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Pateikiamas rekombinantinio gripo hemagliutinino baltymo gavimo bldas ekspresuojant §j baltyma
vabzdziy lastelése ir tam tikslui panaudojant bakuloviruso ekspresijos sistema,

Siuo biidu gautas baltymas naudojamas multivalentinés gripo vakcinos gamybai, kurios pagrinda sudaro
midinys rekombinantiniy hemagliutininy antigeny misinys, gauty klonavimui panaudojus gripo virusus,
pasizyminius epideminiu potencialu. Rekombinantininiai hemagliutinino baltymai yra viso ilgio nesuskaidyti
(HAO) glikoproteinai jskaitant abu HA1 ir HA2 subvienetus (HAO), kurie iSvalomi nedenatiruojanéiomis
sglygomis iki 95% ar didesnio, o geriausiai iki 99% grynumo.

Geriausiame i$radimo jgyvendinime pateikiama, kokiu biidu gripo hemagliutinino genai, paimti i A ir B
virusy, yra klonuojami panaudojant tam tikslui specialiai sukurtas oligonukleotidy sekas ir polimerazés
grandininés reakcijos metodologija.

Pateikiamas bendras biidas kaip ekstrahuoti ir i§skirti rekombinantinj HA baltyma, pagamintg vabzdziy
Iastelése, apra$ant rHA baltymy i$skyrima i$ A potipiy ir B tipo gripo virusy.
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- Sis isradimas priklauso rekombinantiniy gripo vakciny sriiai.
ISradimo prielaidos

Gripo epidemijos kyla kasmetv' ir yra viena i8 svarbiy Zmoniy
sergamumo ir mirtingumo pasaulyje priezasCiy. Dazniausiai suserga
vaikai ir jie daugiausiai iSplatina gripo virusg Zmoniy bendruomengje.
Vyresnio amZiaus ir ligoti Zmonés daugiau rizikuoja, kad jiems gripo
infekcija komplikuosis ir juos reikés hospitalizuoti. Vien tik Jungtinése
valstijose 1956 ir 1988 mety laikotarpyje Kiekvieno i$ septyniu gripo
sezony metu uZregistruota daugiau "kaip 10,000 mircCiy atvejy del
pneumonijos ir gripo, ir daugiau kaip 40,000 mirgiy atvejy uZregistruota
kiekvieno i§ dviejy sezony metu ( Siuolaikiniai Duomenys: "Gripo
Aktyvumas - Jungtinés Amerikos Valstijos ir Pasaulis, ir 1992-1993 mety
Gripo Vakcinos Sudétis , Morbidity and Mortality Weekly Report, U.S.
Department of Health and Human Services, Public Health Service, 41/No.
18; 315-323, 1992).

Gripo virusai yra labai pleomorfiSkos dalelés, sudarytos i$ dviejy
pavirSiaus glikoproteiny - hemagliutinino (HA) ir neuraminidazes (NA). HA
salygoja viruso prikibimg prie Seimininko lgstelés ir viruso bei Igstelés
apvalkaléliy susiliejimg virusui skverbiantis j lgstelés vidy. Gripo viruso
genomg sudaro astuoni vienasidliai neigiamos prasmés RNR fragmentai,
i§ kuriy keturi didZiausi segmentai koduoja HA gena. Gripo virusai,
priklausomai nuo jy antigeny, skirstomi j A, B ir C tipo virusus. Gripo A
virusai jvardijami naudojant nomenklatdra, j kurig jeina potipis ar tipas,
geografiné kimé, kamieno numeris ir iSskyrimo metai. Pavyzdziui,
A/Pekinas/353/89. Nustatyta maZiausiai 13 HA potipiy (H1-H13) ir 9 NA
potipiai -N1-N9). Visi Sie potipiai aptinkami pauk3ciuose ir tik H1-H3 ir N1-
N2 aptinkami pas Zmogu, kiaules ir arklius (Murphy and Webster
"Ortomiksovirusai”, Virology, red. Fields, B.N., Knipe D.M., Chanock R.M.,
1091-1152 (Raven Press, New York, (1990)).
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AntikGnai HA neutralizuoja virusg ir sudaro natlralaus imuniteto
gripo infekcijai pagrindg (Clements, "Gripo vakcinos®, knygoje "Vakcinos:
Imunologiniy problemy nauji sprendimo bldai", red. Ronald W. Eliis, P.
129-150 (Butterworth-Heinemann, Stoneham, MA 1992)). HA molekulés
antigeninis variavimas salygoja daznus gripo protrukius ir ribotg infekcijos
kontrole imunizuojant.

Trimaté HA sandara ir jo saveika su atitinkamu Iastelés
receptoriumi, sialo rugstimi, iStita gerai (Wilson ir kt. "Gripo viruso
apvalkalélio glikoproteino hemagliutinino sandara 3 A skiriamoje geboje”,
Nature 289:366-378 (1981); Weis ir kt., " Gripo viruso hemagliutinino,
sujungto su jo receptoriumi, sialo rigstimi, sandara”, Nature, 333:426-431
(1988); Murphy ir Webster, 1990). HA molekulé virione yra trimero forma.
Kiekvienas monomeras sudarytas i$ dviejy grandiniy, HA1 ir HA2,
sujungty bisulfidine jungtimi. Infekuotos Seimininko lgstelés gamina
85,000 molekulinés maseés glikozilinta polipeptidg kaip pirmtaka, kuris
- véliau suskyla j HA1 ir HA2. '

IgG ir IgA antikliny, specifiniy gripo HA, buvimas yra susijes su
organizmo atsparumu infekcijai ir ligai (Clements, 1992). Inaktyvuotos
gripo vakcinos, sudarytos i§ viso viruso ar dalinai iSgrynintos
(subvienetinés), standartizuojamos pagal pagal kiekvieno kamieno HA
kiekj. Paprastai gripo vakcinos turi nuo 7 iki 25 mikrogramuy kiekvieno i$
trijy gripo viruso kamieny HA.

Kito pagrindinio apvalkalélio glikoproteino - NA vaidmuo
apsauginiame gripo imunitete (humoraliniame ar T-lgsteliy salygotame)
kol kas neistirtas. Neuraminidaze yra labai neatspari gryninant ir saugojant
(Murphy ir Webster, 1990), ir todél NA kiekis dabartinése gripo vakcinose
riestandartizuojamas, 13gryninta ’HA, bet ne NA, vakcina apsaugo gyvinus
nuo gripo (Johansson ir kt., "ISgrynintas gripo viruso hemagliutininas ir
neuraminidazé yra ekvivalentidki stimuliuojant antiklny atsaka, taciau
sukelia skirtingo pobidzio imunitetg infekcijai®, J. Virology, 63:1239-1246
(1989)). Tiriant Zmones, nenustatyta, kad bandomoji vakcina, paruosta
neuraminidazés pagrindu, gali’ apsaugoti (Orga ir kt., J. Infect. Dis. 135:
499-506 (1977). '
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Licenzinés gripo vakcinos sudarytos i§ formalinu inaktyvuoty ar
chemidkai suskaidyty subvienety, pagaminty i$ dviejy gripo A potipiy
(HIN1 ir H3N2) ir vieno gripo B potipio virusy. Prie$ kiekvieng gripo
sezong JAV Maisto ir Vaisty Administravimo (FDA) Vakciny ir Giminingy
Biologiniy Medziagy Pataréjy Komitetas rekomenduoja ateinanciam
sezonui trivalentés gripo vakcinos sudet]. 1992-93 mety vakcina savo
sudétyje turéjo A/Teksasas/36/91 (H1N1), A/Pekinas/353/89 (H3N2) ir
B/Panama/45/90-panasius virusus.

FDA rekomendavo, kad 1993-94 mety gripo vakcina turéty tureti
tuos pacius Teksaso ir panamos kamienus ir naujg gripo A Pekino
kamieng (A/Pekinas/32/92).

Asmeny, priklausanciy aukstos rizikos grupei, vakcinavimas
kiekvienais metais prie§ gripo sezong yra efektyviausia priemone,
padedanti sumazinti gripo infekcijos poveikj. Dabartiniy vakciny trikumai
yra : maZas jy vartojimo lygis; mazas efektyvumas vyresnio ir jaunesnio
amziaus vaikams; jy gamyba kiauSiniuose; antigeninés variacijos ir
pasalinés reakcijos. '

Ligy Kontrolés Centras (LKC) nustate, kad maziau kaip 30%
individy, priklausanciy didelés rizikos susirgti gripu grupei, yra kasmet
vakcinuojami (MMWR, 1992). Siuolaikinés inaktyvuotos vakcinos
sveikiems suaugusiems salygoja aukstg apsaugos pries infekcijg lygj tuo
atveju, kai vakcinos antigenai yra giminingi cirkuliuojadiy virusy
antigenams. Tuo tarpu vyresnio amziaus Zmonéms, ypac ligotiems,
apsauga prie$ infekcijg yra silpnesné (Clements,1992). Ankstyvesniuose
tyrimuose, kuriuos atliko Powers ir Belshe, J. Inf. Dis. 167:584-592 (1993),
Zymus antikny atsakas | trivalente gripo subviriony vakcing stebétas
maziau kaip 30% individy, kuriems buvo 85 ir daugiau mety.

Air B gripo  vakcinoms naudojami gamtiniai virusy kamienai, kurie
dauginasi dideliais titrais viSCiuko kiausinio alantojindinio alantojineje
ertméje. Tuo tarpu kamienas, naudojamas gripo A komponentui gauti,
priklauso perriuotam virusui, turiniam reikalingus pavirsiaus antigeny
genus. PerrGSiuotas virusas — tai toks virusas, kuris turi reikalingus
pavir§iaus antigeny genus. PerrdSiuotas virusas - tai toks virusas, kuris
dél virusinio genomo segmentacijos pasizymi Kiekvieno téevo kamieno



LT 4461 B

charakteristikomis. Kuomet Igstele infekuoja daugiau negu vienas viruso
kamienas, tuomet Sie virusiniai segmentai susimai$o ir jy palikuoniy
virionai turi jvairy abiejy tévy geny rinkinj.

Apsauga, gaunama panaudojant vakcinacijai Siuolaikines pilnas ar
suskaidytas gripo vakcinas, yra trumpalaike ir tampa neveiksminga, jeigu
gripo. epideminiuose kamienuose jvyksta antigeninis poslinkis (dreifas).
Gripo virusams bddingas antigeninis poslinkis vyksta dél imuninés
selekcijos, atrenkandios virusus, Kuriy hemagliutinino molekuléje yra
pakitusios aminorig3ciy sekos. Idealiai, tai vakcinos kamienai turety
atitikti ligg sukeliancius viruso kamienus. Taciau Siuolaikiniy gripo vakciny
gamybg riboja viruso auginimas vis¢iuko embriono kiauSiniuose. Ne visi
viruso kamienai vienodai gerai dauginasi kiauSinyje. Tokie virusai turi bati
adaptuoti arba turi bati sukurti perrGsiuoti virusai. KiauSiniuose auginamy
virusy hemagliutininas labai greitai heterogenizuojasi ir skiriasi nuo
pirminio viruso, iSskirto i$ infekuoty individy ir auginty Zinduoliy lgstelése,
hemagliutinino (Wang ir kt., Virol. 171:275-279 (1989); Rajakumar ir kt,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:4154-4158 (1990)). HA pokyciai dél
selekcijos ir gripo vakciny gamyba gali duoti antigeniskai skirtingy virusy
subpopuliaciju misinj. Todél vakcinos virusai gali skirtis nuo epideminio
kamieno varianty. To pasékoje apsaugos lygis gali biti suboptimalaus
lygio.

Asmenims, Kurie yra labai alergiski KiauSinio baltymui, dél $io
baltymo likuciy vakcinoje gali iSsivystyti Gmaus hiperjautrumo reakcijos.
1976 metais kiauliy gripo vakcina buvo susieta su Guillain-Barré sindromu.
Kol kas nepastebéta, kad velesnés vakcinos, pagamintos i$ kity gripo
kamienu, bﬁtq i3aukusios $ios retos ligos atvejy pagauséjima.

Gripo vakcinos gamybos bldas, nereikalaujantis kiau$iniy
panaudojimo, galéty pateikti grynesnj produkta, kuris nesukelty pasaliniy
imuniniy reakciju. Be to, grynesnés vakcinos paruo$imas nereikélautu ’
viruso inaktyvacijos ar organinio virusinio apvalkalélio komponenty
ekstrahavimo, todeél buty iSvengta antigeniniy epitopy denatdracijos bei
chemikaly likuciy vakcinoje.

Be to, gripo vakcina pagaminta nenaudojant viruso auginimo
kiauSinyje padéty iSvengti genetinio heterogeniSkumo, Kuris pasitaiko
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adaptacijos metu pasazuojant ir auginant virusa kiauginyje. Tai duoty tokig
vakcing, kuri labiau atitikty gripo epideminiams kamienams ir baty
efektingesné.

Sio iéradimo objektas yra gripo vakcinos gamybos bldo,
nereikalaujangio viruso auginimo kiausinyje, pateikimas.

