klonavimo pakopos,
naudojamos konstruojant rekombinantinj, bakulovirusa,
turinti ZIV-1 genus ar ZIV-] geny dalis, irgi vyra

aprasytos 3iame patente ir yra Sio patento dalis.

Toliau pateiktas detalus geno inZineriniy stadijy,
panaudoty konstruojant Ac3046 ekspresiijos vektoriy,

aprasymas. Naudotos medZiagos, tarp Iy fermentai ir
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imunologiniai reagentai, buvo gauti i3 komerciniy
Saltiniy. Pridedami pavyzdZiai parodo, kaip atlikti ir

taikyti i3radima.

Turimi omenyje taip pat ir kiti rekombinantiniai
apvalkalo baltymai, kurie visi priskiriami rgpl60, <¢&ia
jeina ir rekombinantiniai gpl20 ir gp4l baltymai.
Ac3046 kaip tik yra tokio ekspresijos vektoriaus ir
rekombinantinio apvalkalo baltymo pavyzdys pagal

i3radimg.
1 PAVYZDYS

Rekombinantinio bakuloviruso Ac3046, turindio ZIV-

1 koduojan&ios sekos dalj, atitinkan&ig 1-757 amino

rig3tis, konstravimas

Svetimus baltymus koduojan&iy seky klonavimui ir
ekspresijai bakuloviruso vektoriuje reikia, kad
koduojanti seka su polihedrino promotoriumi ir prie3 ja
esan®ios sekos biity i3rikiuotos vienoje puséje, ©
bakuloviruso koduojan&ios sekos - kitoje puséje. Esant
tokiam i3sidéstymui, homologinés rekombinacijos su
bakuloviruso genomu metu svetimos koduojanios sekos
yra perkeliamos kartu su polihedrino promotoriumi ir

neaktyviu polihedrino genu.

Todél ZIV apvalkalo geno konstravimui buvo sukurti
jvairis insercijos vektoriai. Insercijos vektorius
MGS3, apradytas Zemiau, buvo sukonstruotas tam, kad
tiekty ATG transliacijos iniciacijos kodona. Svetimy
seky iterpimas i 8i vektoriy turéty biti toks, kad
transliacijos rémelis, prasidedantis iniciacijos

kodonu, tiksliai tikty svetimoms sekoms.

Insercijos vektorius MGS3 buvo sukonstruotas is Eco RI-

I restrikcijos fragmento klono, kurio DNR buvo iSskirta
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is iS3gryninto AcMNPV izoliato (WT-1). MGS3 buvo
sukonstruotas taip, kad turéty $ias struktGrines
savybes: (a) 4000 b.p. seka, esandig prie$ polihedrino
promotoriaus iniciacijos kodong ATG; (b) polilinkeri,
iterptg "sait-specifinés" mutagenezés bidu, kuris turi
iniciacijos kodong ATG ©pozicijoje, atitinkandioje
polihedrino iniciacijos kodono pozicijg, ir
restrikcijos saitus SmaIl, KpnI, BglII, o taip pat
universaly "stop" kodono segmenta; (c) 1700 b.p. seksa,
nusitgsusig nuo Kpn restrikcijos saito (kuris yra
polihedrino gene) iki terminalinio EcoRI-I klono EcoRI

restrikcijos saito. Zr. pvz.: fig. 2.
2 PAVYZDYS

Bakuloviruso rekombinanty, turin&iy LAV env koduojan&ias

sekas, konstravimas

Rekombinantiné plazmide, paZzymeta NA2 (fig. 1),
susideda i3 viso ZIV-1 proviruso 21.8 k.b. segmento,
iterpto i pUC18. Buvo duomeny, kad $is klonas yra
infekcinis, kadangi gali gaminti virusa, sugebanti
uzkrésti tam tikras Zmogaus lasteles. Adachi, et al.,
J.Virol. 29: 284-291 (1986). Visos apvalkalo geno
sekos, esancios NA2, yra kilusios i3 ZIV LAV 3tamo.

Barre-Sinoussi (1983).

ZIV-1 apvalkalo genas buvo iskirtas ir su juo
atliekamos genoinZinerinés procediros taip, kaip
apraSyta Zemiau ir parodyta pav.l. Pirmiausiai i3
NA2 buvo iSskirtas 3846 b.p. EcoRI/Sacl restrikcijos
fragmentas, turintis apvalkalo gena ir klonuotas i
EcoRI//Sacl restrikcijos saitg pUC19. Sukonstruota
plazmidé pavadinta p708.

Apvalkalo genas buvo pakartotinai 1i&skirtas, kaip

2800 b.p. KpnI restrikcijos fragmentas ir klonuotas i
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pUC18 KpnI restrikcijos saita. Sukonstruota plazmide
pavadinta pl614.

Kpnl restrikcijos fragmentas, esantis pl6l4, turejo
nefymiai sutrumpinta ZIV apvalkalo gena, kuriame triko
121 b.p. ilgio N-gala atitinkan&ios sekos. Si trikstama
geno dalis, koduojanti signalines peptidy sekas, buvo
pakeista, iterpiant dvigrandi sintetini oligomers.
Jterptas oligomeras buvo susintetintas i¥ LAV amino
rig§&iy sekos, naudojant polihedrino genui badingus
kodonus. Siekiant palengvinti tolesnes manipuliacijas,
vietoj ATG iniciacijos kodono buvo jterpta nauja Smal
restrikcijos seka. ATG iniciacijos kodonas gaunamas i3
bakuloviruso insercijos vektoriaus. Sukonstruota

plazmidé pavadinta pl774.

Remiantis fig. 2., restrikcijos fragmentai i3 pl774,
turintys ivairiy ZIV apvalkalo domeny koduojanéias
sekas, buvo klonuoti i MGS insercijos vektoriy (pvz.,
MGS3) taip, kad insercijos vektoriaus iniciacijos
kodonas ATG biity skaitymo rémelyje kartu su apvalkalo
geno kodonais. Sukonstruota p3046 susideda is
Smal/BglII restrikcijos fragmento, iSskirto i3 pl774,
jterpto i plazmidés vektoriaus pMGS3 Smal/BamHI saitsg.
$is klonas turi sekas, koduojandias baltymo gplé0 1 -
757 amino  ragStis ir MGS3 vektoriaus terminacijos

kodong.
3 PAVYZDYS

Rekombinantinio bakuloviruso paruoSimas ir selekcija

BN¢

I env geno rekombinantiné plazmidé p3046 buvo
i3sodinta kalcio fosfatu su AcMNPV DNR (WT-1) ir ideta

|

i neuZkréstas Spodoptera frugiperda lasteles. Tada

chimerinis genas homologinés rekombinacijos budu buvo

jiterptas i AcMNP genoma. Rekombinantiniai virusal buvo
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indenfikuojami morfologi3kai, pagal neigiamga plok3teliy
okliuzija. Tokiose plok3telése pastebimas citopatinis
efektas, bet be branduoclio okliuzijos. Siekiant gauti
gryng rekombinantinij virusg, buvo atliktos dvi
papildomos, viena po kitos sekan&ios, plokiteliy
gryninimo procediros. Lyginant restrikcijos ir
hibridizacijos charakteristikas su atitinkamom
"laukinio tipo" virusinés DNR charakteristikom, buvo
iSanalizuota, ar rekombinantinéje virusinéje DNR ivyko

ZIV env seky "sait-specifiné" insercija.
4 PAVYZDYS

ZIV env i3 rekombinantinio bakuloviruso ekspresija

uzkréstose vabzdZiy lgstelése

yARY env seky i3 rekombinantiniy virusy ekspresija
vabzdZiy lgstelese turéty baigtis pirminio
transliacijos produkto sinteze. Sis pirminis produktas
bus sudarytas i3 amino rfigi&iy, transliuojamy nuo
rekombinantinio vektoriaus kodony. Tokiu budu, gaunamas
baltymas, kuris turi visas amino rig3tis, koduojamas
regione nuo ekspresijos vektoriaus iniciacijos kodono
ATG, esancio uz polihedrino promotoriaus, iki
transliacijos terminacijos signalo, esandio ekspresijos
vektoriuje (pvz.: rgpl60). Pirminis Ac3046 translia-
cijos produktas turéty skaityti Met-Pro-Gly-Arg-Val,
kur Arg, esantis pozicijoje 4, originaliame LAV klone
turety biti pozicijoje 2. Met-Pro-Gly kodonai -

klonavimo strategijos pasekmé.
5 PAVYZDYS

gpl60 intarpo ir supanti DNR nukleotidu seka

gplé0 intarpo ir S$oninés DNR nukleotidy seka buvo

nustatyta pagal restrikacijos fragmenta, i3skirtg i3
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virusinio ekspresijos vektoriaus Ac3046 DNR. Sekos buvo
nustatomos tokia tvarka: 3.9 kb EcoRV-BamHI fragmentas
buvo i3grynintas, restrikacijos endonukleazémis
suskaidZius Ac3046 virusine DNR. Ac3046 virusiné DNR
buvo paruo3ta i3 ekstralgstelinio viruso, esanéio

lasteliy, naudoty vakcinos serijos gamybai, terpéje.

Kaip parodyta fig. 2, 3.9 kb EcoRV-BamHI fragmentas
susideda i3 viso gpl60 geno ir 100 b.p. DNR, esanéios
prie3 geng ir 1000 b.p. DNR, esand¢ios uZ geno.

Taigi, seky nustatymo rezultatai parode, kad gauta
chimerineé konstrukcija, kurig nuléme klonavimo
strategija. gpl60 seka i3 esmés buvo tokia pati, kaip
nurcdé Wain-Hobson, et al. (1985). 2256 baziy pory seka
tarp tariamy transliacijos iniciacijos ir terminacijos
kodony lemia 752 amino rGg3¢iy kodong ir 28 potencialus
N-glikozilinimo saitus. 8io rgpl60 molekulinis svoris
(kartu su angliavandeniy liekanomis) apytiksliai yra
145000.

Kaip matyti Fig. 3,4 ir 5, 200 baziy, priklausandiy
supan¢iai DNR, seky analizé parodé tikslig insercijg.

6 PAVYZDYS

gpl60 amino rug3¢&iy seka

Naudojant standartine automatizuotg Edmano degradacijg
ir HPLC buvo nustatyta, kad pirmy 15-kos gplé60 liekany
N-galine seka yra identis3ka pagal DNR numatytai sekai.
gplé0 baltymas neturi N-galinio metionino. Tai atitinka
stebéjimus, kad AcNPV polihedrino baltymas taip pat yra
sintetinamas be N-galinio metionino. Analizuojant AcNPV
3046 DNR ir 1iS3grynintg gplé60, nustatyta, kad pirminés
gpl60 DNR ir N-galo baltymo sekos tokios (1 lentelé):
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1 LENTELE

LAV env AcNPV 3046 ekspresijos vektoriuje

Liekana

2 3 4 5 6 7 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 CTG TGG CGT TGG GGC

S8ie rezultatai lyginami su originaliu LAV-1 klonu
(2 lenteleé):

2 LENTELE
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 Ieu Trp Arg Trp Gly
ATG AGA GTG AAG GAG AAG TAT CAG CAC TTG TGG AGA TGG GGG

7 PAVYZDYS

Rekombinantinio gpl60 gryninimas

Vienas 3io i3radimo aspekty yra procedira, naudojama
rekombinantinio HIV-1 apvalkalo baltymo, koduoto
Ac3046 ekspresijos vektoriuje, ekstrakcijai ir
iSskyrimui. Rekombinantinis HIV-1 apvalkalo baltymas
gpl60 yra sintetinamas §. frugiperda lastelése 4-
5 dienas po uZkrétimo Ac3046. Sio rgplé0 baltymo

gryninimas vyksta sekandiom pakopom:

l.Lasteliy plovimas

2.Lasteliy suardymas
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3.Gelfiltraciné chromatografija
4.Le3iy lektino afininé chromatografija
5.Dialize

Siame pavyzdyje apradytas rekombinantinio gpl60 gryni-
nimas i3 maZdaug 2x10° lasteliy, uZkreésty Ac3046.