. Kitas Sio idradimo objektas yra greito ir pigaus gripo vakcinos
gamybos bido, leidzianCio gauti labai gryng produktg i$ pirminiy gripo
$altiniy, pateikimas.
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Trumpas iliustracijy apraSymas

1 Fig. - tai HA geny, gauty i$ gripo A kamieny iSskirtos virusines
RNR, klonavimo, ekspresuoto rHA iSskyrimo ir rHA biologines
charakteristikos schema. ,

Santrumpos: FDA - Maisto ir Vaisty Administravimas; MDCK -
Madin Darby Suny inkstas; TPCK - tozilfenilalanil chlorometilketonas; RNA
ribonukleino rigstis; cDNA — komplementari dezoksiribonukleino rugstis;
HA - hemagliutininas; FBS - fetalinis verSiuko serumas; PCR -
polimerazés grandininé reakcija ir BV — bakulovirusas.

2 Fig. -metodo, paminéto 1 Fig. ir skirto gripo viruso kamieno
A/Teksasas/36/91 HA geno klonavimui ir ekspresijai, detalesné schema.
Gripo HA genas gautas i§ RNR, iSskirtos iS5 MDCK Igsteliy, uzkresty gripo
virusu A/Teksasas/36/91. Tam tikslui panaudota atvirkstiné transkriptazé ir
universalus pradmuo (SEQ ID No. 1), atlikti du PCR ampilifikacijos ciklai ir
klonuota. Kaip parodyta schemoje, PCR pirmojo ciklo metu naudotas &'
galo pradmuo SEQ ID No. 2 ir 3' galo pradmuo SEQ ID No. 3. PCR
antrojo ciklo metu naudotas 5’ galo pradmuo SEQ ID No. 4 ir 3" galo
pradmuo SEQ ID No. 5. Bakuloviruso rekombinacijos vektorius sudarytas
i$ polihedrino promotoriaus ir signalinio  peptido seky, gauty iS
bakuloviruso 61K geno ( bakuloviruso genas, koduojantis apie 61,000
molekulinés masés signalinj peptidg ) bei seky, koduojanéiy subrendysj
HA baltyma. Sis rekombinacijos vektorius panaudotas bakuloviruso
ekspresijos vektoriaus, salygojancio 8io kamieno viruso HA produkcijg,
konstravimui.

Fig. 4a, 4b ir 4c - grafikai, rodantys anti-HA imuninj atsakg pas
peles, kurios buvo imunizuotos rHA arba licenzine 1994-1985 mety
sudeéties trivalentine vakcina, adyse; savaités po vakcinacijos it H1A titras.
Fig. 4a - HA1 A/Teksasas/36/91; Fig. 4b — HA1 A/Sangdongas/9/93 ir Fig.
4c - HA1 B/Panama/45/90; rHA (daugiakampiai) ir FLUVIRON® patenuota
vakcina, kultivuota Kiau$iniuose (kvadratai).
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Detalus i§radimo aprasymas

Detaliai apraSomas rekombinantinés gripo vakcinos gavimo bldas.
Gripo viruso viso ilgio nesuskaidytas (HAQ) hemagliutinino antigenas
gaunamas panaudojant bakuloviruso ekspresijos vektorius vabzdziy
lasteliy kultdroje ir po to 'jis iSskiriamas nedenattruojanciose sglygose.
Gripo A ir/ar gripo B kamieny du ar daugiau iSgryninty hemagliutinino
antigeny sumaisomi kartu tam, kad bdty gauta muiltivalentiné gripo
vakcina. Tam, kad blty padidintas efektyvumas, rekombinantinius
antigenus galima sumaisyti su adjuvantiniais neséjais.

Rekombinantinés DNR technologijos panaudojimas gripo vakciny
gamybai pasizymi keletu privalumy: rekombinantiné gripo vakcina gali
bUti pagaminta saugesnémis ir labiau kontroliuojamomis sglygomis;
nereikia gripo viruso auginti kiausSiniuose; rekombinantinis HA baltymas
gali bati labiau i$grynintas; iSvengiama galimy paS3aliniy efekty dél
uzterSimo kitais baltymais; iSskiriant rekombinantinj HA, nereikia
inaktyvuoti viruso ar organiniais tirpikliais ekstrahuoti virusinio apvalkalelio
komponentus, ir todél iSvengiama antigeny denatlracijos, o be to néra
pavojaus, kad vakcinoje lieka chemikaly, HA gamyba panaudojant
rekombinanting DNR  technologija, leidZia iSvengti  genetinio
heterogeniskumo, kuris gali atsirasti viruso adaptacijos ir pasazavimo
kiauSiniuose metu, o tai savo ruoztu sudaro prielaidas tam kad vakcinos
kamienai labiau atitiks gripo epideminius kamienus ir tai savo ruoztu
padidins vakcinos efektyvuma; rekombinantinis metodas leidZia geriau
parinkti kamiena, suteikdamas laiko atrenkant vadovautis patikimesniais
epidemiologiniais duomenimis.

Bakuloviruso ekspresijos sistema
Bakulovirusai —.tai DNR virusai, priklausantys Baculoviridae $eimai.

Zinoma, kad &ie virusai turi siaurg $eimininky rata, kuris apima tik
vabzdziy Lepidopteran risis (drugelius ir kandis). Bakulovirusas
Autographa californica branduolio polihedrozés virusas (Nuclear
Polyhedrosis Virus) (AcNPV), Kuris tapo bakulovirusy prototipu, sekmingai
dauginasi jautriose vabzdziy lasteliy kultGrose. AcNPV turi dvisililés
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uzdaros ziedinés DNR genoma, susidedant] i$ apie 130,000 baziy pory ir
jo priklausomybé Seimininkui, molekuliné biologija ir genetika yra gerai
apibtdinta.

Daugelis bakulovirusy, jskaitant AcNPV, infekuoty Igsteliy
branduoliuose sudaro didelius baltymo kristalinius darinius - kinelius.
Siuose kineliuose beveik 95% visos baltymo masés sudaro vienarGsis
polipeptidas, vadinamas polihedrinu. Polihedrino genas AcNPV viruso
genome egzistuoja vienos kopijos forma. Kadangi polihedrino genas
nevaidina jokio vaidmens viruso replikacijoje uzkréstose lastelése, todél jj
galima modifikuoti svetimy geny ekspresijai. Svetimo geno seka jterpiama
i AcNPV genoma 3' gale kaip tik prie polinedrino promotoriaus sekos
tam, kad 3is svetimas genas atsidurty polihedrino promotoriaus
transkripcijos kontroléje. ‘

Rekombinantiniai bakulovirusai, ekspresuojantys svetimus genus,
yra sukonstruojami panaudojant homologing rekombinacijg tarp
bakuloviruso DNR ir chimeriniy plazmidZziy, turiniy norimo geno sekas.
Rekombinantiniai virusai detektuojami pagal skirtingg poveikio zonos
morfologija bei homogeniskai iSgryninus.

Bakulovirusai itin gerai tinka eukariotiniam klonavimui ir kaip
ekspresijos vektoriai. Jie yra saugls, kadangi jy Seimininky ratas
apsiriboja artropodais ~ nariuotakojais. JAV Aplinkos Apsaugos Agentlra
(EPA) aprobavo trijy bakulovirusy naudojimg vabzdziy kenkéjy kontrolei.
Pagal EPA Eksperimentinio Naudojimo leidimg AcNPV daugelj mety
naudojamas derlingumui pakelti.

Laukinio tipo AcNPV bei rekombinantiniai virusai dauginasi jvairiose
vabzdZiy lastelése, jskaitant pastovias lgsteliy linijas, Kilusias is
Spodoptera frugiperda {Lepidoptera; Noctuidae). S. frugiperda lasteliy
populiacijos padvigubéjimo laikas yra nuo 18 iki 24 valandy. Jos gali bati
auginamos kaip vienasluoksnés arba kaip suspenzinés kuitlros.

Rekombinantiniai HA baltymai gali bati produkuojami Iasteliy
kultGrose, Kkilusiose i§ S. frugiperda (ir ne tik jose). Lasteliy kuitlras,
kilusias i$ kitu rasiy vabzdziy, tokiy kaip Bombix mori, Galleria mellanoma,
Trichplusia ni, arba Lamanthria dispar, taip pat galima panaudoti
rekombinantiniy HA baltymy gamybai.
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Tinkamiausia Seimininko lasteliy linija rekombinantinio bakuloviruso
baltymo produkcijai yra linija Sf900+. Kita tinkama Seimininko Igsteliy linija
rekombinantinio bakuloviruso baltymo produkcijai yra linija Sf9. Sf900+ ir
Sf9 yra netrasformuotos, netumorogeninés pastovios Iasteliy linijos,
kilusios i$ Spodoptera frugiperda (Lepidoptera); Noctuidae). Sf900+ ir Sf9
lastelés auginamos 28+2° C temperatdroje be anglies dvideginio priedo.
Sf9 lastelems naudojama TNMFH terpé (paprastas miSinys drusky,
vitaminu, angliavandeniy ir aminorig3ciy) su 10% fetalinio verSiuko
serumo. Jokie kiti gyvaninés kilmés produktai (pvz., tripsinas ir pan.),
iSskyrus fetalinj verSiuko serima, nenaudojami. Kultlros terpes be serumo
(prieinamas kaip Sf900 Kultdros terpé, Gibco BRL, Gaitersburg, MD)
galima taip pat naudoti Sf9 Iasteliy auginimui, o taip pat ir Sf800 lasteliy.

Sf900 lasteliy populiacijos padvigubéjimo laikas yra 18-24 val. Jas
galima auginti ir kaip vienasluoksnes, ir kaip suspenzines Kkultlras.
Nepaskelbta jokiy duomeny, kad S. frugiperda lastelése gali replikuotis
koks nors Zinomas Zinduoliy virusas. _

Specialistai supranta, kad ekspresijos vektoriumi gali buti
panaudota ne tik bakuloviruso ekspresijos sistema. Rekombinantiniai HA
baltymai gali bdti ekspresuojami ir panaudojant kitus ekspresijos
vektorius, tokius kaip Entomopox virusai (vabzdziy poksvirusai),
citoplazmingés polihedrozés virusai (CPV). Vabzdziy Igsteles galima galima
transformuoti rekombinantiniu HA genu ar genais ir gauti pastovig
ekspresija.

Gripo viruso kamienu i8skyrimas »
Vienas ar daugiau gripo viruso kamieny iSskiriami iéiasmenq,
segandiy gripu. Tinkamiausi yra tie gripo viruso kamienai, kuriuos nustate
FDA arba CDC ir apibtdino, kad‘jie turés epideminj potencialg sekanciam
gripo sezonui. Cia aplraéomo bldo ‘privalumas yra tai, kad tiesioginiu
viruso gavimo $altiniu gali blti panaudota klinikiné medziaga tokia, kaip
ligoniy, infekuoty gripo virusu, nosies idskyros.
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Gripo viruso kamienu auginimas

Kamienai auginami lgstelése, kurios gali produkuoti didelius viruso
titrus, tokiose kaip Madin Darby Suny inksty (MDCK) Iastelés (jas galima
gauti i$ Amerikietiskos Kultdry Kolekcijos, numeris ATCC CCL34. MDCK
lastelés, pavyzdZiui, uzkreGiamos | terpg pridéjus tozilfenilalanil
chlorometilketono (TPCK) ir dalinai inaktyvavus tripsing bei pridejus
fetalinio verSiuko serumo tokia koncentracija, kuri yra optimaliausia
didZiausiy titry pirmojo pasaZo viruso produkcijai. MDCK Igstelés
uzkreCiamos gripo viruso kamienais maziausia infekcijos dauginimosi
doze (0.1 - 0.5), nustatoma pagal standartinj HA vertinimo bldg ( Rosen,
"Hemagliutinacija, sukeliama gyviny virusy" knygoje “Virusologijos
Pagrindiniai Metodai *, red. K. Habel ir N.P. salzman, p. 276-28 (Academic
Press, New York 1969), kuris pateikiamas ir Siame iSradimo apradyme.
Infekuotos lIgstelés inkubuojamos prie 33° C 48 valandas ir terpéje
vertinama viruso produkcija panaudojant hemagliutinacijos aktyvumo
testa. Tos auginimo salygos, kuriy metu gautas didziausias HA
aktyvumas yra naudojamos ir ruosiant didelius gripo viruso kiekius.

Viruso iSskyrimas

Virusinés dalelés, produkuotos pirmojo pasazo metu, iSskiriamos i$

terpés panaudojant Zinomg iSskyrimo biidg - centrifigavimg sacharozes

gradiente. PavyzdZiui, virusas, praéjus 24-48 val. po infekcijos,

surenkamas centrifiguojant gripo virusu infekuoty MDCK lgsteliy terpe.

Virusinés nuosédos resuspenduojamos buferyje ir centrifiguojamos

uzbuferintame sacharozés gradiente. Gripo virusai, esantys gradiento 40-

45% sacharozés zonoje, surenkami, atskiedZiami' buferiu ir
centrifiguojami 100,000 x g. I8skirto viruso nuosédos resuspenducjamos

buferyje ir.saugojamos -70° C temperatiroje.

Gripo viruso hemagliutinino genu klonavimas
HA geny kionavimo, panaudojant §j metoda , schema pateikiama
Fig. 1. Lastelés uzkreCiamos tuo gripo viruso kamienu, Kurj norima
klonuoti. Virusas iSskiriamas i$ i$ Iasteliu kultdros terpés ir po to, jeigu tai
yra gripo viruso A kamienai, iSskiriama virusiné RNR, o , jeigu tai yra B
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kamienai, i$skiriama mRNR. Virusiné RNR (- RNR) ekstrahuojama i$
i&gryninty viriony ir tiriama formaldehido agarozés geliuose standartiniu
metodu. cDNR sintezuojama naudojant arba universalig pradmeny
sistema, skirta gripo viruso A kamieny virusinei RNR, arba naudojant
atsitiktinius pradmenis, skirtus gripo viruso B kamieny mRNR. Plius-
standartingé komplimentari DNR (cDNR) sintezuojama panaudojant
universaly oligonukleotidy pradmenj (5' -AGCAAAAGCAGG-3' (SEQ ID
No. 1), kuris yra homologi$kas A ir B gripo virusy visy hemagliutinino RNR
segmentams (Davis ir kt. " Bakterinio klono, turin€io gripo viruso WSN
kamieno (HON1) hemagliutinino gena, konstravimas ir apibldinimas ",
gene, 10: 205-218 (1980). Sukuriami pradmenys, kurie yra homologiski
gripo viruso hemagliutinino geno 5' ir 3 galy konservatyviesiems
rajonams. Tiek 5', tiek 3 galo pradmenys turi galuose vietas restrikcijos
fermentams, kuriy néra hemagliutinino gene.

Atitinkami gripo viruso A arba B pradmenys yra sumaiSomi su gripo
viruso cDNR ir, naudojant standartinj PCR blda, atliekama hemagliutinino
geno segmenty amplifikacija. Reakcijos metu gauti dvisiles DNR
segmentai turi subrendus] hemagliutining koduojanCias sekas.
Polimerazés grandininé reakcija (PCR) yra naudojama viso HA geno
amplifikacijai. Po to genas klonuojamas panaudojant tinkamg bakterijg -
8eimininkg tokj, kaip E. coli. 5 galai sekvenuojami tam, kad bdty
identifikuotas HA geny signalinis peptidas. Tada vél panaudojamas PCR
bldas tam, kad bity amplifikuoti HA genai, bet jau be signalinio peptido.
Gautas produktas subklonuojamas plazmidiniame pernes$imo vektoriuje,
kuris turi AcNPV polihedrino promotoriy. Tuomet pernesimo vektoriai turi
tokias 5' - >2' sekas: A. ‘californica NPV bakuloviruso polihedrino
promotorius, ATG transliacijos startinis kodonas, 61K bakuloviruso
signalinis peptidas, sekos, koduojantios subrendusj hemagliutining,
natdralus herﬁagliutinino transliacijos terminacijos kodonas, polihedrino
RNR poliadenilinimo signalas ir apréminanti bakuloviruso DNR.

I8skirta chimeriné pernesanti plazmidiné DNR, turinti klonuotg
hemagliutinino gena, sumaiSoma su AcNPV laukinio tipo DNR,
iSsodinama precipituojant su kalciu ir transfekuojama | S. frugiperda
lasteles. Rekombinantiniai bakulovirusai atrenkami, remiantis poveikio
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zony morfologijos skirtumais, ir toliau yra atrenkami naudojant papildomg
selekcijg.  Klonuoti rekombinantiniai  virusai  patikrinami, kaip jie
ekspresuoja hemagliutining, ~atrenkamas vienintelis bakuloviruso
ekspresijos vektorius, kuris panaudojamas Pagrindinio Viruso Banko
sukdrimui.

Gripo viruso A kamienai :

Gripo viruso A kamieny HA genai klonuojami panaudojant iSskirtus
virusinés RNR preparatus. Virusiné RNR ektrahuojama paemus 100-200
mikrolitry idvalyty gripo A viriony, turindiy 1,000-2,000 hemagliutinacijos
vienety (HAU). Vienas HAU - tai viruso kiekis, kuris agliutinuos 50%
raudonujy kraujo kineliy, vertinant standartiniu agliutinacijos metodu
(Rosen, 1969). Virionai paveikiami proteinaze K, kuri suskaido baltyms,
tuomet virusiné RNR yra ekstrahuojama fenolu/chloroformu lygiomis
dalimis ir nusodinama etanoliu panaudojant tRNR neseja. Virusineé RNR
resuspenduojama buferyje ir paveikiama DNR-aze, neturinéia RNR-azeés,
tam, kad bity paSalinta bet kokia DNR priemai$a, po to ekstrakcija ir
precipitacija yra pakartojamos. Virusine RNR (VRNR) tiriama formaldehido
agarozés geliuose pagal metoda, apradyta Maniatis ir kt. Molekulinis
Klonavimas: Laboratorinis vadovas. P. 86-96 ir 366-367 (Cold Spring
Harbor lab., Cold Spring, N.Y. 1982).

Gripo viruso B kamienai :

Gripo virusy B kamieny HA genai klonuojami panaudojant visumineg
(totaling) mesendzering-RNR (MRNR), isskirtg i§ lasteliy, uzkrésty gripo
viruso B kamienu. Visuminé RNR ektrahuojama i§ infekuoty lasteliu.
Uzaugintos lastelés lizuojamos panaudojant guanidium tiocianatg ir
visuminé RNR yra idvaloma, panaudojant, pavyzdziui, RNR Ektrahavimo
Rinkinj, pagaminta Pharmacia Biotech inc. (Piscataway, NJ). Totaliné
mRNR igskiriama i§ lastelinés RNR panaudojant Oligo-(dt)-celiuliozes
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pluoto kolonéles, panaudojant, pavyzdziui, mRNR ISskyrimo Rinkinj,
pagamintg Pharmacia Biotech Inc.

Rekombinantinio hemagliutinino ekspresija ir brendimas vabzdziu
lastelese
. Rekombinantinio hemagliutinino antigenai ekpresuojami dideliais
‘Kiekiais S. frugiperda |astelése,  infekuotose AcNPV-hemagliutinino
vektoriais. Pirminis geno produktas yra nesubrendes pilno ilgio
hemagliutininas (rHAQ) ir jis i$ lastelés néra sekretuojamas, o lieka
susijunges su infekuotos lastelés periferinémis membranomis. Sis
rekombinantinis HAO yra 68,000 molekulinés masés baltymas, kurj
glikozilina prie N-galo prisijunge manozés tipo glikanai, besiskiriantys nuo
glikany, produkuojamy virusiniy baltymy ekspresijos zinduoliy ar
pauksdiy lastelése metu. [Jrodyta, kad rHAO sudaro posttransliacinius
trimerus, kurie kaupiasi citoplazminése membranose.

HAO ir kitu baltymu ekspresijos vektoriai

HAO labiau tinka vakcinai, kadangi jis yra Zymiai stabilesnis,
palyginus su HA1/HA2 kompleksu, ir jo sankloda nepakinta valant ar
saugojant. Stabilumo privalumai ypac isry$kéja dirbant su B kamienais, jy
titrai yra penkis kartus didesni palyginus su komerciniais atenuotais B
kamienais.

Kaip apradyta Zemiau pateiktuose pavyzdZiuose, kuomet HA genai
buvo klonuoti pMGS12 per restrikcijos saitus, HA subrendgs signalinis
peptidas buvo pa$alintas ir pakeistas bakuloviruso chitinazes signaliniu
peptidu, nurodomu kaip 61 kD signalinis peptidas. Kadangi HA genas yfa
sujungtas su chitinazés signaliniu peptidu per skaidymo vieta, tai,
priklausomai nuo pasirinkto r_estrikcijos saito, tarp subrendusio HAO
baltymo ir 61 kD signalinio péptido yra trys - penkios aminordgstys. Su
gripo viruso A kamienais Siuo poZidriu néra problemuy, tatiau B kamieny
HAO, ekspresuotas su papildomomis aminortigstimis, klostosi ne taip kaip
jprasta.

Sugalvoti du bidai &iai problemai iSspresti. Pirmas bldas -
panaudoti naujg vektoriy, pMGS3, kuris nekoduoja 61 kD signalinio
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peptido. HAO su savo jprastu signaliniu peptidu yra klonuojamas
vektoriuje ir ekspresuojamas. SDS-PAGE analizé rodo, kad B kamieny
HAO, ekspresuotas Siame vektoriuje, pasizymi geresniu glikozilinimu ir
brendimu negu tuomet, kai yra ekspresuotas pMGS12. HAO susiklosto
taip gerai, kad gali bati kiekybiSkai konvertuotas j HA1/HA2. Tadiau, deja,
kaip parodeé tyrimai Western blotingo bddu, baltymo iSeiga néra didelé.
Antras bldas - padidinti iSeigg panaudojant 61 kD signalinj peptidg
pMGS12 nukreipiant ekspresija, tuo atveju, kai HAO genas jterptas
nepanaudojant restrikcijos fermenty. Naujas vektorius, turintis 61 kD
signalinj peptidg ir HAO genag, bet neturintis seky, koduojanciy
jsiterpiancias aminortgstis, yra nurodomas kaip pMGS27.

PMGS27 gali blti panaudotas bet kokio geno klonavimui ir
ekspresijai bakuloviruso ekspresijos sistemoje. Genas - taikinys, vietoje
to, kad blty klonuotas vektoriuje, panaudojant restrikcijg ir ligavimg, yra
klonuojamas | vektoriy anylingo bidu. Reikalingi reagentai gaunami is
Clontech panaudojant jy PCR-sglygotg Klonavimo Sistemg. pMGS27
konstruojamas tokiu bldu, kad jis galéty bdti linearizuotas chitinazés
signalinj peptidg koduojancio rajono gale. Prie linijinés pMGS27 fago T4
DNR pridejus dATP ir veikiant polimeraze, gaunamos dvi ilgos vienasitilés
uodegélés .

Genas - taikinys amplifikuojamas panaudojant polimerazés
grandinine reakcijg (PGR) arba atvirkstinés transkriptazés-PGR (RT-PGR),
naudojant porg oligonukleotidy, tinkamy sukdrimui vienasidliy uodegeliy,
kurios yra komplementarios uodegéléms paveiktos pMGS27, kuri buvo
gauta PGR fragmentg veikiant T4 DNr.polimeraze ir dTTP. Paprastu
anylingu galima sujungti dvi molekules | Ziedine plazmide, kuri galés
transformuoti Iastele Seimininke. Be to, kad Sis bldas yra greitesnis ir
paprastesnis negu tradicinis restrikcijos-ligavimo metodas, naudojamas
klonuojant HA geng pMGS12, §i pMGS27 pasizymi tokiu svarbiu
privalumu, kad ji neduoda papildomy aminorigséiy, koduojamy
restrikcijos saity, sukurty tarp chitinazés signalinio peptido ir subrendusio
HA baltymo. Sios papildomos aminorligstys Kkartais sukelia sunkumu,
kuomet signaliné peptidazé negali skaidyti signalinio peptido arba Kai
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baltymas susiklosto neteisingai, kaip tal atsitinka, pavyzdziui, kamieno B
HA atveju.

Rekombinantinio HA iSskyrimas

Pragjus keletai dieny po uzkrétimo, rHAO galima selektyviai
ekstrahuoti & AcNPV-hemagliutininu infekuoty Igsteliy periferiniy
membrany, panaudojant nedenatdruojantj nejonin detergentg ar kitus
biidus, kurie naudojami rekombinantiniy baltymy iSskyrimui i$ vabzdziy
lasteliy, jskaitant tame tarpe ir gelio chromatografijg bei jungimag prie
antikGnu. Detergente tirpale esantj rHAO galima toliau iSskirti DEAE jony
kaitos bddu ir panaudojant lesiy lektinoafining chromatografija, arba kitus
ekvivalentinius Zinomus metodus.

Variante, kuriam skiriama pirmenybé, rHAO iSskiriamas naudojant
biada, kuris yra $velnesnis ir leidZia gauti didesnj gripo viruso B kamieny
rHAO kiekj. Darbo eiga atrodo sekandiai:

HAO baltymas, sudarantis vabzdZziy lasteliy membrany integraling
dalj, i$skiriamas i§ tirpiy baltymy, periferinés membranos baltymy,
daugumos DNR ir RNR , gauto ekstrahavus lgsteles santykinai
klampiame $arminiame tirpale, kurio pH yra tarp 9.5 ir 10.5. Klampumas
didinamas pridedant sacharozés iki 250 mM koncentracijos. Pridedama
disulfidines jungtis redukuojanéio agento, pavyzdziui, B-merkaptoetanolio,
tokia koncentracija, kuri padéty iSvengti disulfidiniy jungCiy tarp baltymy,
esandiy miSinyje, susidarymo. Lastelé suspenduojamos ekstrakcijos
buferyje, homogenizuojamos ir po to centrifiguojamos. Nuosedos
plaunamos homogenizuojant maZos joninés jégos buferyje, kuriame
pridéta disulfidus redukuojancio agento sarminiame pH (laidumas maZiau
negu 1 mS, pH 10.5) ir po to nuosédos centrifiguojamos. HAO
ekstrahuojamas i§ nuosédy buferyje, kuriame yra nuo 0.3 iki 1.5 %
detérgento tokio, kaip Tritonas, dezagreguojancio agento tokiame kiekyje,
kuris neleidzia susidaryti kompleksams dél jy elektriny kriviy sgveikos,
tokio kaip nuo 0.3 iki 1.0 M betaino ar paurino, 6arminiame pH (geriausiai
9.5). HAO i$ supernatanto iSskiriamas anijony kaitos chromatografijos
bldu, po to panaudojant katijony kaitos chromatografija. HAO kraunamas
j anijonu kaitos kolonélg, pavyzdziui, DEAE ar Q-sefarozé® (agarozes




16 LT 4461 B

rutuliuky kolonélé suketvirtinémis amino grupemis), tame patiame
buferyje, kuris naudotas ekstrahavimui, taciau atskiestame maziausiai 1:2
papildomu buferiu, ekvilibruojant kolonéle buferiu, kuriame yra apie 1/10
dalj detegento ir disulfidus-redukuojancio agento. Po to HAQ eliucjamas
mazinant pH iki 8.5. Eliuotas HAO kraunamas Y katijony kaitos kolonele
tame paciame buferyje. Kontaminantai pasalinami eliuojant mazinant pH
iki mazdaug 7.4, po to, padidinus druskos koncentracijg iki 0.15 M NaCl,
eliuojamas HAQ.