1. Lasteliy plovimas. UZkréstos lastelés plaunamos
buferyje, turin&iame 50mM Tris'o buferio (pH 7.5), 1 mM
EDTA ir 1 % Triton'o X-100. S3iame buferyje 1lastelés

resuspenduojamos, homogenizuojamos standartiniais

metodais ir centrifuguojamos 20 minuéiy, esant

5000 aps/min. 3is procesas pakartojamas 3 kartus.

2. Lasteliy suardymas. Nuplautos lastelés suardomos
ultragarsu 50mM Tris'o buferio (pH 8.0-8.5), 4 %

dezoksicholato ir 1 % beta-merkaptoetanolio miSinyje.

Ardymas ultragarsu atliekamas naudojant standartinius
metodus. Po ardymo ultragarsu lieka nesuirusios tik
branduolio membranos dalelés, kurios paSalinamos
centrifuguojant 30 minu&iy, esant 5000 aps/min. Stebé-
jimai per &viesini mikroskopa rodo, kad supernatante,

turin&iame ekstrahuota gpl60, néra nesuirusiy lgsteliy.

3. Gelfiltracija. Gelfiltracija atliekama stiklinése

5.0x50 cm kolonose (Pharmacia), uZpildytose Sefakrilu
(Pharmacia). Bendras sorbento tiris yra apytiksliai
1750 ml. Kolona ir Zarneliy jungtys depirogenizuojami
bei dezinfekuojami leidZiant per kolong 24 valandas
maZiausiai 6 litrus 0.1 N NaOH. Eliuatas, iStekantis i3
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.
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Kolonoje nevalytas mi%inys susiskirsto i tris dideles
uv absorbuojandias frakcijas. Pirmasis pikas
nubréZiamas tarp apytiksliai 500 ir 700 ml, antrasis
tarp 700 ir 1400 ml ir trediasis tarp 1400 ir 1900 ml
buferio. Toks pat eliucijos profilis stebimas
nedidelése analitinése kolonose, pagal kurias buvo
nustatyta, kad pirmg pika duoda medZiaga, kurios
molekulinis svoris >2 000 000.

Sio piko frakcija silpnai absorbuojama, nes joje yra
didelio molekulinio svorio lipidy bei lipidy kompleksy.
Be to, 3io piko frakcijoje yra nuo 10 % iki 20 % gpléo0,
ekstrahuoto i¥ uZkresty lasteliy. Neabejotinai, 3i
gplé0 frakcija sudaro kompleksus pati su savimi ir su
kitais 1lasteliy komponentais, suformuodama didelio

molekulinio svorio agregatus.

Antrojo, plataus, piko frakcijoje, yra didZioji dalis
gpl60 ir baltymy, kuriy molekulinis svoris apytiksliai
yra 18 000 - 200 000.

Tre€iojo piko frakcijoje yra maZai baltymy, ir didZia
dalimi UV absorbcija salygojama beta-merkaptoetanolio,

esan¢io pavyzdyje.

Kai tik antrasis pikas uZregistruojamas UV detekto-
riumi, eliuatas, i%tekantis i3 kolonos, nukreipiamas
tiesiai i kolong su leSiy lektinu. Kai antrasis pikas
i3eina i3 kolonos, eliuatas atjungiamas nuo kolonos su

le8iy lektinu ir nukreipiamas lauk.

4. Le3iy lektinas. Didelis kiekis le3iy lektino

afininés gelio terpés (Lentil Lectin Sepharose 4B) buvo
isigytas firmoje "Pharmacia". LeSiy lektinas buvo
iSgrynintas iki 98 % &varumo afinineés chromatografijos
bldu ant Sefadekso ir tada imobilizuotas ant Sefarozés

4B, naudojant bromciang. Ligando kiekis matricoje yra
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maZdaug 2 mg/ml gelio. Le3iy 1lektino kolona - tai
5.0x30 cm stiklinés kolona (Pharmacia) kurioje yra
125 ml 1le3iy lektino Sefarozés 4B gelio. Ripestingai
praplovus ir pagal gamintojo rekomendacijas regene-
ravus, afinine matrica galima naudoti pakartotinai.
Nenaudojant gelis yra saugojamas kolonoje, pripildytoje
tirpalo, kurji sudaro 0.9 % NaCI, 1 mM MnCI,, 1mM
CaCI, ir 0.01 % mertiolato. Prie3 kiekvieng naudojimg
kolona yra plaunama ir nulygsvarinama 250 ml anksciau
apra3yto le8iy lektino buferio.

Nevalytas gpl60 yra leidZiamas tiesiai per kolong, nes
nuo gelfiltracinés kolonos jis eliuuojamas anks&iau
apradytu biGdu. Kai nei¥grynintas gpl60 prisijungia prie
kolonos, jis plaunamas 800 ml le3iy lektino buferio,
turindio 0.1 % dezoksicholato. Esant 3ioms salygoms,
visas gpl60 prisijungia prie kolonos. Prisijungusiy
glikoproteiny, nustatomy UV detektoriumi, esant 280 nm
bangos ilgiui, eliucijai naudojamas leSiy lektino

buferis su 0.3 M alfa-metil-manozidu.

5. Dializé. Angliavandeniai ir dezoksicholatas pa3ali-

nami jiprastos dializés bidu.

Baltymo gplé0 i3gryninimo i3 1 litro uZkrésty lasteliy
procediry galima reziumuoti sekanc¢ioje lenteléje
(lentelé 3). Kitu atveju, vietoj gelfiltracijos galima
atlikti iprastine jony mainy chromatografija (anijony
ir katijony). Darbo eiga irgi neturi lemiamos jtakos:
pavyzdZiui, gelfiltraciné ar jony mainy chromatografija
gali biati atliekama po lesiy lektinines
chromatografijos. Pagal i3radimg, galima naudoti ir
kitus reagentus. PavyzdZiui, vietoje dezoksicholato
rekombinantinio baltymo gryninimui galima naudoti kitus
detergentus, t.y. nejoninius detergentus tokius, kaip
Tween 20 (polisorbatas 20), Tween 80, Lubrol ir Triton
X-100.
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3 LENTELE - gryninimo reziumeé

Gryninimo Bendras gplé0 balty- Bendras PaSalintos
stadija baltymas mas (mg)1 gpl60 (mg) priemaifos %

Lasteliy 1-2000 20 1-2 Augimo terpe

nuosedos

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

plovimas dauguma nukleino

rigsciy, tirpis
lasteliy baltymai

Gelfiltra- 120 12 12 Lipidai, nukleino
cija rigstys, didelio

mol. svorio

agregatai
Lesiy 14 10 70 Neglikozilinti
lektino baltymai
afinine
chromato-
grafija
Bendras baltymo kiekis buvo nustatytas pagal
absorbcija, esant 280 nm bangos ilgiui.
8 PAVYZDYS

A. gpl60 daleliy surinkimas.

Vienas $io i3radimo aspekty buvo tai, kad gryninimo
metu antigenas gpl60 gali bati surinktas b
>2000000 molekulinio svorio daleles. Is lasteliy
ekstrahuojamas gpl60 baltymy misinys, turintis 80-90 %
monomery (160.000 molekulinio svorio) ir 10-20 %
polimery (daleliy forma) . Gelfiltracijos pakopoje

pasalinamos agreguotos gpl60 formos. Nepavyke bandymai
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i%skirti gpl60 i¥ 3ios frakcijos (pirmasis pikas po
gelfiltracijos) per3a iSvada, kad jis sudaro kompleksus
su kitais 1lastelés baltymais ir, galbat, net su
membranos fragmentais. Tadiau gpl60 antigenas
frakcijoje, duodan&ioje antrg pika po gelfiltracijos,
yra apytiksliai 160000-300000 molekulinio svorio. Tai

rodo, kad dominuoja monomerinés bei dimerinés formos.

Baltymo gpl60 agregatai ar polimerai susidaro kolonoje
su leSiy lektinu. Buvo nustatyta, kad antigenas sudaro
agregatus tiek eliuuojant 0.5 % dezoksicholata nuo
kolonos su lesiy lektinu, kai kritine miceliy
koncentracija (KMC) dezoksicholato atZvilgiu yra
apytiksliai 0.2 %, tiek ir eliuuojant gpl60 nuo kolonos
0.1 % dezoksicholatu.

Agregaty dydis yra matuojamas didele skiriamaja galiag
turin&ioje FPLC Superozés 12 kolonoje (Pharmacija).
Tipisky i3gryninto gpl60 serijy pavyzdZiai daZniausiai
yra 20000000 ar didesnio molekulinio svorio, lyginant

su Dekstran Blue standartu.

Schwaller, et al. (1989) darbuose parodyta, kad vabz-
d%iy lastelése susintetintas gpl60, - tai tetramerines
dalelés, sudarytos i3 identiSky subvienety. Be to, Sie
tyrimai rodo, kad ZIV  uZkréstose lastelése ir
virusinese dalelése gpl60 yra tetramerinis. Taigi,
rekombinantinio gpl60 dalelés gali turéti tretine ir

ketvirtine struktaras, panaSias i natyvaus HIV gplé60.

Tinkama trimatiné strukt@ira gali bati svarbi epitopy,
reikalaujan&iy tikslaus gplé0 erdvinio iSsidestymo,
formavimui. Kadangi neglikozilinti baltymai atskiriami
nuo gpl60 antigeno leSiy lektino chromatografijos metu,
panasu, kad hidrofobines gpl60 porcijos pradeda
formuoti tarpmolekulinius asocijatus. Dezoksicholatas,

matyt, neprisijungia prie gplé0, kadangi galima
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palaikyti didesne nei KMC jo koncentracija, o antigenas
toliau formuoja kompleksus. Pasirodo, kad toks
antigeno agregavimasis yra bidinga $io baltymo savybe,
jei jis gryninamas pagal i i3radima. Gali buati, kad
blitent ta hidrofobine N-galineé  seka, kuri yra
gplé0 baltyme, prisideda prie nattralaus 3io baltymo
sugebéjimo formuoti daleles. Po gryninimo galima
gpl60 kompleksus steriliai filtruoti per 0.2 mikrony
skersmens celiuliozés acetato filtra. tokios procediiros
metu neprarandama daug baltymo.

B. Daleliy susidarymo analize.

ISgryninto gplé0 daleliy analize elektronineés
mikroskopijos bidu parodé, kad tai yra panaSios j
baltymus, sferinés 30-100 nM dalelés.

Norint isitikinti, jog dalelés susidaré, i$grynintas
gpl60 papildomai analizuojamas gelfiltracijos bidu.

Apytiksliai 100 mikrogramy gplé0 buvo praleista per
FPLC gelfiltracijos HR 10/30 Superozeés kolong
(Pharmacia, Inc.). Prie3 tai kolona buvo kalibruojama,
naudojant molekulinio svorio baltyminius standartus.
Sioje kolonoje baltymy eliucijos profilis labai gerai
atsikartoja; eliucijos tiris yra atvirksc&iai
proporcingas baltymy standarty molekuliniam svoriui.
Kolonoje monomerinis gpl60 atskiriamas nuo polimeriniy
formy ir paSalinami globuliniai baltymai, kuriy
molekulinis svoris > 2x10°. Dirbant su 3ia kolona visas
baltymas gpl60 isteka su tuscéiu tdriu, taigi
molekulinis svoris yra >2x10° (2000000) .

9 PAVYZDYS

A. gpl6e0 adsorbcija ant alumo.
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Netirpiy aliuminio junginiy, kaip imunologiniy
adjuvanty, efektyvumas priklauso nuo antigeny

adsorbcijos ant kietos fazés. Viena 8io i3radimo dalis
tai atradimas, Jjog galima padaryti tokius alumo
junginius, kurie efektyviai adsorbuoty gpl60. Siuo
atveju, pH turéty biti toks, kad nesumaZéty gplé0-alumo
komplekso imunogeninis aktyvumas. 8io alumo (aliuminio
fosfato gelio) junginio susidarymo metu kontroliuojami
tokie faktoriai:

1. Optimalus antigeny adsorbcijos ant alumo pH yra
apytiksliai 5.0. Ta&iau buvo atrasta, kad gpl60, esant
pH 6.5. praranda imunogeni3kuma labiau nei, esant pH
7.5. Todél alumas buvo pagamintas, esant pH 7.110.1.
Buvo atrasta, kad esant 3%iam pH, visi 100% gpl60 dar

adsorbuojasi prie alumo.

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

yra maZesné nei 0.15 M.

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

supernatante néra laisvy fosfato jony.

4. Baltymas gplé0 jdedamas i 3vieZiai pagamintg alumg,

kad sustoty kristaly augimas ir sumaZéty daleliy dydis.
200 ml alumo ruo3iami ir idgrynintas gpl6é0 adsorbuo-
jamas prie alumo taip, kad galutineé antigeno

koncentracija biaty 40 pg/ml, kaip nurodyta Zemiau.

B. Reagenty paruo3imas (serijos po 200 ml).

Toliau nurodytus tirpalus ruoSkite 100 ml talpos
steriliuose depirogenizuotuose buteliuose ar
stiklinése. Sumai3ykite druskas, skirtas tirpalo 1 ir

tirpalo 2 paruodimui, su natrio hidroksidu ir
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filtruokite per 0.2 mikrony skersmens celiuliozés
acetato filtrus i 100 ml talpos sterilius

depirogenizuotus butelius.

Tirpalas 1 AlCl,.6H0 0.895 g
NaHAc. 3H,0 0.136 g

IStirpinti 40 ml vandens injekcijoms (VI),
filtruoti per 0.2 mikrony filtra

Tirpalas 2 Na,PO, 12H,0 1.234 g

IStirtpinti 40 ml VI, filtruoti per
0.2 mikrony filtra

Tirpalas 3 NaOH 2.0 g

IStirpinti 100 ml VI, filtruoti per
0.2 mikrony filtra

Tirpalas 4 Tris 1.25 g

Istirpinti 100 ml VI, ipilti 1 ml i 90 ml
VI, pH koreguoti iki 7.5 su 0.5N HC1 ir
pripilti VI iki 100 ml

Tirpalus autoklavuoti 30 min; létai i3leisti garg. AtSaldyti
iki kambario temperatiros.

C. Alumo paruo3imas

1. Supilkite 1 tirpala (aliuminio chloridas-natrio
acetatas) i paruo$imo inda, naudodami 25 ml sterilias
vienkartines pipetes. PasiZymekite 1 tirpalo tari ir
pradekite maidyti tirpals.

2. I indg ipilkite 2 tirpalg (natrio fosfatas),
naudodami 25 ml sterilias vienkartines pipetes ir
toliau maidykite krentant nuosédoms. PasiZymékite
tirpalo 2 tarj.



10

15

20

25

30

35

LT 3365 B
22

3. Ipilkite 3 ml 3 tirpalo (natrio hidroksidas) ir
mai3ykite dar 5 min. Paimkite 0.5 ml pavyzdi ir
pamatuokite pH. Jei pH maZesnis nei 7.0, papildomai
ipilkite 0.5 ml natrio hidroksido, mai3ykite dar 5 min
ir vél pamatuokite pH. Teskite, kol pH nusistoves tarp
7.0 ir 7.2.

4. Nustatykite bendra tarj, 4ipilta i paruo3imo inda
(tirpalas 1 + tirpalas 2 + tirpalas 3), tada ipilkite

sterilaus VI iki 100 ml.

5. Skubiai idékite 8,000 mikrogramus i8gryninto
gpl60 100 ml 1 mM Tris pH 7.5 tiesiai i paruo3imo indg.

6. Plakite dar bent 20 minudiy, tada paruo3tg vakcing

i3pilstykite i sterilius mégintuveélius.
10 PAVYZDYS

Alumo, adsorbuoto ant gpl60, imunogeni3kumas (speci-

finis Ab atsakas)

Tinkamas metodas antigeninio preparato (vakcinos)
imunogeni3kumo nustatymui yra specifinio imuninio
atsako matavimas peliy, paskiepyty vienkartine antigeno
doze, grupese. Baigiantis 4 savaitei pelés yra
nukraujinamos ir antikdny pries8 nurodytus antigenus
(paprastai prie3 tuos antigenus, kuriais gyvinai buvo
imunizuoti) lygis serume yra matuojamas standartiniu

testu, t.y. IFA (imunofermentiné analizé).

I3gryninto gpl60 be adjuvanto, esant pH 6.0 ir 7.5,

‘adsorbuoto prie alumo (kaip apra3yta pavyzdyje 9 ) arba

sumai3yto su pilnu Freund'o adjuvantu imunogenisSkumas

pelems yra susumuotas Zemiau (4 lentele).
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4 LENTELE
Grupé gp 160 IFA vidurkis Serokonversija
gpl60 Adjuvantas Serija or’ % (p/N)°
1 mkg Néra, 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
Freund'o 8604 0.434 67 4/6
0.1 mkg Freund'o 8604 0.434 67 4/6
Alumas 8705 1.003 67 4/6

Praéjus 28 dienoms po imunizacijos pelés buvo
nukraujintos ir serumai, praskiedus 1:10;
testuojami IFA baduy, prie$ gelfiltracijos
metodu iSgryninta gpl60. Panasds rezultatai
buvo gauti, naudojant komercine IFA (Genetic
System Inc.; EIA™ ELISA) prieS natyvius HIV-
1 baltymus, serumo praskiedimui esant 1:400.

Serokonvertuoty peliy skai&iaus (P) santykis su

bendru testuoty peliy skai&ium (N) .

Pelése, imunizuotose vienakartine 1.0 mikrogramine
gpl60 antigeno doze jokio adjuvanto, kyla imuninis
atsakas i gplé0 (Zr. lentele Zemiau). Zymiai stipresnis
imuninis atsakas stebimas pelése, imunizuotose
vienkartine 1.0 mikrogramine gpléo, adsorbuoto ant
alumo adjuvanto, doze. Vienkartine, mazZesne nei
0.1 mikrogramas gpl60, sumaisyto su pilnu Freund'o
adjuvantu arba adsorbuoto alumu, dozé sukels

serokonversija >50% imunizuoty peliy. Nors ir
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nestipriai, antigenas gpl60 be adjuvanto buvo
imunogeni3kas peléms, esant pH 7.5 ir pH 6.0. Esant
Zemesniam pH imunogeni3kumas prarandamas.

11 PAVYZDYS

Ant alumo adsorbuoto gpl60 imunogeniSkumas (serumo

tyrimas IFA metodais)

Vakcinos sugebéjimas sukelti imunini atsaka yra labai
svarbi biologiné savybé. Siekiant patvirtinti, kad
gpl60 vakcina, paruo$ta su alumu, yra imunogeni3ka
gyviinams, o alumo adjuvantas didina 3j imunogeniskumg,

buvo atlikti tokie eksperimentai:

Nuline dienag peléms (10 individy grupéje) buvo suleista
vienakartiné dozé (0.5 mikrogramo, 1.0 mikrogramas ir
5.0 mikrogramai) vieno gpl60, gpl60 adsorbuoto ant
alumo ar gplé0 su pilnu Freund'o adjuvantu (PFA). 28-tg
diena pelés buvo nukraujintos ir IFA (praskiedimas
1:10) badu patikrinti serumai, ar yra antikiny pries
gple0.

Rezultatai, gauti po 28-niy dieny, yra susumuoti
lenteleéje, pateiktoje Zemiau (lentelé 5). Visose
grupése daugiau nei 50% peliy buvo stebima
serokonversija. Serokonversijy skaidius ir wvidutine
serumo absorbcija (0T,;, nm, esant praskiedimui 1:10,
IFA) buvo didesni, suleidus bet kuria gpl60, adsorbuoto
ant alumo, doze, nei imunizavus atitinkama vieno

gpl60 doze.

Sie rezultatai rodo, kad alumo adjuvantas Zymiai

padidina gpl60 antigeno imunogeniSkumg.
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0.5 pug doze 1.0 ug dozé 5.0 pug doze

Vidurkis Vidurkis Vidurkis

p/N' oT® P/N OT P/N OT

gpl60 9/10 0.407 7/10 0.699 7/10 0.430
gpl60 (alumas) 9/10 0.547 8/10 0.797 10/10 0.347
gplé0 (CFA) 10/10 1.130 10/10 1.967 10/10 1.317
‘ Serokonvertavusiy peliy skai&ius (P), lyginant
su bendru tirty peliy skai&iumi (N), praéjus

28 dienoms po imunizacijos 0.5 mikrogramais,

1 mikrogramu ir 5 mikrogramais ZIV-1 VaxSyn™,

serokonvertavusiy
(OT4s0) »

serumo praskiedimui esant 1:10.

Vidutine peliy serumy

absorbcija i3matuota IFA prie3 gplé60,

12 PAVYZDYS

Neutralizacijos duomenys

Z1v neutralizacijos analizé yra pripaZintas metodas

norint nustatyti ar antikliny preparatas inhibuoja ZIV-

1 virusg ir apsaugo nuo uZkrétimo jautrias Zmogaus

limfocity kultary lasteles. Gyvuneliy, imunizuoty

gpl60, antiserumai buvo tikrinami %IV-1 neutralizacijos
badu;

pateiktoje Zemiau (6 lentele).

analizés rezultatai susumuoti lenteléje,
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6 LENTELE

Gyvinas Identifi- Imunogenas/A Mikrogramai6 Neutralizuoj

kacija djuvantas antis titras’
Rézus G55 gpl20/Alumas 16/8/8 1:80-1:160
Rézus HS55 gpl20/Alumas 16/8/8 1:80-1:16
Rézus L55 gpl60/Alumas 16/8/8 >1:80

Pelés
1:40-1:80 Mi3inys 3 gpl20/Freund'o .25/.25/.25

Pelés Mi3inys 8 gpl60/Freund'o .1/.1/.1 1:40-1:80

J.kiau- I3gry-
lytés nintas IgG gpl60/Freund'o 10/10/10 1:320

gpl60 ar gpl20 kiekis mikrogramais pirmos/

antros/tredios imunizacijos metu.

Did¥iausias antiserumoc praskiedimas, kuris 50%
stabdo uZkrétima, lyginant su ZIV-1 uZkréstomis
lastelémis, kurios buvo laikomos neimunizuoty

gyviny serume.
Jary kiaulytes, triu3iai ir rézus beZidZiones irgi buvo
imunizuoti gpl60 (su alumu arba Freund'o adjuvanto).