Sis i§skyrimo bldas, kuriam skiriama pirmenybe, apraSomaa toliau
smulkiai:

Membrany frakcijos, savo sudétyje turinc¢ios rekombinantinj
HA, i8skyrimas. Lastelés, ekspresuojancios rekombinantinj HA, (6,2 g
lasteliy i§ 0,34 L kultdros) suspenduojamos iki 100 mg/mL koncentracijos
ledo vonioje at$aldytametirpale, kuriame yra100 mM natrio pirofosfato,
100 mM natrio chlorido, 250 mM sacharozés, 0.1% B-merkaptoetanolio,
pH 10,5. Lastelés suardomos panaudojant panaudojant Polytron®
homogenizatoriy (Brinkman Instruments Inc., Westbury, NY), 4 ciklai po 2
min. Homogenizaciné terpé yra Sarminio pH, kadangi siekiama padidinti
pasaliniy baltymy tirpumg ir membrany preparaty grynuma.
Homogenatas centrifiguojamas 30 min. 9,200 g.  Supernatantas
padalinamas ir ir nuosédos surenkamos. Po to membraniné frakcija
plaunama mazos joninés jégos tirpalu. Nuosédos resuspenducjamos iki
pradinio tdrio ledo vonioje atSaldytame tirpale, kurio sudétyje yra 0.1% f-
merkaptoetanolio, pH 10.5, ir homogenizuojamos panaudojant Polytron®
"homogenizatoriy , 4 ciklai po 2 min. Homogenatas centrifiguojamas 30
min, 9,200 g. Supernatantas paSalinamas ir nuosedos surenkamos.
Plaunant maZos joninés jégos tirpalu, pasalinami papildomi .periferiniy
membrany baltymai. Membrany frakcijos paruodimas suteikia galimybe
gauti didesnj rekombinantinio HA kiekj bei paSalinti nukleino ragstis.

Rekombinantinio HA ekstrahavimas. Po to rekombinantinis HA
selektyviai ekstrahuojamas i§ membraniniy nuosédy naudojant salygas,
kuriose  nedenatlruojamas  antigenas. Membraninés  nuosedos
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homogenizuojamos 41 mL ledo vonioje atSaldyto tirpalo, kurio sudétyje
yra 10 mM etanolamino pH 9.5, 1% Tritono N101, 0.1% §-
- merkaptoetanolio, 25 mM NaCl, 400 mM betaino, homogenizuojama 4
ciklais po 2 min. Po inkubuojama 40 min 23°, misinys centrifiguojamas
30 min. 9,200 g. Supernatantas su rekombinantiniu HA filtruojamas ir
atskiedZiamas per puse tuo paciu buferiu.

Baltymai tiriami SDS poliakrilamido gelio elektroforezes bldu.
Bandiniai, pridéjus 2% natrio dodecilsulfato (SDS) ir 5% B-
merkaptoetanolio, kaitinami verdanio vandens vonioje 10 min, po to
atlieckama elektroforezé 11% poliakrilamido gelyje, kurio sudétyje yra
0.1% SDS, po to dazoma Coomassie méliu.

Chromatografinis  iSskyrimas. Rekombinantinio  HA
chromatografinis i$skyrimas buvo supaprastintas ir apsieita be brangios
afininés chromatografijos, naudojancios LeSinio Lektino Sefarozg,
pakeidiant jg dviZzingsniu chromatografinio iSskyrmo procesu, leidzianciu
gauti labai iSgryninta rekombinantinj HA antigena, kuris yra
nedenatdruotas ir tinkamas kaip komponentas gripo viruso vakcinai,
skirtai Zmonéms. Naudojamos Pharmacia Q-Sepharose ® Fast Flow ir
CM-Sepharose Fast Flow® chromatografijos gelio matricos.

Anijony-kaitos  chromatografija. = Visos  chromatografijos
atliekamos kambario temperatlroje. Rekombinantinio HA ekstraktas,
gautas kaip nurodyta auk$ciau, 1 mL tU‘ryje pakraunamas | kKolonele su
Pharmacia Q-Sepharose Fast Flow® (5 mL C10/C10 Pharmacia
kolonélé), islyginama su 10 mM etanolaminu ph 9.5, 0.1% Tritonu® N101,
0.01% B-merkaptoetanoliu, 25 mM NaCl, 400 mM betainu. Po to kolonele
plaunama ekvilibravimo buferiu tol, kol efluento UV absorbcija grjzta prie
pagrindinés linijos. Siomis salygomis rekombinantinis HA prisiriSa prie
kolonélés, kai tuo tarpu pasalinés medziagos iSplaunamos. Po to dalinai
idvalytas rekombinantinis HA eliuojamas 30 mM dietanolaminu pH 8.5,
0.1% Tritonu N101®, 0.01% B-merkaptoetanoliu, 25 mM NaCl, 400 mM
betainu.
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Katijony-kaitos chromatografija. Q-Sefarozes eliuatas (23 mL)
skiedziamas du kartus 30 mM dietanolaminu pH 8.5, 0.1% Tritonu N101®,
0.01% B-merkaptoetanoliu, 25 mM NaCl, 400 mM betainu. Kolonélé po to
praplaunama 35 mL 10 mM natrio fosfato pH 7.4, 0.1% Tritonu N101®,
0.01% P-merkaptoetanoliu, 25 mM NaCl, 400 mM betainu. Plovimas
pasalina pa3alines medziagas i$ kolonelés, kai tuo tarpu rekombinantinis
HA lieka prisijunges prie CM Sefarozés. Po to detergentas pasalinamas
praplaunant  kolonélg 10 mM natrio fosfatu pH 7.4, 10 mM NaCl, kol
efluento UV absorbcija grizta prie pagrindinés linijos. |Svalytas
rekombinantinis HA eliuojamas fosfatiniu buferiniu druskos tirpalu, pH 7.5
(PBS).

|$valytas rHAO resuspenduojamas izotoniniame buferiniame tirpale.
Nuo detergento idvalytas rHAO efektyviai agliutinuoja eritrocitus.

Rekombinantinio HAQ struktdriniai ir biologiniai ypatumai

rHAO iSvalomas iki maziausiai 95% grynumo, o geriausiai iki 99%
grynumo. SDS-poliakrilamido gelyje jis keliauja kaip vienas pagrindinis
68,000 molekulinés masés polipeptidas. |Sskirto rekombinantinio HAO
ketvirtiné  struktlra iStita elektroniniu  mikroskopu, nustatytas
‘rezistentiSkumas tripsinui, atlikta sedimentacijos gradiente analize,
nustatytas sugebéjimas agliutinuoti eritrocitus. Tyrimy duomenys rodo,
kad rekombinantinis HAU sudaro trimerus, kurie susirenka j rozetes.

ISskirtas rHAO neagliutinuoja lIasteliy tol, kol nepasalinamas
detergentas, todél spéjama, kad tam, kad jis galéty suklijuoti visCiuko
eritrocitus, antigenas turi sudaryti kompleksus (rozetes). ISskirto rHAO
kiekybinis sugebejimas agliutinuoti Iasteles naudojamas antigeno buvimo
jvertinimui. Vienas hemagliutinino vienetas apibréZiamas kaip antigeno
kiekis, reikalingas 50% . égliutinacijai pasiekti  standartiniame
hemagliutinacijos teste su viSCiuky eritrocitais. Palyginamieji duomenys
rodo, kad i3skirti rHAO antigenai agliutinuoja eritrocitus panadiu
efektyvumu kaip ir gripo virionai.

Rekombinantinis HAO gali bdti suskaidytas ties disulfidine jungtimi,
tai sukelia konformacinius pokycius, pasireiskiancius dviejy grandiniy HA1
ir HA2 atsiradimu, kuris buvo aprasytas Carr C.M. ir Kim P.S. “Gripo
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viruso hemagliutinino konformacinio poky¢io mechanizmas”, Cell , 73:
823-832 (1993) (nuoroda jtraukta). Rekombinantinio HAO skaidymas
apradytas detaliau Zemiau pateikiamame 6 pavyzdyje. Tikimasi, kad
suskaidzius natdraly HAO | HA1 ir HA2, grandines tampa infekcinémis,
jgyja sugebéjima jsilieti j lastelg, tuo bldu sukeldamos geresnj imuninj
atsaka. Toky antigeny, kaip gripo viruso hemagliutininas, paruodimas
(procesingas) vyksta prisijungiant antigeniniams peptidams  prie
pagrindinio audiniy suderinamumo komplekso (MHC) molekuliy.
Antigeno/MHC kompleksg atpazjsta T lgsteles ir inicijuojamas imuninis
atsakas taip, kaip tai aprasyta Harding ir Heuze apzvalgose, Current
Opinion in Cell Biology 5: 596-605  (1993), kurios taip pat jjungtos |
literatlros sarada. rHAO, produkuojamas bakuloviruse, tadiau yra labai
stabilus ir imunogeniskas kaip intaktiné molekule. Palyginus ekspresuoto
vabzdziy lastelése HAO angliavandeniy molekules, rasta, kad glikanai
skiriasi nuo tu, kurie yra pas HAO, kuriuos ekspresuoja Zinduoliy ar
pauksciy lastelés.

Sulietu baltymy gamyba

Sulieti baltymai, susidedantys i HAO, sulieto su antru antigeniniu
baltymu, gali bati ruoSiami tais atvejais, kuomet antrojo baltymo
antigeniskumas yra mazas arba yra privalumai sukeliant imuninj atsaka |
daugelj antigenu. Antrojo antigeno, kuriam teikiama pirmenybé, pavyzdZiu
yra gripo viruso produkuojama neuraminidazé. Antigeng gali sudaryti
lastelinis, virusinis ar bakterinis baltymas arba antigeno dalis, turinti nors
nuo penkiy iki -adtuoniy aminordgdciy. Kiti antigenai gali bdti sudaryti iS
hepatito B viruso, ZIV antigeny ar karcinoembrioninio antigeno.. Siuo
atveju kaip “imuninis atsakas” bus vertinamas arba humoralinis atsakas
pagal antikiny antigenui produkcija, arba lastelinis atsakas pagal T
lasteliy salygota atsakg | antigeng. Kai kuriais atvejais neantigeniniy
aminorig3diy “sasaja” gali blti jterpta tarp HA ir antigeno tam, kad blty
padidintas antigeno antigenikumas palyginus pastaraj su HA. Darbo
eiga susideda i8 DNR plazmidés, reikalingos norimy taikininiu antigeny
geny suliejimui su visu gripo viruso HA genu ar jo fragmentais, sukdrimo
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tam tikslui panaudojant oligonukleotidus ir polimerazés grandinines
reakcijos (PGR) metodologija.

HA taikininiai antigeny suliejmo genai modifikuojami tokiu bddu,
kad ju ekspresija vabzdZiy lgstelese bty geresne, tuo tikslu pasalinant
gamtinio hidrofobinio signalinio peptido sekas ir pakei¢iant jas nauju
bakuloviruso  signaliniu  peptidu. ‘Suliejamas genas  jterpiamas
bakuloviruso ekspresijos vektoriy tai'p. kad bakuloviruso polihedrono
promotorius reguliuoty suliety baltymy transkripcijg infekuotose vabzdziy
lastelése. 18 aminortigsciy bakuloviruso signalinis peptidas nukreipia HA
taikininio antigeno sulieto polipeptido transliacijg vabzdziy lgstelese
glikozilinimo keliu ir jo jau nebebiina subrendusiame sulietame baltyme.

Pavyzdziui, plazmidé pA9440, turinti gripo viruso kamieno
A/Bejing/32/92 HA geng pMGS12 bakuloviruso nesancioje plazmidéje,
apraSytoje Zemiau, buvo panaudota kaip matrica HA geno amplifikacijai
polimerazés grandininés reakcijos (PGR) bddu darbe prisilaikant
protokolo, kurj pasitilé tiekéjas ( Gene Amp PCR cloning Kit, Perkin Elmer
Cetus). PGR reakcijos midinyje (100 wl), buvo 20 pmol HA genui tinkamy
pradmeny. 5' ir 3 pradmenys buvo sukurti taip, kad galuose bty
restrikcinés endonukleazés saitai, kokiy paprastai néra HA gene. HAO ir
HA1 fragmenty 5 pradmuo (0-567) prasideda gamtinio HA geno
koduojandiy seky 5' galo 52 baziy pora, pasalinus gamtinio signalinio
peptido seka ir prijungus Smal saitq 5' gale tuoj po HA koduojanciy seku.
HA2 fragmento 5 PGR pradmuo (0-651) prasideda gamtinio HA geno
1108 nukleotidu tuojau pat po kodono, koduojanéic arginino liekana,
pa3alinama skaidant HAO | HA1 ir HA2. HAQ ir HA2 fragmenty 3 PGR
pradmuo (0-680) sukurtas taip, kad pasibaigus HA koduojanéioms
sekoms bty prijungtas Kpni saitas pa3alinant gamtinj stop kodona. HA1
3" PGR pradmuo (0-679) sutrumplna geng prie§ pat arginino Ilekana
pasalinamg HAQO skaidymo metu. HA geno fragmento ampllflkacua
atliekama 30 cikly , kuriy kiekvieng sudaro 1 min. 94° C denatdracijai, 2
min. 55° C pradmeny sujungimui ir 2 min. 72° C ekstencijal. Gauti
amplifikuoti HA fragmentai elektroforezuojami agarozes geliuose ir
isskiriami i gelio panaudojant GeneClean rinkinj (Bio 101, Inc),
prijungiami prie plazmidés, sukurtos priimti PGR-generuotus fragmentus
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(pCRIl, Invitrogen). Taip gaunamos plazmidés pB142, pB144 ir pB330, |
kuriy sudétj jeina atitinkamai HAQ, HA1 ar HA2 geno fragmentai.

HA geno fragmentai, panaudojus Smal ir Kpnl restrikcijos
fermentus, iSskiriami i plazmidziy pB142, pB144 ir pB330 ir
subklonuojami naudojant standartinius DNR metodus (Sambrook ir kt.,
1989) AcNPV nesancioje plazmideje pMGS12. PMGS12 plazmidé turi,
pradedant 5' ir einant link 3’ galo, AcNPV polhedrono promotoriy, ATG
inicijuojantj kodong, 61000 molekulinés masés bakuloviruso glikoproteino
(61K) atskeliamo signalinio peptidd seka, Smal ir Kpnl restrikcijos
fermenty klonavimo saitus ir TAA universalaus stop kodono seka. Siuos
reguliuojandius rajonus riboja ACNPV genomo EcoRl | fragmento DNR
(Summers ir Smith, “ Bakuloviruso vektoriy ir vabzdziy Igsteliy kultary
metody vadovas". Tekxas Agricultural Experimental station Bulletin No.
1555  (1987). Klonuoti HA PGR fragmentai iSskiriami i pCRll
klonuojanéio vektoriaus, panaudojant Smal ir Kpnl ir elektroforeze
agarozés gelyje, ir naudojant GeneClean rinkinj, jjungiami | pMGS12, kuri
taip pat buvo skaidyta Smal ir Kpnl. Gautos ACNPV nesancios plazmides,
pB879, pB1201 ir pB1205, turinCios atitinkamus HAO, HA1 ar HAZ2
koduojandius rajonus, jungiamos rémelyje su atskeliamu 61K geno
bakuloviruso signaliniu peptidu ir polihedrono promotoriumi. AcNPV
nesandios plazmidés, pB879, pB1201 ir pB1205 gali blti naudojamos
sulieti HAO, HA1 ar HA2 su bet kuriuo norimu genu.

Sekantis Zingsnis konstruojant HA-CEA sulietg geng neSancias
plazmides buvo susijgs su CEA koduojandiy seky jterpimu | HA-
koduojandias konstrukcijas. Panaudojus PGR amplifikacija, plazmides
pA9080 abiejuose CEA geno galuose [taisyti restrikciniy endonukleziy
Smal ir Kpnl atpaZinimo/skaidymo saitai. 5 PGR pradmuo, 0-649,
prasideda geno, neturinéio gamtinio CEA signalinio peptido sekos,-5" galo
82 baziy pora. 3' PGR pradmuo 0-650, sukurtas iSmesti geno 3’ galo,
paskutinigsias 72 baziy pory, koduojanéias hidrofobinio C-terminalinio
rajono seka. CEA geno framento amplifikacija atlikta 30 cikiy, kuriy
kiekviena sudaré 1 min. 94° C denatdracijai, 2 min. 55° C atjungimui ir 2
min. 72° C ekstencijai. Gauti amplifikuoti CEA geno fragmentai
elektroforezuojami agarozés geliuose ir iSskiriami i§ gelio panaudojant
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GeneClean rinkinj, prijungiami prie plazmidés pCRIl (Invitrogen) pagal
gamintojo instrukcija. Gaunama plazmids pB&os, turinti CEA geng be jo
gamtinio signalinio peptido, C-terminalinio hidrofobinio domeno, ar stop
kodono, bet su abiem Smal ir Kpnl saitais abiejuose geno galuose.

" Naudojant pB806 plazmide, atliktas plaCios apimties darbas, DNR
suskaidyta naudojant arba Smal, arba  Kpnl. CEA-koduojantys
fragmentais i$skirti naudojant agarozés gelio elektroforeze ir GeneClean
rinkinj, iSskirti fragmentai jjungiami j kiekvieng i$ trijy HA-koduojanciy
konstrukty (pB879, pB1201 ar pB1205), suskaidyty tuo paciu restrikcijos
fermentu. Pavyzdziui, CEA-koduojantys fragmentai su Smal-nuskeltais
galais buvo sujungti su HAO-HA1- ir HA2-koduojanciais konstruktais
(atitinkamai pB879, pB1201 ir pB1205) ir suskaidyti Smal, gaunant
atitinkamai plazmides pB1250, pB1555 ir pB1584. CEA-koduojantys
fragmentai su Kpnl atskeltais galais sujungti su HAO-HA1- ir HA2-
koduojandiais konstruktais, suskaidoma Kpnl ir gaunamos plazmides
pB1264, pB1564 ir pB1593. Jterpiant geng CEA Smal saite , pasiekiama,
kad CEA geng koduojancios sekos atsiduria uz HA koduojanciy seky.
PGR pradmenys visiems konstruktams sukurti tokie, kad EA genas bty
jterpiamas rémelyje su HA ir sulieto geno transliacija blty terminuota
universaliu transliacijos terminacijos signalu (TAATTAATTAA) (Seka ID No.
4) pMGS12 vektoriaus sekose toliau nuo Kpnl saito.

Sis konstruktas gali bdti pagerintas iSmetant jsiterpiancias
aminorlgstis, esandias arba tarp signalinio peptido ir HAO, kaip tai
apraSyta Zemiaus, arpa esancias tarp HAO ir suliejamo geno, tam, kad
_pageréty baltymo sankloda ir imunogeniskumas.

Vakcinu vaisto forma ir pakuote

rHA gali biti paruostas pakuotéje vienas arba derinyje  su kitais
gripo viruso antigenais, panaudojant metodus ir meéiiagas. Zinomas
gripo vakciny gamyboje. Variante, kuriam teikiama pirmenybe,
multivalentinés vakcinos gamybai naudojamas dvieju A kamieny ir vieno B
kamieno HA baltymy derinys.

Ypatingu privalumu pasizymi tas variantas, kuomet HAi yra
derinami su adjuvantu, pridedamu tokiu kiekiu, kuris uZztikrina
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imunogeninio atsako pried HA baltymus padidejima. Siuo metu vienintelis
adjuvantas, platiai naudojamas Zmonems yra altinas (aliuminio fosfatas ar
aliuminio hidroksidas). Saponinas ir jo igrynintas komponentas Quil A,
Freund'o pilnas adjuvantas bei kiti adjuvantai, naudojami eksperimente ir
veterinarijoje, pasizymi toksiskumu, maZinanciu potencialig galimybe juos
panaudoti  vakciny  Zmonéms gamyboje. Taciau nauji cheminiai
preparatai tokié, kaip muramilo dipeptidas, monofosforilo lipidas A,
fosfolipido konjugatai tokie, kaip Goodman-Snitkoff ir kt. apraSytieji J.
Immunol. 147. 410-415 (1991) (yra literatros sgrade), baltymo
inkapsuliacija proteoliposomoje , aprasyta Miller ir kt., J. EXp. Med. 176:
1739-1744 (1992) (yra literatlros sarade), baltymo inkapsuliiacija lipidinese
plslelése tokiose kaip Novasome ™ lipidy paslelés (Micro Vescular
Systems, Inc., Nashua, NH) taip pat galéty biti naudingi.

Variante, kuriam teikiama pirmenybé, paruosta vakcina pateikiama
vienkartinés dozés pavidalu, kuri gali bdti panaudota parenteraliai
imunizacijai (j raumenis, | oda ar j paodg) ar nosiaryklinei imunizacijai (
pvz. | nosj). Efektyvi dozé nustatoma bldu, kuris pateikiamas zemiau
apraSomuose pavyzdziuose. Nedéju paprastai bina vanduo ar
uzbuferintas druskos tirpalas su ar be konservanto. Antigenas gali buti
liofilizuotas ir prie$ panaudojima resuspenduotas arba gali bati istirpintas.

Nedéjas taip pat gali bti ir polimeriné uZdelsto skleidimo sistema.
Gaminant kontroliucjama antigeny skleidimo vakcing ypac naudingi yra
sintetiniai polimerai . Tarp pirmyjy tokio tipo pavyzdziy buvo metilo
metakrilato rutuliuky, kuriy diametras maziau uz vieng mikrong, taip
vadinamy nano daleliy, polimerizacija, apradyta Kreuter J., Mikrokapsules
ir_nano_dalelés medicinoje ir_farmakologijoje. M. Donbrow (red) CRC
Press, p. 125-148. Tokiu atveju antikiiny atsakas ir apsauga prieS gripo
virusa bina Zymiai geresné negu naudojant derinj su aliuminio hidroksidu.
Bandymai, atlikti naudojant kitas daleles, parodé, kad Siy polimery
adjuvantinis efektas priklauso nuo dalelés dydzio ir hidrofobiSkumo.

Mikroinkapsuliacija panaudota suleidziant mikroinkapsuliuotg
vaisto forma tam, kad pastaroji duoty kontroliuojamo skleidimo efekta,
Daugelis veiksniy salygoja mikroinkapsuliacijai tinkamo polimero
pasirinkima. Polimero sintezés reprodukcibilumas ir mikroinkapsuliacijos
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procesas, mikroinkapsuliacijos medziagy ir proceso kastai, toksikologiniai
ypatumai, variabilios skleidimo kinetikos parametrai ir polimero bei
antigeny fizikocheminis suderinamumas - tai faktoriai, | kuriuos bdtina
atsizvelgti. Naudingy polimery pavyzdziais yra polikarbonatai, poliesterai,
poliuretanai, poliortoesterai ir poliamidai, ypac¢ tie kurie, pasizymi
biodegradacinémis savybémis.

DaZniausiai nedéju farmaciniams preparatams, O neseniai ir
antigenams, pasirenkams poli (d,| — laktid - ko — glikolidas) (PLGA). Tai
biodegraduojantis poliesteras, kuris jau seniai naudojamas medicinoje
laikiniems protezams, kaip kauly plok3Stelems ir kt. gaminti, ir per tg laikg
neparodé jokio toksiSkumo. |vairGs farmaciniai preparatai, tame tarpe
peptidai ir antigenai, yra ruoSiami inkapsuliuojant | PLGA mikrokapsules.
Sukaupta daug duomeny apie PLGA panaudojimg kontroliuojamam
antigeno skleidimui, pavyzdZziui, tai pateikiama Eldrige J.H. ir kt.
apzvalgoje Siuolaikinés mikrobiologijos ir imunologijos problemos. 1989,
146: 59-66. Nustatyta, kad antigeny inkapsuliacija nuo 1 iki 10 mikrony
diametro PLGA mikrosferose salygoja didesnj adjuvantinj efektg tuo
atveju, kai preparatas naudojamas per os. PLGA mikroinkapsuliacijos
metu reikalingas vandens-aliejaus emulsijos faziy atskyrimas. Tikslinis
preparatas paruodiamas kaip vandeninis tirpalas ir PLGA istirpinamas
atitinkamuose organiniuose tirpykliuose, kaip antai metileno chloride ir
etilo acetate. Sie du nesumaiSomi tirpalai yra ko-emulsionuojami  didelio
greitio plakimo bldu. Po to pridedamas polimero ne-solventas,
sukeliama polimero precipitacija apie vandeninius la3elius ir prasideda
pirminiy mikrokapsuliy susidarymas. Mikrokapsulés surenkamos ir
stabilizuojamos vienu i§ 8iy agenty ~ polivinilo alkoholiu (PVA), Zelatina,
alginatais, polivinilpirolidonu (PVP), metilo celiulioze, tirpiklis pasalinamas
arba dziovinant vakuume arba jj ekstrahuojant.