Apskritai, $iuos gyvinus imunizavus, buvo stebimas

geras imuninis atsakas i ZIV-1 apvalkalo baltymus.
13 PAVYZDYS

Imunogeniskumas Simpanzese

Genetisdkai 3impanzés yra artimiausi Zmogaus gimi-
nai®iai. 8iuo metu tai vienintelis gyvino modelis,
tinkamas ZIV-1 infekcijos tyrimams. ToksiSkumo/imuno-
geniskumo bandymai buvo atliekami su trimis

be¥d¥ioneémis; dvi buvo imunizuotos 40 mikrogramy arba
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80 mikrogramy gpl60 su alumu paruosta vakcina. Po
4 savai&iy kiekviena jy buvo papildomai imunizuota,
atitinkamai 40 mikrogramy arba 80 mikrogramy gplé60.
Kontroliniam gyvinui tuo pat metu buvo suleistas 1 ml
druskos tirpalo. Kiekvieng savaite buvo imami visy
trijy Simpanziy kraujo pavyzdZiai ir tikrinama, ar yra
antikiny prie$ gplé0 ir ZIV-1 virusinius antigenus. Tam
buvo atliktos trys imunologinés analizes: IFA,
naudojant iSgrynintag gplé60, sukurta MicroGeneSys, Inc.,
"Western Blot" analizé ir komerciné ZIV-1 IFA analizé.

8iy analiziy duomenys yra pateikti Zemiau.

A. TFA (MGSearch HIV 160)

IFA analizeé MGSearch HIV 160 (MGSearch yra
MicroGeneSys, Inc. of Meriden, Connecticut, U.S.A.
prekybinis Zenklas imunosorbentinei analizei pries
gpl60) yra apraSyta kartu paduotoje ir pasira3ytoje
paraiskoje JAV patentui, serijos Nr. 920,197 (dabar
Nr. 585,266).

Serumo pavyzdZiai paimti pries imunizacijg ir
11 savai&iy po pirminés imunizacijos buvo praskiesti
nuo 1:10 iki 1:100 000 ir inkubuoti su nitroceliuliozeés
juostomis, turindiomis 100 pg iSgryninto gplé60
kiekviename ta3ke. Galutinis titras - tai didZiausias
antikiny prie3 gpl60 praskiedimas, kuriame testas dave
teigiamus rezultatus, naudojant o¥kos antikinus pries

Zmogaus IgG konjuguotus su Sarmine fosfataze.

Serumo pavyzdZiai, paiimti i3 kontroliniy bei bandomyjy
gyvuny prie3 imunizacija buvo neigiami. Simpanzes,
kuriai buvo suleista 80 mikrogramy dozeé, serumas buvo
teigiamas, praskiedus 1:100, antra savaite, o
$impanzés, kuriai buvo suleista 40 mikrogramy doze,
serumas buvo teigiamas, praskiedus 1:10, ketvirta

savaite. Antikiny prie$ gpl60 titras didéjo iki 5-tos
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savaites, kai galutinis titras atitinkamai buvo
1:100000 ir 1:2000000. Antikidny titrai abiejuose

gyviinuose per 6-11 savaites nukrito labai neZymiai.
Toks atsako tipas yra ir kokybiskai ir kiekybiskai
panasus i imuninj atsaka, stebimg 3impanzése,

paskiepytose vakcina prie3 Zmogaus hepatitg B.

B. Komercinis IFA testas

I$ Simpanziy, imunizuoty VaxSyna, serumy analizes
MGSearch ZIV 160 ELISA ir Western blot'o metodais,
aisku, kad jose vyko serokonversija ir buvo antikiny
prie$ rekombinantini gpl60. Siekiant i3tirti, ar jose
gaminami ir anti-ZIV antikinai, atpaZjstantys natyvius
virusinio apvalkalo baltymus, serumai prie$ imunizacija
ir serumai paimti 1-11 savaite buvo tikrinami
licenzijuotame komerciniame IFA testy rinkinyje. (LAV
EIA™ test kit of Genetic System Corparation, Seattle,
Washigton). Gyvino, imunizuoto 80 mikrogramy gplé0,
serumas buvo teigiamas, praskiedus 1:100, 2-ra savaite;
antikiny lygis jame ir toliau augo visas 6 savaites.
Gyviano, imunizuoto 40 mikrogramy gplé60, serumas,

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

Antikiny prie8§ gpl20 ir gpdl pasiskirstymas

Svarbu nustatyti, ar imuninis atsakas i,
gpl60 paskiepytame gyvune nukreiptas pries gp4l,

gpl20 ar pried abu. Antikdny prie§ ivairius ZIV-1

VaxSyn yra <&ia apraSytos MicroGeneSys, Ins.

vakcinos pries AIDS prekybinis Zenklas.
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apvalkalo baltymo regionus nustatymui ir jy lygio
iSmatavimui buvo naudojami ivairas imunologiniai
metodai, tarp ju radioimunoprecipitacija (RIP),
imunofluorescencija (IF), "Western blot" analize (WB)
ir kiekybiné IFA prie$ tris skirtingus rekombinantinius

apvalkalo antigenus.

6 fig. susumuoti trijy skirtingy rekombinantiniy
antigeny imuniniai reaktyvumai: [ ART] [ TAB] (1) gpl20--
delta (sutrumpintas ZIV-1 gpl20, kurio molekulés C-gale
triksta maZdaug 40 amino ragsc¢iy); [ ART] [ TAB) (2)
gpl20 (pilno 1ilgio rekombinantinis ZIV-1 gpl20) ir
[ ART] [ TAB] (3) gplé0.

50 Zmoniy, turin&iy antikénus pried Z%IV-1, serumai ir
3 sumaisyti Zmoniy serumai gerai reagavo i gplé0,
vidutiniskai - 4§ gpl20 ir silpnai arba visai nereagavo
i sutrumpinta gpl20. Pana3u, kad sutrumpintas gpl20,
kuris sudaro daugiau nei 90% iSorinio ZIv-
1 glikoproteino, turi apsauginiy determinanéiy. Tai,
kad AIDS teigiami Zmogaus serumai turi maZai antikiny
pries 3i apvalkalo regiong, atitinka faktg, jog
imuninis atsakas nevisiskai apsaugo nuo virusiniy
infekcijy, o teigiami Zmoniy serumai paprastai rodo

Zemg neutralizuojan&io aktyvumo lygi in vitro.

PrieSingai, reézus beZdZioniy, imunizuoty arba imunogenu
gplé0, arba sutrumpintu gpl20, serumuose yra antikiny,
reaguojandéiy tik su ZIV-1 apvalkalo sutrumpinta
gpl20 dalimi. Gali bidti, kad tokie antikiny atpaZinimo
saity pasiskirstymo viruso apvalkale skirtumai ir
aukStesni titrai, stebéti beZdZioneése, yra auksty
neutralizuojandiy titry bezZdZioniy serumuose

prieZastis.

Kiekybinis 3iy trijy rekombinantiniy apvalkalo antigeny

imuninio reaktyvumo Zmogaus ir imunizuoty reézus
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beZdZioniy serumas ivertinamas yra parodytas 7 fig.
Visi testuoti beZdZioniy serumai, tarp jy ir gyvany,
imunizuoty gpl6o0, turéjo auksta antikiny pries

sutrumpinta gpl20 titra (gpl20-delta).

Sie rezultatai rodo, kad rekombinantinis gpl60 sukelia
imunini atsaka rézus beZdZionése. 3is atsakas skiriasi
nuo to, kuris paprastai atsiranda natiraliy infekcijy
metu. Baltymo gpl60 regione gpl20-delta yra epitopai,
kurie efektyviai atpaZistami imunizuotose beZdZionése
ir kurie nebuvo pastebéti Zmogaus imuninéje sistemoje
infekcijos metu. Sie nauji epitopai gali Dbiti
reikalingi apsisaugojimui nuo ZIV-1l ir turéty bati
svarbi rekombinantinio gpl60 savybe, tinkama ZIV-1

infekcijos profilaktikai bei gydymui.
15 PAVYZDYS

Vakcinos taikymas gydimui

Skiepijimo klonuotu ZIV gpl60 (susintetintu bakulovi-
ruso sistemoje pagal auk3&iau apra3yta schemg) poveikis
ZIV uZkréstiems asmenims, buvo studijuojamas klinikiniy
bandymy su 30 pacienty, turincéiy teigiamus ZIV serumus,

metu.

Skiepijimas rekombinantiniu gpl60 sukélé gpl60 ZIV-
specifinio humoralinio ir lastelinio imuninio atsako
sustipréjimg 19-oje i% 30 (63%) ZIV-1 savanoriy, kuriy
serumai buvo teigiami ZIV. Keturiolikai i3 15 (93%)
savanoriy, kuriems buvo suleistos 6 vakcinos dozes,
padidéjo bendras antikiny pried gplé0 kiekis. Todel
rekombinantiniai ZIV baltymai (t.y. rgp4l, 1rgpl20,
rgpl60 ir jy priedai) gali bati sékmingai naudojami

pacienty, uZkrésty ZIV, gydymui.
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Efektyvius  ZIV-1 baltymo kiekius, taikytus  Sioje
i8radimo schemoje, galima nustatyti tradiciniais
metodais, apraSytais Zemiau. Apskritai, Sie efektyvis
kiekiai gali kisti tarp apytiksliai 1 mikrogramo ir
apytiksliai 100 mikrogramy vienam paciento svorio
kilogramui. Vartojimo daZnumg irgi galima nustatyti
tradicinémis priemonémis. Labiausiai tinkamas vartojimo
budas - parenteralus, t.y. leidZiama 3, vena,
pilvapléve, raumenis, po oda ir t.t., kas gerai Zinoma

turintiems patirtj 3ioje srityje.

A. Savanoriy atranka

Buvo atrinkta trisde3imt savanoriy, uZkrésty ZIV.
Registruojami buvo tik tie asmenys, kuriy serumas buvo
teigiamas ir diagnozuota ankstyva ZIV infekcijos
stadija, vadinama Walter Reed Stage 1 arba 2 (daugiau
nei 3 ménesius CD4 lasteliy kiekis ne maesnis nei 400:
su arba be limfadenopatijos). (Redfield, et al., New
Eng. J. Med. 314: 131-132 (1986). Pagal papildomus
kriterijus buvo atrinkti 18-50 mety amZiaus suauge

savanoriai, turintys normalig kraujo formule, be
akivaizdZiy pagrindiniy organy ligy, nepiknaudZiave
alkoholiu bei narkotikais pastaruosius 12 menesiy ir
nevartoje antiretrovirusiniy bei imunomoduliuojandiy
vaisty. Pries atsitiktiniu bidu paskirstant i
gydomasias grupes, visy pacienty baklé buvo vertinama
2 ménesius. Bandymo metu nei vienas savanoris negavo

jokiy antiretrovirusiniy ar imunomoduliuojanéiy vaisty.

I8 30 savanoriy dvidedimt %e3i buvo vyrai, 4 - moterys.
Tarp juy buvo keturiolika kaukazie&iy, 13 juodaodZiy ir
3 ispany rasés atstovai. Vidutinis amZius 29 metai
(intervalas 18-24) . Registracijos pradZioje
8 savanoriams buvo diagnozuota Walter Reed Stage 1 ir
22 - Walter Reed Stage 2. Pradinis vidutinis CD4 kiekis
buvo 668 (intervalas 388-1639). Vidutinis laiko tarpas



10

15

20

25

30

LT 3365 B
32

tarp pradinés diagnozés ir studijy pradZios buvo

24 ménesiai (intervalas - nuo 3 iki 49 ménesiy).

B. Vakcina ir imunizavimo schema

Siame dokumente apra3yta, bandomaja vakcing sudaro

neinfekcinis subvienetinis glikoproteinas, kiles 13

gpl60 - Dbakuloviruse ekspresuojamo rekombinantinio
baltymo. Imunogeninis baltymas buvo susintetintas
Lepidoptera vabzdZiy lastelése, isgrynintas

biocheminiais buadais ir adsorbuotas prie aliuminio

fosfato. Taip buvo gauta galutiné vakcinos forma.

Buvo naudotos trys gpl60 dozés: 40 mikrogramy
mililitrui, 160 mikrogramy mililitrui ir 320 mikrogramy
mililitrui. Injekcijos tdris buvo 1 ml tiek 40 pg, tiek
160 ug dozéms; (320 pg/mililitrui) 640 g dozés

injekcijoms buvo naudojamos 2 ml tdris.

Trisdedimt savanoriu buvo suskirstyti i 3SeSias grupes
po penkis savanorius kiekvienoje grupéje. Imunizacijos
buvo atliekamos pagal tokias schemas: schema A, kur
skiepijima 0, 30 ir 120 dienomis; ir schema B, kur
skiepijama O, 30, 60, 120, 150 ir 180 dienomis.
Skiepijant pagal abi imunizacijos schemas (A ar B),
buvo sudarytos trys grupés, kuriose pacientai gaudavo
skirtingas vakcinos dozes (7 lentelé). Skiepijama buvo
i, trikampius raumenis. Tyrimai truko 10 menesiy:
2 ménesius - pradinis jvertinimas ir 8 ménesius -

stebéjimai po pirminio paskiepijimo.
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7 LENTELE - imunizacijos schema

Suleisto gpl60 kiekis (ug)

Diena 0 30 60 120 150 180
Schema A
Grupe 1 40 40 40
Grupe 3 160 160 160
Grupé 5 640 640 640
Schema B
Grupe 2 40 40 40 160 160 160
Grupée 4 160 160 160 640 640 640
Grupé 6 640 640 640 640 640 640

C. Saugumo ir toksi3kumo jvertinimas

Visi savanoriai buvo apklausti ir istirti o, 1, 2, 3,
15 ir 30 dienomis po kiekvienos injekcijos. Savanoriy
buvo teiraujamasi del karsc¢iavimo, persalimo,
Sleik3tulio, pykinimo, artralgijos (sanariy skausmy),
mialgijos (raumeny skausmy), negalavimy, dilgeélineés,
dusulio, galvos svaigulio ar galvos skausmo. Vietinés
reakcijos vaisty suleidimo vietoje buvo vertinamos
pagal eritemg, patinimg, nieZuli, skausmg ir padidintg
jautruma, odos spalvos pakitima, odos sutrikimg,
regionines limfadenopatijos pakitimus, galdnés, i kurig
buvo injekuota, funkcijos pakitimus, poodiniy
mazgeliniy sustoréjimy atsiradimg injekcijos vietoje.
Be to, kas ménesi buvo vertinama pilna kraujo formule,
serumo cheminiai parametrai, kraujo kreSeéjimo greitis,

atliekama Slapimo analize.
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Lasteliy imuniné funkcija in vitro buvo jvertinta,
fenotipuojant T-lasteles (bendrus limfocitus, CD4 ir

CD8 lasteliy fenotipus) pagal Rickman, et al., Clinical

Immuno. 52: 85-95, 1989; Birx, et al., J. Acquir.

Immune Defic. Syndr. 4:188-196, (1991). T-lasteliy dau-

ginimasis, sukeltas mitogeny (amerikietiskoji fitolaka

ir Con A) bei kontroliniy antigeny (Candida albicans ir

stabligés), irgi buvo jvertinatas. Birx et al., supra.
Lasteliy imuniné funkcija in vivo buvo jvertinta
suletinto hipersensityvumo odos testais pried kontro-
linius antigenus (t.y. kiaulytés virusas, stabligés

toksoidas, Candida albicans ir trichofitonas).

Periferinio kraujo vienbranduolés 1lastelés (PKVL) ir
plazmos virusinés kultiros buvo kiekybidkai jvertintos
pagal Burke, et al., J. Acquir. Immune Defic. Syndr. 3:

1159-1167, 1991. DNR polimeraziné grandininé reakcija
(Wages, et al., J. Med. Virol. 33: 58-63, 1991) ir

p24 antigeno lygis serume buvo nustatyti tam, kad bity

galima jvertinti ZIV viruso kiekj in vivo.

Nebuvo pastebéta ry3kaus sistemos toksiSkumo, bet
vietinés reakcijos buvo konstatuotos 87 procentams
pacienty (13 kiekvienoje skiepytoje grupéje). Vietineés

reakcijos apémé sukietéjimus, padidintg Jjautruma, ir

laikiny poodiniy mazgeliy atsiradimg injekcijos
vietoje; regioninés adenopatijos sustipréjimas buvo
retas. Nei vienas asmuo neatsisaké nuo pakartotiny

injekcijy. Vietiniy reakcijy daZnumas nepriklause nuo

pirminés imunizacijos, papildomy injekcijy ir dozavimo.

Aiskiy paSaliniy poveikiy imuninei sistemai nebuvo
konstatuota, nei 1in vitro matuojant mitogeno ir
antigeno specifinius proliferacinius atsakus, nei - in
vivo suletinto hiperjautrumo odos reakcijoje ar
pagreitéjusiame CD4 tipo lasteliy paSalinime. Pirminis

vidutinis CD4 lasteliy kiekis buvo 716 ir 605,
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atitinkamai. CD4 lasteliy kiekio vidurkis jautriuose ir
nejautriuose vakcinai asmenyse paskai&iuotas 180-
240 dienomis buvo 714 ir 561, atitinkamai. Per 240-ies
dieny eksperimentg grynas CD4 lasteliy kiekio vidurkio
pokytis buvo minus 0.2 procentai vakcinai jautriuose
pacientuose, tuo tarpu nejautriuose CD4 lasteliy kiekio
vidurkis suma%éjo 7.3 procentais (11 fig.). Viso
bandymo kurso metu nei viename atskirame atvejyje
vakcinos sukeltas imunogenifkumas prie3 ZIV nepriklause
nuo pagreitéjusio CD4 tipo lasteliy pa3alinimo. ZIV
viruso replikacijos ir viruso susikaupimo galimybes
vertinimui po paskiepijimo buvo i3matuotas virusinis
aktyvumas, kiekybiskai jvertinus plazma ir PKLV
virusines kultdras, PKLV DNR amplifikavimg polimera-
zinés grandininés reakcijos badu ir P24 antigeno 1lygij
serume. Kiekybiné kultdry ir DNR amplifikacijos
polimerazés grandininés reakcijos analizé neparode
jokiy pakitimy viso bandymo metu. Antigenas p24 nebuvo

surastas 3iy asmeny serume.

D. Imunogeniskumo jvertinimas

Antikinai prie3 bendrus ZIV baltymus buvo iZmatuoti
naudojant ir rekombinantiniu bidu pagamintus viruso
geno produktus gpl60, p66, p24 ir bendra prototipinio
ZIV 3tamo MN virusini lizata. Dot blot'as ir Western
blot'as buvo atliekami pagal Toubin, et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 76: 4350-4354 (1979). Be to, buvo
i3matuoti imuniniai atsakai j specifinius apvalkalo

epitopus (Zr. fig. 7).

Fig. 7 buvo atrinkti epitopai 88 (amino rigstys 88-
89 baltyme gpl20) ir 448C (amino ragstys 448-
514 baltyme gpl20), kadangi yra duomeny, jog antikinai
prie$ Siuos gpl20 regionus turi savitarpio ry3i su

ankstyvaja ZIV infekcijos stadija.
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Epitopai 106 (aminorugstys 106-121 baltyme gpl20),
241 (aminorig3tys 241-272), 254 (aminorug3tys 254-272),
300 (aminorig3tys 300-340), 308 (aminorig3tys 308-322),
422 (aminorig3tys 422-454) ir 735 (aminorugStys 735-
752) buvo atrinkti dél jy spéjamos funkcinés svarbos.
Epitopai 106 ir 422 dalyvavo CD4 prijungime; epitopai
241, 254 ir 735 dalyvavo grupiy specifinéje neutrali-
zacijoje, o epitopai 300 ir 308 dalyvavo tipy speci-

finéje neutralizacijoje.

Epitopas 582 (aminorigstys 582-602) buvo pasirinktas
kontroliniu, kadangi jis atstovauja imunodominuojantj
apvalkalo domenga natiiralioje Ziv infekcijoje.
Papildomai buvo i3tirti 49 (aminorigs$tys 49-128) ir
342 (aminorugstys 342-405) epitopai.

Fig. 7a ta3kuoti kvadratéliai rodo imuninio atsako,
nukreipto i ZIV apvalkala, dokumentais patvirtinta
pokyti. Kvadratéliai su (-) Zymi pirmini humoralinij
atsaka; ta$kuotas kvadratélis su (+) Zymi antrinj
humoralini atsaksy; (-) Zymi antikinus, nesaveikau-
jan&ius su specifiniais epitopais nei prie$, nei po
imunizacijos; (+) Zymi antikdnus saveikaujancius su
specifiniais epitopais prie$ imunizacija ir po jos, bet
be kiekybiniy pakitimy. TaSkuose stulpelis su (.) Zymi
nauja T-lasteliy proliferacini atsakga i imunizacija
gpl60. Vienas (.) Zymi imuninio atsako i gpl60 nebuvimg
tuo tarpu hb Zymi "high background” (neimanoma
interpretuoti); nd Zymi "not done" (nepadaryta).

Neutralizacijos aktyvumas buvo matuojamas pries tris
prototipinius izoliatus (ZIV-1I1B, RF ir MN) ,
analizuojant sincitijy inhibicijag pagal Nara, Nature,
333: 469-470 (1988). ZIV specifinis lastelinis atsakas
buvo iSmatuotas iprasta limfocity proliferacineés

analizés technika, naudojant gplé0, p24 ir bakuloviruso
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ekspresines sistemos kontrolinius baltymus (Birx,

supra) .

E. Vakcinai jautris ir nejautris individai

Individai buvo laikomi jautriais vakcinai tik tuomet,
jei atsikartojantis selektyvus lastelinio bei humora-
linio imuninio atsako i ZIV apvalkalo specifinius
epitopus sustipréjimas priklausé nuo skiepijimo serijy
(7 fig.). Vakcinos sukeltas humoralinis imunitetas buvo
apibréZtas kaip serokonversija prie3 ZIV apvalkalo
specifinius epitopus ir/ar antrinis pastiprinantis
imuninis atsakas prie3 specifinius apvalkalo epitopus.
Vakcinos sukeltas lastelinis imunitetas buvo apibréZtas
kaip naujo, atsikartojandio, vakcinos sukelto
proliferacinio atsako i gplé60, atsiradimas®. Vakcinai
nejautriais asmenimis buvo laikomi tie asmenys,
kuriuose neatsirado nei humoralinio, nei lastelinio
proliferacinio atsako, arba iSsivysté vien tik
humoralinis ar wvien tik 1lastelinis proliferacinis

atsakas i gpl60 epitopus ar ZIV apvalkalgy.

F. Vakcinos sukeltas humoralinis atsakas

Remiantis fig. 7, 19 i% 30 asmeny (63 procentai) buvo
stebimas vakcinos sukeltas specifinio humoralinio bei
lgstelinio imuninio atsako i gpl60 ZIV sustipréjimas.
Sie 19 individy buvo laikomi "jautriais vakcinai".
Keturiems i35 11 vakcinai nejautriy asmeny atsirado vien
tik humoralinis arba vien tik lastelinis imuninis
atsakas. Visi 7 asmenys, kuriuose nepavyko aptikti

jokiy vakcinos sukelty atsaky, buvo gave tik 3 dozes

Toks vakcinai jautraus individo apibréZimas yra
labai ribotas Sio bandymo moksliniy tiksly
Sviesoje: pvz., ivertinti imunizacijos po

uzkretimo pagristuma.
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(Schema A). Nebuvo rasta poky&iy antikinams Jjungiantis
prie ZIV polimerazés (p66), nei struktiGriniuose (p24)

geny produktuose ar ne-ZIV kontroliniame stabligés

antigene. Nei vieno individo organizme nesusidare
antikany pries bakuloviruso-Lepidoptera sistemos
baltymus.