Pateikiamas iSradimas aiSkinamas sekandiais  neribotais
pavyzdziais.
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Pavyzdys 1: Gripo virusy auginimas ir iSskyrimas

Sekantys gripo vakcinos viruso kamienai buvo gauti i5 FDA
vis&iuky kiausinio alantoitinio skyscio pavidalu:
. A/Pekinas/353/89-tipo (H3N2)
A/Pekinas/32/92-tipo (H3N2)
ATeksasas/36/91-tipo (H1N1)
B/Panama/45/90
1§ FDA gauty virusy kamienai kultivuoti infekuotose MDCK
lastelése, pridéjus TPCK-paveikto tripsino (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO) ir fetalinio verSiuky serumo tokia koncentracija, kuri yra optimali
auk$&iausiy pirmojo pasazo viruso titry gavimui. MDCK Igstelés infekuotos
gripo viruso kamienais naudojant maZiausig infekcijos dauginimosi
koncentracija, kuri buvo nustatyta standartiniu HA testu (Rosen, “ Gyviny
virusy sukelta hemagliutinacija” knygoje Virusologijos metody pagrindai,
red. K. Habel ir N.P. Salzman, p. 276-28 (Academic Press, New York
1969). Infekuotos lgstelés inkubuotos 33 ° C 48 val. ir hemagliutinacijos
aktyvumo testu terpéje jvertinta viruso produkcija. Auginimo salygos, kuriy
metu pasiektas didZiausias HA aktyvumas, naudotas ruoSiant placios
apimties gripo viruso kiekius. Lenteléje 1 pateikiamos optimaliausios gripo
viruso auginimui TPCK tripsino ir fetalinio verSiuko serumo
koncentracijos.

Lentelé 1. Optimalios TPCK tripsino’ir fetalinio versiuky
-~ serumo koncentracijos

A/Pekinas/353/8 | A/Pekinas/32/ | A/Teksasas/ | B/Panama/45/ ‘
9 92 . 36/91 90 ‘
%, - |
fetalinio 0.25% 0.25% 0.25% 50% |
serumo
TPCK-
paveikto 45 pg/mi 45 pug 45 nug 3 pg/ml
tripsino /ml /ml
kiekis
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Gripo viruso i$skyrimas: Virusai surinkti praejus 24-48 val. po
uzkrétimo nuskaidrinant (1,000 x g 10 min.) virusu uzkrésty MDCK Igsteliy
terpe, surinkta i$10 kultivavimo flakony T175. Virusas surenkamas
centrifdguojant terpe 100,000 x g 1 val. gautos virusinés nuosedos
resuspenduojamos 1 ml fosfatais uzbuferinto druskos tirpalo (PBS) pH
7.4 ir- centrifiguojamos 20 ml 20-60% (w/v) sacharozes gradiente PBS
tirpale. Gripo viruso juostelé surenkama is 40-45% sacharozes gradiento
zonos, atskiedziama PBs ir centrifiguojama 100,000 x g. [3skirto viruso
nuosédos resuspenduojamos 0.5 ml PBS ir saugomos =70 ° C.

Pavyzdys 2. Gripo viruso A/Teksasas/36/91 HA geno
klonaVImas

2 Fig. pateikiamas specialus vieno i$ gripo viruso HA geny
klonavimo etapas. 1§ CDC gauto gripo viruso kamieno A/Teksasas/36/91
virusiné RNR ekstrahuota panaudojant auk3Ciau apraSytg blda,
Universalus pradmuo, komplementarus gripo viruso 3 galo RBNR
segmentams 5' -AGCAAAAGCAGG (SEQ ID No. 1), drauge su peliy
Maloney leukemijos viruso (M-MuLV) atvirkStine transkriptaze panaudotas
gripo viruso cDNR gamybai. I$skirta virusiné RNR ar mRNR (5gg)
panaudota kaip matrica cONR gamybai drauge su M-MulV atvirkstine
transkriptaze ( cDNR pirmojo sililo sintezés rinkinys, Pharmacia Inc.)
Pradmeniu gripo viruso A kamieny virusinés RNR cDNR sintezei naudotas
sintetinis oligonukleotidinis pradmuo (5' -AGCAAAAGCAGG-3') (SEQ ID
No. 1), homologiskas visy viriono HA geno segmentams.-

HA genuy amplifikacija panaudojant cDNR atlikta pollmerazes
grandininés reakcijos (PGR) bldu standartinémis reakcijos sglygomis
(Gene Amp kits; Cetus/Perkin Eimer, Norwalk, CT). PGR reakcijos miSinys
(100 ul) susidéjo is 20 pmol pradmenu, specifiniy gripo viruso A (H3) arba
A (H1) , arba B kamieny HA geno &' ir 3' galams, nustatyty pagal
konsensusines sekas, rastas GenBank DNR duomeny bazéje (lentele 2).
Amplifikacija vykdyta 30 cikly, kiekvieng ciklg sudaré 1 min denatlracijai
94°C, 2 min 55° C sujungimui ir 3 min 72° C ekstencijai. PGR produktai tirti
0.8% agarozés geliuose atrenkant pagal dydj prie$ klonavima,.
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Lentelé 2. Pradmenys, naudoti PGR amplifikacijai

A/Pekinas/
32/93

sl
galo
genas
(SEQID
No. 27)

5' GGG GGA TCC GGT ACC AGC AAA AGC AGG GGATAATIC TAT 3
BamH1 Kpn1

5
galas be
HA
signalinio
peptido
(SEQID
No. 28)

5 GGG GGT ACC CCC GGG GAC TTT CCA GGA AAT GACAAC AG 3
Kpn1

Sman

3!
galas
(SEQID
No.29)

"3 TAATTA ATT TTT GTG GGA ACA AAG ATC CTA AGC CAT GGC CC &'

Kpn1

A/Teksasa
s/36/91

5!
galo
genas

5' GGG GGT ACC CCC GGG AGC AAA AGC AGG GGA AAA TAA AAA 3
Kpn1

Sma1

5
galas be
HA
signalinio
peptido
(SEQID
No. 4)

5' GGG GGT ACC CCC GGG GAC ACA ATATGT ATA GGC TAC CAT &

Smai

Kpn1

3
galas
(SEQID
No. 3)

3' GA AAC GTC ACG TCT TAT ACG/T TAG/T ACT CCA TGG CCC &'
Kpn1

B/Panama
[45/90

5!
galo
genas
(SEQID
No. 30)

5 GGG GAA TTC GGT ACC CCC GGG AAG GCA ATA ATT GTACTACTC
’ ‘ ATG GT 3
Smai

EcoR1 Kpn1

5
galo be
signalinio
peptido
(SEQID
No. 31)

5' GGT ACC CCC GGG GAT CGA ATC TGC ACT GGG ATAACA 3

Smai

Kpn1
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qalas ¥ 4 TG TTA CAA AGA ACA/G AGG TAG ACA GAC ACT CCA TGG CCT AGG
(SEQID | CTT AAG GGG & Kont
No. 32) BamH1 EcoR1

"HA geno 5' galo PGR pradmenys: 5' - GGG GGT ACC CCC GGG
AGC AAA AGC AGG GGA AAA TAA AAA-3' (SEQ ID No. 2) ir HA geno 3'
galo : 5 - GA AAC GTC ACG TCT TAT ACG/T TAG/T ACT CCA TGG
CCC-3' (SEQ ID No. 3) naudoti PGR viso ilgio HA geno sintezei.

Naujas 5 PGR pradmuo sukurtas geno 5-galui: &' galo minus
signaliné seka: 5' -GGG GGT ACC CCC GGG GAC ACA ATA TGT ATA
GGC TAC CAT -3' (SEQ ID No.4) ir geno 3' galo: §' -GA AAC GTC ACG
TCT TAT ACG/T TAG/T ACT CCA TGG CC- 3 (SEQ ID No.5). Jie
panaudoti PGR HA geno be signalinio peptido sekos gavimui. Po to 8is
genas jterptas | TA vektoriy suskaidytg Kpnl. 61K signalinis peptidas
bakuloviruso ekspresijai ir polihedrino promotoriui buvo jterptas | TA
vektoriy, turintj HA geng be signalinio peptido sekos. Gautas bakuloviruso
rekombinantinis vektorius turi polinedrino promotoriy, 61K bakuloviruso
signalinj peptida ir gripo viruso A/Teksasas/36/91 HA gena,

Gripo viruso B kamieny HA genai klonuoti panaudojant totaling
mesendzering RNR (MRNR), i8skirtg i8 MDCK lasteliy, uzkrésty B kamieno
gripo virusu B/Panama/45/90. Totaliné RNR i$skirta i$ infekuoty Igsteliy,
auginty T175 flakonuose. Surinktos Igstelés lizuotos pridéjus guanidiumo
tiocianato ir iSskirta totaliné RNR panaudojant blda, apradytg auksciau.
Totaline mRNR isskirta i§ lastelinés RNR panaudojant Oligo- (dT) -
celiuliozés pluosto kolonéles pagal auk$ciau apraSytg buda. ,

Gripo viruso B kamieny mRNR gavimui pradmeniu naudotas
atsitiktinis oligonukleotidinis DNR pradmuo (Pharmacia, Inc.).

Pateikiamas pavyzdys reagenty, naudoty cDNR sintezei, kuomet
gripo viruso A/Teksasas/36/91 virusiné RNR buvo panaudota kaip matrica.
cDNR segmentuy, koduojandiy gripo viruso baltymus, lokalizacija
apibldinama sekandiai. I1$skirta virusiné RNR reakcijos misinyje buvo
sujungta su  universaliu vienasidlées DNR pradmeniu 5" -
AGCAAAAGCAGG-3' (SEQ ID No. 1). Sis pradmuo komplementarus
gripo viriono 3' galo segmentui, aprasytam auksciau. Reakcijos misinyje



29

LT 4461 B

taip pat buvo pridéta ir [o-**P]dCTP tam, kad blty vizualizuoti cDNR
produktai, kurie buvo iSskirti 1.5% %arminés hidrolizés gelyje (Maniatis ir
kt., 1982) ir eksponuoti ant X-OMAT-AR filmo.

Pavyzdys 3: HAgeny klonavimas bakterinése plazmidése

Amplifikuoti PGR badu rHA genai klonuoti pUC tipo plazmidiniame
vektoriuje panaudojant TA Klonavimo Sistemg (Invitrogen, Inc.). HA geny
buvimas verifikuotas plazmidinés DNR, iSskirtos standartiniu bddu
(Maniatis ir kt., 1982), restrikcijos fermenty analize. rHA genuy §' galas
istirtas nustatant DNR sekas ir sukurti nauji pradmenys seku, koduojanciy
HA baltymy N-galo hidrofobinj signalinj peptida, pasalinimui. Specifiniai &
ir 3 galo oligonukleotidiniai pradmenys, idvardinti lenteléje 2, panaudoti
cDNR produkty amplifikacijai PGR budu ir po to Kklonuoti E. coli TA
plazmidiniame vektoriuose (invitrogen, Inc.) panaudojant standartinius
klonavimo metodus. Gauti DNR klonai turéjo sekas, koduojancias
subrendusius HA.

A/Teksasas/36/91,  A/Pekinas/353/89,  A/Pekinas/32/92 ir
B/Panama/45/90 rHA genai buvo subklonuoti standartiniu bddu (Maniatis
ir kt., 1982) bakuloviruso ekspresijos vektoriuose. HA genai pasalinti is TA
klonavimo plazmidés panaudojant atitinkamus restrikcijos fermentus ir
iSskirtas HA DNR fragmentas jterptas | bakuloviruso rekombinanting
plazmide. Gauti bakterijy klonai patikrinti pagal rezistentiSkumag
ampicilinui ir po to apdoroti restrikcijos fermentais tam, kad baty
iSlaisvintas jterptas HA genas ir patvirtintas jo buvimas. Rekombinantinés
piazmidés, turinéios HA genus, iSskirtos cezio chiorido-etidijum bromido
gradiente (Maniatis ir kt., 1982). Plazmidziy 5' galas sekvenuotas tam,
kad bdty nustatytas buvimas teisingy bakuloviruso signaly ( AcNPV
polihedrino promotorius, ATG transliacijos starto signalas ir bakuloviruso.
signalinio peptido seka) ir atitinkama HA koduojanti seka teisingame
skaitymo rémelyje. HA geny 5' galo DNR sekos ir ribojantis ACNPV
polihedrino promotorius ir bakuloviruso signalinis peptidas (pirmosios 18
aminorg3diy) parodyti SEKY LAPE.
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SEQ ID No.6 koduoja gripo viruso A/Pekinas/32/92 HA geno 5' galo
sekas (sekos 1-481). SEQ ID No. 7 yra atitinkama aminorligsciy seka
(pradzia starto kodone "ATG" [nukieotidas 21] SEQ ID No.g). 61K
signalinio peptido amino ragsciy seka yra ketvirtas rinkinys SEQ D No.7
kaip aminortigstys 1-18.

. SEQ ID No.8 koduoja gripo viruso A/Teksasas/36/91 HA geno %'
galo sekas (sekos 1-481). SEQ ID No.9 yra atitinkama aminortg3ciy seka
(pradzia starto kodone "ATG" [nukleotidas 21] SEQ ID No8). ). 61K
signalinio peptido amino rig3ciy seka yra ketvirtas rinkinys SEQ ID No.9
kaip aminortgstys 1-18

SEQ ID No.10 koduoja gripo viruso B/Panama/45/90 HA geno &'
galo sekas (sekos 1-434). SEQ ID No.11 yra atitinkama aminoriagsciy
seka (pradZia starto kodone "ATG" [nukleotidas 21] SEQ ID No10). ). 61K
signalinio peptido amino rtig¢iy seka yra ketvirtas rinkinys SEQ ID No.11
kaip aminorigstys 1-18.

SEQ ID No. 6, 8 ir 10 nukleotidai 1-20 yra polihedrino promotoriaus
3 galas, nukleotidai 21-74 koduoja 61K signalinj peptida ir gale
nukleotidai pradedant 75 koduoja HA geno 5' gala,

Pavyzdys 4: rekombinantinio HA ekspresija vabzdziy Iastelése

Chimerinés rekombinantinés plazmidés, turinfios klonuotus HA
genus, iskirtos ir 2ug sumaisyti su 1 ug AcNPV laukinio tipo DNR. DNR
kalciu koprecipituota ir standartiniu metodu transfekuota | S. frugiperda
lasteles  (Smith, Summers, Fraser, Mol. and Cell. Biol. 3: 2156-2165
(1983). Rekombinantiniai bakulovirusai identifikuoti pagal ju poveikio
zonos morfologijg ir po to idskirti atliekant pakartotinius uzkretimus ir
atrenkant poveikio zonas. I$skirti rekombinantiniai bakulovirusai istirti, ar
ekspresuoja rHA, ir tolimesniai darbo eigai atrinktas vienas bakuloviruso
ekspresijos vektorius.

S. frugiperda lastelés uzkréstos bakuloviruso vektoriumi, turinciu
gripo viruso B/Panama/45/90 HA gena. Praéjus 24, 48 ir 72 val. po
infekcijos, 1 x10° lasteliy 15 min. inkubuota su 25 Ci [**S]metionino tam,
kad pasizyméty naujai sintezuoti baltymai. Po to Igstelés surinktos ir
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i&skirti baltymai, tam tikslui panaudojant 11% poliakrilamido gelj su 0.1%
SDS. Radioaktyviai paZyméti baltymai detektuoti eksponuojant X-OMAT-
AR filme. Baltymo tyrimai pagal standartus ir mase kilodaltonais (kd)
parodé, kad 85 kd rekombinantinis HA baltymas yra vienas didZiausiy
baltymu, Kurie buvo sintezuoti Iastelese praejus 48 val. ir 72 val. po
uzkrétimo.

Pavyzdys 5: rekombinantinio HA gamyba ir iSskyrimas

Bakuloviruso ekspresijos vektorius A8611, turintis gripo viruso
A/Beijing/353/88 gena, sukurtas kaip apraSyta aukSCiau apie
A/Beijing/32/92 hemagliutining, esantj polihedrino  promotoriaus
kontrolgje, panaudotas uzkreCiant S. frugiperda lasteles. Lastelés
kultivuotos 27° C temperatdroje 1 x 10° |asteliu/ml tankiu TNMFH terpéje
(Gibco BRL, Gaithersburg, MD), | kurig pridéta 10% fetalinio versSiuko
serumo, ir uzkréstos 1 infekcijos dauginimosi intensyvumu (MOI)
panaudojant A8611 rekombinantinj bakulovirusg. Infekcijos metu gripo
viruso  A/Beijing/353/89 hemagliutininas gaminamas  bakuloviruso
polihedrino promotoriaus transkripcinéje kontroléje. Praéjus 72 val. po
infekcijos, lgstelés surenkamos centrifiguojant 15 min 3,400 x g,
plaunamos resuspenduojant beserumingje TNMFH terpéje ir po to vel
centrifiguojamos 30 min. 10,400 x g. Supernatantas paSalinamas ir ir
infekuoty lasteliy nuosédos saugomos -70° C.

Rastas budas, kurio metu rekombinantinis HA yra selektyviai
ekstrahuojamas i§ infekuoty lIgsteliy tokiomis sglygomis, kurios
nedenatlruoja antigeno. Visa ekstrékcija atliekama prie 4°~ C. Lasteles,
surinktos i$ 0.5 L kultdros (mazdaug 5 x 10° lasteliu), suardytos veikiant 2
min Polytron ™ homogenizatoriumi (Brinkmann Instryments Inc.
Westbury, NY) ledo vonioje at3aldytame 40 mL tirpale, kuriame yra 30 mM
tris-HCl, pH 8.4, 25 mM LiCl, 1% (v/v) Tween-20, 1 mg/mL leupeptino.
Gautas homogenatas centrifiguotas 30 min 8,200 x g. Supernatantas
pasalinamas ir nuosédos surenkamos. Sios darbo eigos metu pasalinami
vabzdZiy lasteliy tirpds ir periferiniy membrany baltymai ir nereikia
integraliniu membrany baltymu, kuriems priklauso rHA, ekstrakcijos.
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Tam, kad bitu ekstrahuotas rHA, nuosedos homogenizuojamos 2 min
ledo vonioje at3aldytame 40 mL tirpale, kurj sudaro 30 mM Tris, 10 mM
etanolamino, pH11, 25 mM LiCl, 2% Tween-20. Po to inkubuojama 60 min
ledo vonioje, homogenato pH keiCiamas iki 8.4 pridedant 1N HCI ir
netirpioji frakcija pa$alinama centrifiguojant 30 min 9200 x g.
Supernatantas, turintis tirpy rHA, surenkamas, patikrinamas ph ir, jeigu
reikia, keiciamas iki 8.4 kambario temperatiroje. Netirpi frakcija
resuspenduojama 40 mL vandens analizei. HA integralus membranos
baltymas soliubilizuojamas esant aukStam pH, Tween-20 detergente ir
lieka tirpus net sumazéjus pH.

Baltymai tirti SDS poliakrilamido gelio elektroforezés metodu.
Pavyzdziai suardyti verdancio vandens vonioje 2% natrio dodecilsulfato
(SDS) ir 5% beta-merkatoetanolio tirpale, po to elektroforezuoti 11%
polakrilamido gelyje, kuriame buvo 0.1% SDS, ir nudazyti Coomassie
meliu.

Rekombinantinio HA i8skyrimui panaudota chromatografija, kurios
metu gautas labai iSgrynintas rekombinantinio HA antigenas, kuris buvo
nedenatdruotas ir tiko kaip komponentas Zmogaus gripo vakcinos
gamybai. Sekantis blidas buvo panaudotas gripo viruso A/Pekinas/353/89
HA i8skyrimui i$ S. frugiperda lasteliy, uzkrésty rekombinantiniu virusu
A8611.

HA iSskyrimo i§ 0.5 L infekuotu S. frugiperda lgsteliy metu
chromatografijos gelio matricoms naudota - 30 mL Pharmacia DEAE
greitos tékmeés Sefarozé (Pharmacia C16/20 kolonéle) ir 4 mL Pharmacia
Ledinio Lektino Sefarozé 4B (Pharmacia  C10/10 kolonele). DEAE
kolonélés iSleidimas buvo sujungtas su lgsinio lektino koloneles jleidimu, ir
S/IN 2 lasteliy ekstraktas, paruodtas kaip apraSyta auksCiau, jvestas |
suporintas kolonéles tékmeés grei¢iu ImL/min. Kolon¢lés plautos-30 mM
Tris-HCI, pH 8.4, 25 mM LiCl. 0.5% Tween-20, pakol lgSinio lektino
efluento 280 nm UV absorbcija sugrizo prie pamatinés linijos. Esant Sioms
salygoms, dauguma pasaliniy baltymy jungesi prie DEAE, o
rekombinantinis HA pratekéjo pro kolonéle. Likusieji kontaminantai praejo
pro ledinio lektino kolonéle, o glikozilintas rHA prisijungé prie lgSinio
lektino afininés matricos. DEAE kolonélél buvo atjungta, o lektininio lg$io
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kolonéle praplauta kita porcija 40 mL 30 mM tris-HCI, 25 mM LiCl. 0.5
naudota Tween-20. Po to lektininé kolonélé praplauta 40 mL 30 mM Tris-
HCI, pH 8.4, 25 mM LiCl, 0.4 % (V/V) natrio dezoksicholato (DOC). Sio
plovimo metu detergentas Tween-20 pakei¢iamas kitu detergentu - DOC,
kuris gali bati paalintas nuo baltymo dializés metu. Rekombinantinis HA
eliuotas i3 lektininés kolonélés panaudojant 20 mL " i§ 40 mL 30 mM Tris-
HC!, pH 8.4, 25 mM LiCl, 0.4% (v/v) natrio dezoksicholato, turinc¢io 0.3 M a
- D -metilo manozido. Gautas baltymas istirtas PAGE badu.

Dél gripo viruso HA baltymu genetinio variabilumoauksciau
apradyta iSskyrimo eiga gali varijuoti, priklausomai nuo kiekvieno
unikalaus rekombinantinio HA baltymo. Pavyzdziui, rHA gali jungtis prie
DEAE jonu kaitos kolonélés vietoje to, kad jg pratekety. Jeigu tai atsitikty
rHA galima bdty pasalinti i DEAE kolonélés plaunant kolonelg buferiu,
turinéiu didesnes LiCl, NaCl ar kity drusku koncentracijas.

Tam, kad bdty pa3alinta DOC detergentas bei kiti buferio
komponentai. Lektininés kolonélés eliuatas, turintis iSskirtg rHA, buvo
dializuotas panaudojant fosfatais uzbuferintg druskos tirpalg, pH 7.5
(PBS). I8skirtas rekombinantinis rHA, patikrintas SDS poliakrilamido gelio
elektroforeze, pasirodé besg maziausiai 95% grynumo.

Pavyzdys 6: rHA atsparumo proteazei analizé

Subrende HA buriasi | trimeres struktdras, kurios yra atsparios
jvairiu proteaziu, jskaitant tripsina, poveikiui, kai tuo tarpu HA monomerai
yra ju degraduojami (Murphy ir Webster, 1990). Todé! atsparumas tripsino -
poveikiui gali blti panaudotas kaip funkcionalaus trimero susidarymo
jrodymas. rHA atsparumas proteazés poveikui patikrintas sekanciu budu.

I8skirto rHA (A/Pekinas/353/89) du bandiniai po 60 ug/mL buvo
inkubuoti 30 min. ledo vonioje su 30 mM Tris-HCl, pH 8.4, 150 mM NaCl,
pridéjus ar nepridéjus 50 gl/mL TPCK-paveikto tripsino. Reakcija
sustabdyta pridéjus 57.4 mM fenilo metilo sulfonilfluorido izopropanolyje
iki 1 mM galutinés koncentracijos. Kiekvieno bandinio reakcijos misinys
denatiruotas virinant 3% SDS redukcinémis salygomis, po to ftirti
elektroforezés 11.5% poliakrilamido geliuose bldu ir pernesti ant
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nitroceliuliozes filtry pagal standartinj Western blotingo metoda. HA
polipeptidai nustatyti panaudojant jlros kiaulyCiy anti-HA seruma, gautg
imunizuojant idskirtu rHA, ir oZkos antiserumg jlros kiaulytés
imunoglobulinams, konjuguotg su $armine fosfataze.

Nepaveiktas rHA keliauja kaip HA pirmtakas (HAO). Paveikus
proteaze, gaunamos dvi pagrindinés juostos, kurios keliauja kaip gripo
viruso hemagliutininas HA1 ir HA2. Gauti rezultatai parode, kad tripsinas
skaido rHA baltyma j du polipeptidus, kurie yra panasaus | HA1 ir HA2
dydzio. Tolimesné proteolize nebevyksta. Sie rezultatai rodo, kad rHA,
iSskirtas auk$éiau aprasytu bldu, yra atsparus proteazés degradacijai. Sis
ypatumas susijes su iSskirtojo rHA trimerine forma.

Pavyzdys 7: rHA imunogeniSkumo nustatymas standartiniu
peliy potencijos jvertinimo badu.

Vienas i§ antigeno imunogeniSkumo nustatymo bady yra kiekio,
reikalingo apciuopiamo antikliny atsako pelése indukcijai, nustatymas
(peliy potencijos jvertinimo bddas). Standartinis peliy potencijos
potencijos jvertinimo bldas naudojamas rHAQ vakcinos imunogeniskumo
nustatymui. 5-10 peliy grupés viena kartg imunizuojamos vakcina, turincia
jvairius i$skirto rHA atskiedimus, pvz., 0.500 ug, 0.1 ng, 0.02 pg, ir 0.004
ng. Serumai surenkami praejus 28 dienoms po imunizacijos ir naudojant
standartinj imunofermentinés analizés metoda (ELISA) 96 Sulineliy
mikroplokstelése, nustatomi antikGnai rHA antigenui. Pelé laikoma
serokonvertuota, .jeigu OD450 esant 1:100 atskiedimui yra didesnis negu
trys standartiniai nuokrypiai nuo pelés preimuninio. serumo 0OD450
vidurkio. Vakcinos efektyvi dozé, reikalinga pelés 50 % serokonversijai
(EDso), yra antigeno imunogenié‘kumo matas.

Pavyzdziui, keturios grupés po 10 peliu, yra imunizuojamos viena
karta rHAQ vakcinos arba 0.1ug, 0.02 pg, 0.004 pg, arba 0.0008 ug (5-
kartis atskiedimas). Serumai surenkami praejus 28 dienoms po
imunizacijos ir ELISA metodu jvertinama serokonversija rHAO antigenui.
Doze, reikalinga pelés 50 % serokonversijai (EDso) apskaiCiuojama Kaip
minimali EDso, Nustatyta kiekvienam rHA antigenui. -
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Preliminards duomenys rodo, kad vienkartine rHAQ 0.004 nug dozé
sukels peliy 50% serokonversija.

Pavyzdys 8: rHA panaudojimas derinyje su adjuvantu ir
palyginimas su kitomis komercinémis gripo viruso vakcinomis.