Apvalkalo baltymy (gpl60) kiekio padidéjimas buvo
rastas 13 individy Western blot'o analizés metodu,
naudojant bendra viruso lizata ZIV-MN. Pakitimai
priklausé nuo imunizacijos schemos. Trys i3 15 individy
(20 procenty) buvo skiepyti pagal schemg A, o 10 i3
15 individy (67 procentai) - pagal schemg B. Skiepijant
pagal schemg B, iS%augo antikiny pries apvalkalo
baltymus kiekis (P=0.025 pagal tiksly FiSerio testg,
dviejy sigmy taisykle). Visi 13 individy irgi

serokonvertavo pried specifinius apvalkalo epitopus.

PrieSingai, i& 10 asmeny, kuriems nepavyko serokonver-
tuoti nei prie3 viena specifini apvalkalo epitopa, né
viename nebuvo pastebétas padidéjes apvalkalo baltymy
kiekis, analizuojant Western blot'u. Kiti 7 individai,
kurie serokonvertavo pries specifinius apvalkalo
epitopus, neparodé pakitimy bendruose antikinuose prie$s
viruso apvalkalsa, analizuojant Western blot'u.
Antiksnai, nukreipti pried neapvalkalinius yARY

baltymus, nebuvo pakite nei vieno individo organizme.

Keturiolikai 13 15 individy (93 procentai), skiepyty
pagal schemg B (6 dozes), padidéjo bendras antikuany
prie§ gpl60 kiekis. Tuo tarpu grupeje, gydytoje pagal
schemg A (3 dozes) tokie buvo tik 7 13 15 asmeny
(47 procentai) (P=0.01 pagal FiSerio testsa, dviejy
sigmy taisyklé) (7 fig.).

Is 8 fig. matyti, kad laiko tarpe nuo pries

imunizacijos iki po paskiepijimo kiekvieno
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gpl60 specifinio epitopo pasiskirstymas buvo toks:
epitopas 49 (27 - 70 procenty), epitopas 88 (28 -
52 procentai), epitopas 106 (50 - 87 procentai),
epitopas 214 (0 - 14 procenty), epitopas 254 (0 -
13 procenty), epitopas 300 (47 - 77 procentai),
epitopas 308 (42 - 69 procentai), epitopas 342 (0 -
27 procentai), epitopas 422 (3 - 10 procenty), epitopas
448C (73 - 87 procentai) ir epitopas 735 (17 -
30 procenty). Vakcinos sukelta serokonversija buvo
nukreipta prie3 visus specifinius epitopus, iZskyrus
epitopg 582 (7 fig.). Antikinai (serekonversija)
nukreipti prie3 epitopus 241, 254 ar 342, buvo aptikti
tik po kito skiepijimo.

Antrinis imuninis atsakas buvo nukreiptas prie3 tokius
epitopus: 88, 106, 300, 448C ir 582. Pries skiepijimg
antikiny prie$ epitopg 582 paplitimas buvo 100 procenty
ir tik vienam individui (3 procentai) buvo stebimas

antrinis imuninis atsakas.

Vakcinos  indukuoty antikiiny pried ZIV  apvalkalo
epitopus skalé jvairavo (fig. 7). Pirminis imuninis
atsakas (serokonversija) bent prieS vieng epitopg
atsirado 20 individy; 14 i3 15 gydyty pagal schemg B ir
6 18 15, kuriems atsitiktiniu bdadu buvo parinkta schema
A (P=0.005 Fi3erio testas, 2-ju sigmy taisykle).
Individai, gydyti pagal schemg A, serokonvertavo tik
pries 15 is 110 (14 procenty) galimy epitopy, prie$s
kuriuos jie neturéjo prie3imunizaciniy antikiny.
Individai, gydyti pagal schemg B, serokonvertavo prie$
60 i3 129 (47 procentai) (p<0.0001 Fi3erio testas, 2-jy
sigmy taisyklé) epitopy. Serokonversija prie$ tris ar
daugiau apvalkalo epitopy ivyko 9 individams
(60 procenty), gydytiems pagal schema B ir tik
2 asmenims (13 procenty), gydytiems pagal schemg A
(p=0.02 FiSerio 2-jy sigmy taisykle).
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Serumo neutralizuojantis aktyvumas prie3 tris skir-
tingus 3tamus (ZIV-IIIB, MN ir RF) buvo konstatuotas
7 asmenyse o, 90 ir 195 dienomis. Keturiems i3
5 vakcinai Jjautriy individy didéjo neutralizuojantis
aktyvumas prie¥ viena ar daugiau izoliaty. Be to,
vakcinai jautr@is individai geriau inhibavo sincitijy

formavimasi, nei vakcinai nejautris individai.

G. Vakcinos sukeltas lastelinis atsakas

Pakitimai lasteliniame imuniniame atsake buvo
nustatomi, lyginant vidutini 1limfocity stimuliacijos
indeksg (LSI) ©pried3 skiepijima (pradinis) ir po

skiepijimo Wilcoxon'o eilés sumavimo metodu.

Dvide3imt vienam i% 30 individy (70 procenty) atsirado
naujas T lasteliy proliferacinis atsakas i gplé0 post-

imunizacijg (7 fig.).

Fig. 9 iliustruoja proliferacinius atsakus i gpl60,
p24 ir bakuloviruso kontrolés baltymg keturiems
tipidkiems vakcinai jautriems individams, begant
laikui. Visiems individams gpl60 sukelta proliferacija
iSaugo nuo pradinio vidutinio LSI 1lygaus 3 iki LSI
lygaus 10 (paskai&iuota pagal  vidurkij, gautg i3
4 reik3miy po paskutinés imunizacijos). Prie$ingai,
nebuvo pastebéta proliferaciniy atsaky, nukreipty i ZIV
p24 baltyma ar i kontrolini bakuloviruso baltyms.

Fig. 10. rodo vakcinos sukeltus vidutiniy LSI reik3miy
pakitimus visiems individams, bei individams,
sugrupuotiems pagal jautrumag vakcinai ir pagal

imunizacijos schemsa.

Vakcinai jautriy ir nejautriy individy proliferacinio
atsako i gpl60 pakitimai ai3kiai skyrési (<0.001,

Wilcoxon, vienos sigmos taisykle). Proliferacinis
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individy, gydyty pagal schemg B (6 dozés), atsakas i
gplé0, buvo stipresnis nei individy, gydyty pagal
schemg A (3 dozés) (P<0.10, Wilcoxon, vienos sigmos
taisykle).

Devyniolikai i3% 21 individo, kuriuose atsirado proli-
feracinis atsakas i gplé0, pastebétas ir humoralinis
atsakas (vakcinai jautris individai). Visy vakcinai
jautriy individy maksimalus vidutinis limfocity
stimuliacijos indeksas (LST) i gplé0 buvo 50.1. Vis del
to wvisi vakcinai jautriy individy atsakai buvo
variabilids (LSI reik3més kito intervale nuo 3 iki 171)
(fig. 7). Taip pat variabilus yra laikinas santykis
tarp lgstelinio atsako i gpl60 dydZio bei trukmes (fig.
9) ir vakcinavimo.

H. Rezultaty aptarimas

Nepaisant ribotos &§io bandymo apimties, buvo parodyta,
kad keliolika faktoriy siejasi su vakcinos
imunogeniZkumu. 3Sesi i& 15 (40 procenty) individy,
gydytu pagal schema A, lyginant su 13 i§ 15, gydyty
pPagal schemg B, buvo jautris vakcinai (P=0.02 Fisher'io
testas, 2-3y sigmy taisyklé) (pav. 7). 13 i3
16 individy (procentais), kuriuose vidutinis pradinis
CD4 kiekis buvo didesnis nei 600 viename mililitre,
buvo jautris vakcinai, tuo tarpu 6 i3 14 (43 procentai)
individy, kuriems vidutinis pradinis CD4 kiekis buvo
maZesnis nei 600/mililitrui (p=0.07 Fisher'io. dvi
sigmos) buvo nejautris vakcinai. Lenteléje 8 reziu-
muojama, kad daugkartines imunizacijos pagerino
imunogeniskumg net tiems pacientams, kuriy vidutinis
pradinis CD4 kiekis buvo maZesnis nei 600/mililitrui.
PavyzdZiui, 5 i% 6 individy, imunizuoty pagal schemg B
(6 injekcijos) buvo jautris vakcinai, lyginant su 1 is
8, gydyty pagal trijy injekcijy reZima (schema A)
(p=0.03 Fisher'io, dviejy sigmy taisykleé) (8 lentele).
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8 LENTELE

Imuninis atsakas i gpl60 vakcinag pagal pradini CD4 kieki ir

imunizacijos schemg

CD4 kiekis N Jautriy individy Nejautriy individy
skai&ius, % skai&ius, %
SCHEMA A
>600 7 5 (71%) 2 (29%)
500-600 5 1 (20%) 4 (80%)
<500 3 0 (0%) 3 (100%)
Viso 15 6 (40%) 9 (60%)
SCHEMA B
600 9 8 (89%) 1 (11%)
500-600 2 2 (100%) 0 (0%)
<500 4 3 (75%) 1 (25%)
Viso 15 13 (87%) 2 (13%)
I8 VISO 30 19 (63%) 11 (37%)

Gydymui vakcinas 19-tame amZiuje pradéjo naudoti
Pasteras. Jis taike vakcing dimios pasiutligés
infekcijos gydymui. Ta&iau vakciny tinkamumas kity
infekcijy gydymui nebuvo pladiai tyrinéjimas. Nors yra
virusinio specifinio imuniteto postinfekcinés modifi-
kacijos pavyzdZiy (po Hepatito A 1ir B), deja, nera
atlikty ir tinkamai dokumentais patvirtinty tyrimy,
kurie parodyty, kad tikslinga vakcinas taikyti Zmogaus

amiy ar letiniy virusiniy infekcijy gydymui.
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Aktyviai imunizuojant po uZsikrétimo pagal Si i3radimg
atsiranda virusiné-specifiné imuniné modifikacija. IS
ZIV apvalkalo geno kilusi gpl60 vakcina sustiprino
Zmogaus virusini specifinij humoralini ir 1lgstelinj
atsakus 19 is 30 asmeny, kuriems diagnozuota ankstyva
ZIV stadija.

Siame darbe buvo kokybifkai  lyginami skirtingi
imuniniai atsakai i specifinius Z1v epitopus
natiralioje infekcijoje ir imunizavus po uZsikrétimo.
Tuo bidu, tiksliai nustadius vakcinos sukeltg
humoralini imunogenifkumg jau uZkréstuose individuose,
buvo dokumentais patvirtinta, kad jis atsirado
70 procenty individy. PavyzdZiui, dvide3imt individy
(19 jautriy vakcinai ir 1 nejautrus) serokonvertavo
prieS specifinius apvalkalo epitopus. Serokonversija,
priklausanti tik nuo skiepijimo (epitopai 241, 254 ir
342), buvo patebéta 10 individy.

Be to, humoralinio atsako i S$ig vakcing variacijos,
nustatytos identifikuojant epitopus, atvers pers-
pektyvas tolimesnei eigai ir efektyviai specifinio
imuninio atsako analizei bei sudarys unikalias
prielaidas galimy imunoreguliatoriniy mechanizmy,
nesukeliamy natdralios infekcijos metu, charakteri-

zavimui.

Nors serumo neutralizuojan&io aktyvumo svarba in vivo
kol kas neZinoma, 4 i& 5 vakcinai jautriy individy
pastebétas padidéjes neutralizuojantis aktyvumas pries
skirtingus ZIV &tamus (IIIB, RF, MN) pasitlé prielaids,
kad poinfekciné imunizacija sukéle pakitimus
funkciniuose antikinuose. Bandomoji vakcina sukéle
serumo neutralizuojanc¢io pajegumo pried skirtingus ZIV
Stamus padidéjima ir, matyt, pades nustatyti grupinius

specifinius neutralizuojan&ius epitopus.
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Proliferacinis atsakas i, ZIvV apvalkalo baltymus
natiralios ZIV infekcijos atveju kyla retai. Ta&iau po
imunizacijos gpl60, specifinis T-lasteliy prolifera-
cinis atsakas buvo uZregistruotas 21 (70 procenty)
individy. Tokio skirtumo prieZastis néra ai8ki. Viena
galima prieZastis yra tai, kad naujas proliferacinis
atsakas gali bati nukreiptas prie3 apvalkalo epitopg
(us), kurie yra unikallis 8iai vakcinai (vakcinos
gamybos metodologijos ar alternatyvaus antigeno
procesingo in vivo rezultatas). Prie3ingai, baltymas,
naudotas proliferacijos analizéje, negali stimuliuoti
pirminio T-lasteliy proliferacinio atsako i
homologinius naturalaus viruso " laukinio tipo”
apvalkalus. Tadiau buvo gauti papildomi jrodymai, kad
vakcina sustiprina lastelini imuninj atsaka:
atrinktuose vakcinai jautriuose individuose kilo tipy
specifiniai citoksiniai T-lasteliy atsakai j ZIV-IIIB

po stiprinanéios imunizacijos.

Faktoriai, lemiantys imunini, Jjautruma vakcinai ZIV
uZkréstuose individuose, ir toliau turi buati tiriami.
Net ankstyvoje ZIV infekcijos stadijoje individai
pras&iau reaguoja i jvairias vakcinas, lyginant su
kontrole. Toks Zemas jautrumas siejamas su ankstyvu B
lasteliy iSsigimimu ir T lasteliy funkciniais
sutrikimais. Cia jautrumas vakcinai buvo susietas su
pradiniu CD4 lasteliy kiekiu, kuris atitinka hipotezg,
kad imunologineé Seimininko bikle yra svarbi
determinanté, salygojanti Jjautrumg vakcinai. Taciau
imunizacijos schema (pagal specifini T lagsteliu kiekio
intervalg) irgi turéjo itakos jautrumui vakcinai:
schema B (6 injekcijos) buvo pranaSesne. I35 tiesy,
suma?éjes jautrumas vakcinai, stebétas individams,
turintiems maZesni CD4 lgsteliy kieki, gali Dbuati
sustiprintas, padidinus skiepijimy skai¢iy. IS to
galima padaryti prielaida, kad toliau keic¢iant

dozavima, reZima, adjuvantus ar vaistine forma galima
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tikétis imuninio jautrumo sustipréjimo. Nors ir buvo
susirlpinta, ar saugu ZIV  specifiniais vakcinos
produktais aktyviai imunizuoti asmenis, uZkréstus Z1IV,
imuninis specifinis toksisSkumas nebuvo jrodytas.
Kiekybiné kultiros, grandininés polimerazinés DNR
reakcijos ir serumo antigeno analizé parode padideéjusij
ZIV kieki in vivo. Puikus ZIV replikacijos in vivo
markeris, CD4 lasteliy maZéjimo rodiklis, tinkamai
pakito pacienty organizme, ypaé ty, kurie laikomi

jautriais vakcinai. Vidutinis CD4 lasteliy kiekio
pakitimas buvo -0.2 procentai vakcinai jautriems
individams ir -7.3 procentai - nejautriems. Duomenys

parodé, kad imuninis jautrumas po uZsikrétimo nebuvo
susijgs su padidéjusia CD4 lasteliy destrukcija. Buvo
padaryta prielaida, kad tai siejasi su padidéjusia HIV

replikacija in vivo.

Siose stadijose skiepijimo rezultatai taip pat buvo
lyginami su pradiniais duomenimis, gautais i% de3imties
uZsikretusiy ir negydyty asmeny, sugrupuoty pagal
amZiy, etnine grupe ir pradini CD4 lasteliy skaicdiy.
Vidutinis CD4 lasteliy kiekis 3ioje tyrimy grupéje
sumaZejo 8.7 procentais, individuose, gydytuose pagal
schemg A sumaZéjo 7.2 procentais ir individuose,
gydytuose pagal schemg B iSaugo 0.6 procentais. S§ie
rezultatai rodo, kad skiepijimas rekombinantiniu ZIV
apvalkalo po uZsikrétimo yra galimas. Gauti rezultatai
teikia wvil&iy, kad tokias vakcinas galima naudoti

profilaktikoje.

Vakcina prie3 igytg imunodeficito sindromg (AIDS),
turinti 1 tipo Z#mogaus imunodeficito viruso (Z1V-1)
apvalkalo baltymus yra kilusi i3 ZIV-1 apvalkalo geno,
klonuoto bakuloviruso-vabzdziy lastelés vektorinéje
sistemoje. Rekombinantiniai Z1v baltymai yra
isgryninti, surinkti i daleles ir adsorbuoti ant

aliuminio fosfato adjuvanto. Gauta adsorbuoto
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rekombinantinio ZIV-1 viruso apvalkalo baltymo forma
(vakcina prie$ AIDS) yra labai imunogeni$ka gyvinams ir
skatina antikiny, prisijungian&iy prie ZIV-1 viruso
apvalkalo, gamyba, o taip pat neutralizuoja uZkrétima
virusu testuose in vitro. Auk3&iau apraSyta vakcina
prie3 AIDS sukelia naujus humoralinius ir lastelinius
imuninius atsakus ZIV-uZkréstuose pacientuose ir yra
naudinga, kaip gydomoji vakcina, skirta imuninés

sistemos irimui i3vengti arba ji sulétinti.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Kompozicija, tinkama taikyti farmacijoje individy,
uZkrésty Zmogaus imunodeficito virusu (Z1V) gydymui,
besiskirianti tuo, kad i jos sudeéti ieina:

rekombinantinis ZIV apvalkalo baltymas, kurio
kiekis pakankamas ZIV-specifinio lastelinio ar
imuninio humoralinio atsako padidinimui.

2. Kompozicija pagal 1 punktg, b e s i s kirian-
t i tuo, kad rekombinantinis baltymas yra gaminamas

bakuloviruso-vabzdZiy lastelés ekspresinéje sistemoje.

3. Kombinacija pagal 1 punkta, b e s i s kirian-
t i1 tuo, kad rekombinantinis baltymas yra apytiksliai
145000 molekulinio svorio.

4. Kompozicija pagal 1 punkta, be s i s ki r i an -
t i tuo, kad ZIV apvalkalo baltymas yra bent vienas i$
gplé0, gpl20 ir gp4l.

5. Kompozicija pagal 1 punkta, b e s i s kirian -
t i tuo, kad rekombinantinis baltymas yra ekspresuo-

jamas bakuloviruso vabzdZiy lastelés vektoriumi Ac3046.

6. Kompozicija pagal 1 punkta, b e s 1 s k i r ian-
t 1 tuo, kad rekombinantinis baltymas yra aglome-
ruojamas i daleles, kuriy molekulinis svoris maZziausiai
apytiksliai 2000000.

7. Kompozicija pagal 1 punkta, be s i s k 1 r i an -
t 1 tuo, kad rekombinantinis baltymas jungiamas prie

adjuvanto.

8. Kompozicija, tinkama uZkrésty Zmogaus imunodeficito

virusu (ZIV) gydymui, b e s i s k i r i a n t i tuo,
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kad i jos sudeéti ieina rekombinantinis 21V apvalkalo
baltymas ir alumo adjuvantas, kai rekombinantinis
baltymas sudaro daleles, kuriy molekulinis svoris

maZiausiai yra apytiksliai 2000000.

9. Kompozicija pagal 8 punkta, b e s i s kirian-
t i tuo, kad rekombinantinis baltymas yra gaminamas

bakuloviruso-vabzdZiy lastelés ekspresinéje sistemoje.

10. Kompozicija pagal 8 punkta, be s i s kirian-
t i tuo, kad rekombinantinis baltymas yra atrenkamas i3
grupés, susidedan&ios i3 rekombinantinio gpl60, rekom-
binantinio gpl120, rekombinantinio gp4l, rekombinantinio
ZIV apvalkalo baltymo, kurio molekulinis svoris
apytiksliai 145000 ir rekombinantinio baltymo,
ekspresuoto vektoriuje Ac3046.

11. Kompozicija pagal 8 punkta, b e s i s kirian-
t i tuo, kad rekombinantinis baltymas sudarytas 1i8
apytiksliai 757 gpl60 viena po kitos einanciy
aminorig3&iy ir kuriame visiZkai paSalinta apytiksliai

40 viena po kitos einandiy galiniy aminorigsciy.

12. Terapiné vakcinos pried3 ZIV kompozicija, b e -
s i s kir i ant i tuo, kad i jos sudéti jeina
rekombinantinis ZIV  apvalkalo Dbaltymas ir alumo
adjuvantas, kai rekombinantinis baltymas yra
aglomeruojamas i daleles, kuriy molekulinis svoris

maZiausiai apytiksliai 2000000.

13. Kompozicija pagal 12 punkta, b e s i s k 1 -
r i a n t i tuo, kad rekombinantinio ZIV apvalkalo
baltymo kiekis yra apytiksliai nuo 10 pg iki 4000 ng

dozéje.

14. Kompozicija pagal 13 punktg, b e s i s k 1 -

r i a n t 1 tuo, kad rekombinantinis baltymas yra
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gaminamas bakuloviruso-vabzdZiy lastelés ekspresinéje

sistemoje.

15. Kompozicija pagal 13 punkta, b e s i s k i -
riant i tuo, kad rekombinantinis baltymas sudarytas
i apytiksliai 757 gpl60 viena po kitos einand&iy
aminorigs¢iy, gpl60 baltymas nutrauktas apytiksliai
757 pozicijoje, ir jame visi8kai néra bent
40 gpl60 galiniy aminorigi&iy.
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DNR, SUPANCIOS Ac3046 gpl160 KODUOJANCIAS
SEKAS., NUKLEOTIDY SEKA

T?ggGATATC ATGGAGATAA TTAAAATGAT AACCATCTCG CAAATAAATA

AESATTTTAC TGTTTTCGTA ACAGTTTTGT AATAAAAAAA CCTATAAATA

ATG ----- /3046/-==--- TAATTAATTAA GT ACC GAC TCT GCT GAA GAG
+1 +2256
GégggAA ATT CTC CTT GAA GTT TCC CTG GTG TTC AAA GTA AAG GAG

TTT GCA CCA GAC GCA CCT CTG TTC ACT GGT CCG GCG TAT TAA
+2333 +2374

FIG. 3
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Fig. 4t
ATVIRO SKAITYMO REMELIO BAZIU SKAICIUS: 2256
AMINO RUGSCI| KODON{ SKAICIUS: w 2256 =3 = 752
AMINO ROGSTIS SKAIC1US SVORIS VISO

GLY - S3 75.1 3,980.3
GLU - 41 147.1 6,031.1
ASP - 25 133.1 3,327.5
VAL - 48 117.1 5,620.8
ALA - 38 89.1 3,385.8
ARG - -39 174.1 €,793.8
SER - 28 105.1 2,942.8
LYS - 42 146.2 6,140.4
ASN - 58 132.1 7,661.8
MET - 17 149.2 2,536.4
ILE - 57 131.2 7,478.4
THR - S3 119.1 6,312.3
TRP - 26 204.2 5,309.2
cYs - 21 121.2 2,545.2
TYR - 16 181.2 2,899.2
LEU - 61 131.2 8,003.2
PHE - 25 165.2 4,130.0
SER - 26 105.1 2,732.6
GLN - 38 146.2 5,555.6
HIS - 11 155.2 1,707.2
PRO - 29 11S5.1 3,337.9

VISO 752 98,431 .5

-H,0 (752 x 18)

Bendras nustatytas neglikozilinty
polipeptidy svoris = 84,895.5

Bendras glikozilinimo saity skai¢ius

28 x 2100 (svoris. tenkantis vienam oligosacharidui)

Bendras nustatytas gpl60 molekulinis svoris= 84,895.5 + 58800

= 143,6955



LT 3365B

L8v9

v v9

L6E9

(A%

LOt9

z929

LYY YLO YLD VYID YUD YYD VYID J¥Y D22 JuH D0
usy t[ea nNaT TEA Tea N9 uyn oad usy oxgd dsy 1yl oxd
.4
I I A A e
JOD IVD WOV DJD9 9HOL LLD JI¥Y JI¥VD VYID 5SHYD WOV 1I¥9D IVl
eI¥ STH Iyl ery dxl t1ea usy SIH teaA nio aylL dsy x4
oL
IR R I A T e
JID IVD YOI YOO JI9L LLL VLD IOY DJO¥ DJY VDO YYD 9YyY
ety dsy x9s ety sSAD ayg ne1 Iyl aylL IyL eIy n1o 841
0S

COE P i e e e e e el e e e 1
LoD YID 99D DIDUWL DUL 919 DY 9519 9H9L 91D 9HYY 5HYD IIY
oxg t1ean A9 241 AL Tea Iyl tea digp na1 SAT nio Iyl
D (0z1dB) sguordar sturserinr{eorrysyg "~ - /
84D .

S e e T R R e R e A A
JOL JI¥ DLV 91O JIY D99 9HLD 9L 9HIY DJIO¥ D99 991 9V
sAD 911 239W na1 Brr A9 na1 ne1 39N ayln Ao day  sAT
.......... sepridad sturieusrs 77

I I I I N
ODL 190 9HOL HID IJV¥D VWYD DYL HYY HYD 5HYY SIOH IO 9HOO
dxy bay dxy ne1 STH urd AL 8A1 nin 8A1 T1ea Bay Ao

nT

AN sa?ursnaIta

SQUIIUBUIQWOYSI ST BYSS 9p(CAV BIA 3l0IQBA® SQIN|IS SOUSTANalY

*(S861)
$1 134318WnU BIL 3S9)IN|Id 9SQUIINSGITA TBUOPOY TWeNUIIIl®R I BYSS

®”1j1938d ‘8Y3S

SVNINIOATVd DNIS x0919d 9+0€2V OINILNVNIGWONAY HI

I® 13 UOSQOH-uleM JI sofriaurzul

[-AV1

Y19 19L
Ten SAD
AR
Y09 WYY
ety 84T
1
991 919
dij, T1ea
I
109 D9Y
ey 13§
LT
09 299
dxy A9
T
220 91Y
oxd A9NW
€G 3



LT 3365 B

LSLY

CILY

L999

cT99

LLSY

Zes9

L
LOY
19§

I
LYO
dsy

|11
Wy
nio

qs -3y

o0
uid

7.5

o) 4
ayy

|1
19)°4" 4
g8k
ott

1
D) §
19s

I
A ) §
bay

L1
LOV
19§

o1t

1
Io15) ¢
x9S

|11
DIV
alI

L
L) 4
L

a1l

A9

1]
DOV
b &1

ety

A
\.LL
nar

dsy

LY
a1l

bxy
|ov

o
nio

nyo

|11
IV
usy

2

599
L19
0S1

8i1
e
599
A1

Y1LO
1471

STH
1o

LYD
dsy

11
YOy
aylL

06

]
OLL
oud

P11
o) 4
19§



LT 3365 B

LZOoL

¢869

LE6Y

689

Lv89

c089

usy

VLY
91I

111
D19
Ten

11
LYD
dsy

06T

I
oLO
nag

N
NAA ¢
usy

1]
QD
oxg

]
YOl
195

YLy
o211

o)e) 4
YL

Il
oo
oxg

|1
LOY
ayy,

QLD
TeA

TeA

Y.LY
o911

I
YO.L
aas

I
LYY
usy

|11
YLD
narg

ovo
nio

VLY
311

¢ ‘8

Y19
1en

YOov
ayyg,

I
LOY
b ET

X
LYD
dsy

Y.LO
TeA

1LOL
::21%]

|11
90D
eTy

|1
0L
ass

911
|L]
A f9)- 4
IYg,

I
NAK)
nay

111
v0D
oxg

111
o
oxg

[
oY
bay

Vo9
Ao

1
199
A19

I
314 4
=G

bxy
I9]

Dov
YL

LY.L
xK71,

911
ol

LLY
911

Yov
ayy

Do

A1o'

V' 31
A19

1
99
oxg

[
LOL
84)

01e

|11
913) 4
a9s

aud
1|

J.I.L
ayd

11
LYO
STH

|11
LYY
usy

) 1

|11
209
ety

209
ey

R 4
YL

\- (903
ety



LT 3365 B

LS9L

¢T9L

LISL

(AATA

LLYL

cEvL

LBEL

A19
ol |11

¥O9 VDO
A19 Ao

AL
199 JIVD
A1p dsy

|11
1IN W¥D
3TI uTo

AR
oV 991
urp dxg

|1
o) Slle) 43
ayy dsy

L1
LO¥ LuY
198 usy

IR
J1lL LLL
ayd aud

usy oyd

Il
LYY  LLL
usy oyd

|1
0L
19s

oLV

YL
1|

Yov
ayy

RA'AR
24,

A 0”4
°1I

|11
¥OL
b ¢- 1
0T¥

na1

I
LOY
b ET

599
A19

139) 4
IYL

|11
o) 4 §
usy

1]
LYY
usy

[
19L
84D
(113 2

LOO

K19

(1
Yo
bay

111
YvD
no

|11
oLv
a1I



LT 3365 B

PS “dy

cheEL

Le6CL

[ATAR

LocL

c9TL

LITL

cLOL

I
19) £3)
dsy

I

Yov
ayy

599
L19

|1
VLo
Tea

vO9
A1

|11
vvD
no

[1]
Lob)
ey

Vo9
Ao

I
LOY
b ET

usy

I
YO.L
b T
oLt

1
YOV
By

1
YOv
bay

\ 074
911

]
A'4'd 4
sA1

o1e

ayr
|ov
v
uin

111
D09
ety

I
DI.L
19s

vov
Iy

I
\'£3) 4
Bay

|11
)44
usy

1
LOL
195

|1
YOV
bay

I
ovvy
8A1

I
913) 4
aas

JLLY
a11

A fo1)
ey
|11
VY
usy

VIO
TeA

Y.LO
Tea

|11
DLY
oTI

YivY
911
0S¢t

[1]
LYO
STH

I
Yov
bay

1
9) 4 4
usy

Y1vY
S1I
062

YiLO
TeA

VLY
atI

\{o0))
elv

999
A1o

|1
QI
oid

LY
911

dsy
& |
ovn
nio

I
\' {88
oxg

RE
\'{3)" 4
biy

1
o}o)"4
ayrL

111
Yvo
nio

oLy
A9

I
OOV
bay

|
LOL
84>

|11
109
ety

111
YOO
ety

uto

I
NA'A 4
usy

I
Y.L)
narg

oLz

vo9
L1

1k
LYY
usy

VoD
A1

QLY
91I

LLY
911

I
o) 63}
dsy

]
LOv
a9ag



LT 3365B

cLeL

Le6L

c88L

LEBL

Z6LL

LyLL

coLL

JS 8y

uto
eIl
OO 9HYD JLD O
eIY UuiH nNIT urd
sl
OY0 WYO HID HYD
urp uro ey nio
dsy
L el 1 1
Yiv¥v 199 J1J5L HLL
a11 419 x8s naq
0SS
ety
oo 111 11 11
090 YOO D99 HIY
bay eiv A19 38R
I
OLL J1DD VDD VIV
na1 ety Ao or1I
-9y aurIqWAWSURL],
L e
YO¥ SYY VYOO HYVY
bay s8A1 ety B8BA1
I
Y19 VYUY IVl VYYvY
1ea 8A1 xL1L s8sA7

o6V

8A1
v| |

8A1

LY.L
AL

188
[ #e X A
YoV 21D
Iyl nog
It
IVY WY
usy usy
TR
Y19 90Y¥
1eA aylL
AR
VDO SLlL
A1 naq
€ - - -
L
Yvo UoOv
no bay
oz1db
(AR
ViL VYDD
nag oag
IR
o991 JIvY
dx] usvy

111
OLL
na1

o OLD
uto na
oLS
I
oD SYD HYO
utop uro uird
I
OLD HIOVY OIY
na1 Iyl 3IsH
I
JLL 990 ILLD
ayd Ao neoq
-- (1y db)
P 1
OY0 HID HIO
ur9® TeaA tea
----> 0TS
e
Yo ILI¥Y VYUY
ngo 911 si1
e 1
VD DOY OLY
dey baxy 219Rw

|11
LXYO
8TH

|11
519
Ten



LT 3365B

LBZ8

cves

LeT8

[AN:]

LOTB

c908

LTO8

LY
911

YOO
ety

uto

nar

|
LYO
dsy

1
D0L
b ETS

1
Yuo

nio

|11
LD
narg

11
JOL
8k)

11
A £3)
dsy

11
YLD JVYL
nar Ay

A AR 4
911

|11
YLL
nary

H
A AMA
nop

0S9

oo
nio

|11
LOY
a9s

\'{al3)
A1o

|1
\ £3)4
bay

06S

LID
ety

0
kS

]
ovv
=7, ¢

11
JOY
b ETS



LT 3365B

oL®8

LI9V8

(AA R

LLES

cees

1
VO
dsy

KR!
) £2)
dsy

|11
LLO
) £-7)

ys -3y

AL
YOv
Bay

|11
200
oxd

LY.L
1K1

YL
911

1
oo
dsy

V99
A1

Vo9
K19

L
YOv
Bay

|11
YOov
Bay

1
13) 4
bay

otL

|1
OVD
uto

11
V.LL
na’

Ovd
nio

|11
900
oxd

|1
33) 4
bay

199
L19

v59
L1

911
|a]
o)) 4
YL

r—4
sk

Lo
Ten

£

1
199
Ao

111
A {o)e]
oxd

11
YOv
bay

=

099
A19

v
A1

11
oy
usy

nio

111
ehol's
ayy,

YLy
91I

A
TeA

QAR
Ten

A 044
a11

|11
DV
ugo

|11
LoL
1es

A 474
a1I

|11
YI.L
na’1

Vo9
L19

oLy
AN

I
oo
bay

nio

|11
20L
bETS

Yo
Tea

A -84 4
9l

LIY
a1l

|11
200
oxd

|11
YI.L
na1

LID
ety

1]
JLL
ayd
069

0L
x38S

0oSL

1
A\ 4
baxy
111

)4
bay

|1
¥0D
oxg

na1

1LY
o911



ANTI gp TITRAS

ANTI gp TITRAS

LT 3365

FIG. 6
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FIG. 8a
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FIG. 8b
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