Peliu potencijos jvertinimo bldu testuotas iSskirto gripo viruso
A/Pekinas/353/89 rHA imunogeniskumas panaudojant ji drauge su allnu
arba be jo (gryna) ir palygintas su komercine gripo viruso vakcina,
FLUZONE® (Connaught Laboratories, Inc. Swiftwater, PA), turinCia gripo
virusa A/Pekinas/353/89. Naudotos Sios vakcinos dozes 0.5 pg, 0.1 pug.
0.02 png ir 0.04 ung. 28 dieng pelés buvo paskiepytos idskirto rHA
dozémis, nurodytomis auk$Ciau. 42 diena serumai surinkti ir titruoti
naudojant ELISA blidg ir nustatant IgG anti-HA antikanus.

Rezultatai pateikti Fig. 3. Imunizuojant be adjuvanto, tik 0.5 ug
doze indukavo Zymesnj antikiiny gamybos titrg (200,000). Naudojant su
adjuvantu, prireike tik tokios mazos, kaip 0.004 pug, rHA dozes, kad bty
indukuoti Zymas antiklny titrai. Gyvuliukai, imunizuoti rHA (grynu)
produkavo beveik tuos pacius anti-rHA antiklny kiekius kaip ir
imunizuotieji komercine vakcina. Allnas padidino rHA imunogeniSkuma
ir buvo indukuoti tokie anti-rHA antiklnu titrai, kurie buvo 10 karty ar
daugiau didesni negu imunizuojant be adjuvanto.

Tokiu bldu, i$skirty rHAO imunogeniSkumo palyginimas su gripo
viruso pilno viriono vakcina FLUZONE® (Connaught Laboratories, Inc.
Swiftwater, PA) rodo, kad rHAQ sukelia pelése panasy imuninj atsaka 42
dienu laikotarpyje. rHAO abszorbcija allinu Zenkliai padidina iSskirto rHAQ -
imunogenidkumg pelése, kaip tai buvo |vertinta bddu, aprasytu 7
pavyzdyje. Imunizuojant derinyje su alinu indukuojami didesni 1gG
hemagliutininiai antikdny Kiekiai negu imunizuojant gripo vakcina
FLUZONE®
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Pavyzdys 9: Hemagliutinacijos slopinimo tyrimai.

Hemagliutinacijos inhibicijos (HAI) antikGnai jungiasi prie trijy i$
keturiy Zinomy hemagliutinino epitopy ir blokuoja gripo viruso geba
agliutinuoti  eritrocitus  (Wilson ir Kt "Gripo viruso apvalkalélio
glikoproteino hemagliutinino sandara 3A skiriamoje geboje", Nature, 289:
366-378 (1981). Sie antigeniniai determinantai yra susikaupe apie
hemagliutininiy trimery sialo rag$ties receptoriaus jungiamaja vieta,
Antikinai ioms vietoms neutralizuos viruso infektyvumg (Weis ir kt., *
Gripo viruso hemagliutinino, sujungto su jo receptoriumi, sialo ragstimi,
sandara”, Nature, 333: 426-431 (1988). HAI antikdny titras ir specifiSkumas
yra svarbus gripo viruso vakcinos apsauginés galios prie§ panasiy ar
giminingu gripo viruso kamieny infekcijg rodiklis.

Tyrimai atlikti pelése palyginant i$ kamieno A/Pekinas/353/89
i&skifto rHA ir vakcinos FLUZONE® (Connaught Laboratories, Inc.
Swiftwater, PA) sugebéjima indukuoti HAl antiklinus. Grupems po 5 peles
0 ir 28 dieng suleista po 0.5 pg, 0.1 ng. 0.02 pgar 0.04 pg rHAO arba tris
kartus didesnes dozes FLUZONE® hemagliutinino taip, kad bty suleisti
vienodi rekombinantinio ar virusinio A/Pekinas/353/89 hemagliutinino
kiekiai. Pavyzdziui, didesnés dozés grupés pelés buvo imunizuotos 1.5
79 FLUZONE® hemagliutinino  (kiekvieno kamieno po 05 ug
hemagliutinino) ir 0.5 pug rHAO. Tai, kad FLUZONE® yra papildomas
hemagliutininis antigenas dé! kity dviejy gripo viruso kamieny, gali blti kai

standartiniu skiedimo ELISA metodu kaip antigeng naudojant rHAQ. HAI
antik@inai jvertinti prie$ 4 sekan¢iy antigenu hemagliutinino vienetus: pilnas
Qripo kamieno A/Pekinas/353/89 virusas (A/bei), iSskirtas i8 kamieno
A/Pekinas/353/89 rHA antigenas, ir FLUZONE® . HA! titrai yra reciprokiniai
didziausio antiserumo atskiedimo, slopinancio 50 % visCiuko eritrocity
agliutinacijg, atzvilgiu.

Lenteléje 3 susumuoti peliy serumo hemagliutinino IgG ir HAI titrai
42 diena. Dideli anti-hemagliutinino antikiny kiekiai gauti imunizuojant
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rekombinantinio rHA vakcina. Juy titrai buvo apie 10 karty didesni negu
FLUZONE® atveju. Svarbiausia yra tai, kad rHAO vakcina salygojo gerus
titrus antikinu, blokuojanciy eritrocity agliutinacija, kurig galéjo sukelti
A/pekinas/353/89 virusas ir rHAQ antigenai. Tokiu bldu, rHAO vakcina
indukavo HAI antikinus, kurie gerai atpaZino tiek patj imunogena, tiek ir
gripo virusg A/Pekinas/353/89. Zemesni HAI titrai FLUZONE® .atveju gali
bti salygoti antiserumo nesugebéjimo blokuoti agliutinacija, kurig sukelia
kity kamienu virusu, esanciy FLUZONE® hemagliutininas. Tuo tarpu,
prieSingai, pelés, imunizuotos FLUZONE®, gamina didelius HAIl antikiiny
titrus, Kurie nustatomi tik pries FLUZONE?® antigenus. Tuo tarpu HAI titrai
pried gripo virus' A/Beijing/353/89 ir rHA antigeng yra sumazeéjg. Panasus
atsakas stebeétas ir Zemesniy doziy grupese.

Sie duomenys taip pat pagrindlia prielaid', kad galimi genetiniai
skitumai tarp gripo viruso kamieno A/Pekinas/353/89, esancio
FLUZONE?® ir to paties viruso kamieno, gauto i§ FDA ir auginto kiausinyje,
kol buvo atliktas HAI testas. Tai, kad antiklnai, pasigaming atsakant |
rekombinantinf HAO, gautg klonuojant gripo viruso kamieng
A/Pekinas/353/89, blokuoja eritrocitu agliutinacija, kuria sukelia $io
kamieno gripo virusas, jau savaime yra geras jrodymas , kad klonavimo
eigoje nejvyko genetiniai pokyCiai, galéje paveikti sialo rlgsties
receptoriaus sujungimo vieta, esandig iSskirtame rHAO antigene.
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Lentelé 3 HAI titrai rHAO ir FLUZONE® atvilgiu

RHA A/Bei (42 diena) FLUZONE® (42 diena)
T
HA IgG HAI HAIgG | HAI
Pele rHAQO A/Bei rHA FLUZ rHAO A/Bei RHAOQ FLUZ
ONE® ONE®
1 4,096,000 1,820 960 15 256,000 <10 <10 600
2 4,096,000 480 480 15 512,000 120 120 600
3 8,192,000 1,920 960 15 256,000 60 60 300
4 4,096,000 | 960 960 30 128,000 30 30 400
|
5 4,096,000 1,920 960 60 512,000 80 80 400
| Vidur

kis 4,915,000 | 1,440 | 864 27 332,800 58 58 460

Pavyzdys 10:  1993/1994 gripo vakcinos vaisto forma ir
klinikinis efektyvumas

Su Zmonémis atlikta kelios serijos Klinikiniy tyrimu nustatant
eksperimentinés gripo vakcinos, j kurios sudet jeina rekombinantinis HA,
saugumg ir imunogenidkuma bei gaunant preliminarius duomenis apie
tokios vakcinos apsauginj efektyvuma pries$ natdralia infekcijg epideminio
sezono metu. Gauti rezultatai rodo, kad vakcinos, turincios savo sudétyje
rekombinantinj gripo viruso hemagliutining (rHAQ), pagamintos pagal
auki&iau apradyta metodika, sukélé stebétinai maZai pasaliniy vietiniy
reakciju ir salygojo ekvivalentinj ar didesnj apsauginj imuninj atsaka,
palyginus su komercine, licenzine atenuota gripo vakcina, pagaminta
auginant virusg kiauSiniuose.
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MEDZIAGA IR METODAI

Vakcinos. Rekombinantinés HA vakcinos, naudotos Siame tyrime,
savo sudétyje turéjo pilno ilgio nesuskaidyta HA (HAO) (H3N2) virusa,
Rekombinantinis HAO (rHA) produkuotas Lepidopteran (vabzdziu)
kultGros lastelése, kuomet | jas buvo eksponuotos su bakuloviruso
vektoriumi, savo sudeétyje turin¢iu cDNR su HA koduojanciu genu.
Ekpresuotas baltymas buvo i$skirtas nedenatlrucjanciomis salygomis iKi
>95% grynumo, vertinant kiekybine skenuojancia densitometrija antigeng,
gautg po elektroforezés natrio dodecilsulfato poliakrilamido gelivose.
Peptidas identifikuotas panaudojant aminortgsciy analize, N-terminalinj
sekvenavima ir Western bloto analize su antiserumu prie$ gripo virusg
A/Pekinas/32/92. rHAO vakcinos turéjo nustatytg kiekj sintetinio HA
antigeno, istirpinto fosfatais uzbuferintame druskos tirpale arba aliuminio
fosfato (allino) adjuvanto adsorbuoto gelio suspenzijos formoje. Licenzine
trivalentiné subviriono vakcina, naudota Siame tyrime, turéjo po 15
?g/dozei jvairiy gripo viruso kamieny A/Teksasas/36/91 (N1N1),
A/Pekinas/32/92 (H3N2) ir B/Panama/45/90 hemagliutininy (FLUZONE®
atenuotos gripo vakcinos, pagamintos kiausiniuose, Connaught
Laboratories, Swiftwater, PA).

Klinikiniai tyrimai. Saint Louis Universiteto ir Rochester
Universiteto Instituciniy Perzilry Tarybos iSbandé tapacius tyrimu
protokolus. Abiejy institucijy organizuotuose tyrimuose dalyvavo sveiki
suauge Zmonés nuo 18 iki 45 mety amZiaus. Tiriamieji buvo parinkti
atsitiktinai tam, kad panaudoty vieng i$-sekanciy penkiy vakcinql_pagal
dvigubo-aklumo blda: (1) 15 pg rHAQ, (2) pg rHAO plius alunas, (3) 90
ug rHAO, (4) licenzine trivalenté inaktyvuota gripo viruso vakcina, arba (5)
-druskos tirpalo placebo. Vakcinos suleistos j raumenis 0.5 ml taryje. Tam,
kad bdtu preliminariai jvertintas trijy vakcinu preparatu, | kuriu sudeétj jejo
rHAQ, saugumas, pirmieji 25 asmenys buvo vakcinuoti randomizuotai (t.y.
5 asmenys tyrimui) nepriklausomai nuo kity asmend ir buvo sekami
apklausiant telefonu 48 val po vakcinacijos pakol vel bus atiktos likusios
vakcinacijos.. Visi asmenys buvo apmokyti, Kaip pirmasias 6 dienas po
vakcinacijos pildyti kasdiene pasaliniy reakciju stebéjimo kortele, jskaitant
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tiek vietinius, tiek sisteminius simptomus. Simptomai buvo suskirstyti |
silpnai idreikdtus, vidutinius ir stipriai iSreikStus. Temperatlra matuota
kasdien oraliniu badu ir tyrimy dalyviai jg uzraSydavo karSciavimo atveju.
Injekcijos vietoje atsirades patinimas ar paraudimas buvo jvertinami pagal
pasireiskimo laipsnj priklausomai nuo to, ar plotas savo diametru buvo
didesnis ar maZesnis uz ketvirio dolerio moneta. Visos vakcinacijos
atliktos laikotarpyje tarp 1993 mety lapkri¢io menesio paskutines savaités
ir gruodZio ménesio pirmosios savaités. Serumo bandiniai imti i$
kiekvieno tiriamojo prie$ pradedant vakcinacija, 3 savaites po vakcinacijos
ir dar viena kartg 1994 metais kovo pabaigoje ar balandZio ménesj,
praéjus maZiausiai 2-3 savaitétms po to, kal gripo virusai jau
nebecirkuliavo vietinéje bendruomeneje. Kiekvienoje institucijoje
savanoriai buvo apmokyti, kaip susisiekti su tyrimy centru, jeigu pajusty |
gripg panasius pozymius Zziemos epideminio sezono metu. | gripg
panasiems pozymiams buvo priskiriami bet Kuris respiratorinis simptomas
(ai), besitesiantys dvi ar ilgiau dieny ir lydimas karscCiavimo ir/ar tokiy
sisteminiy  simptomy kaip raumenuy skausmai ar SalCio kretimas. IS
asmenu, kurie pranesdavo apie j gripg panasius simptomus, buvo imami
Sluostiniai bandiniai i$ nosies ir rykiés tam, kad bGty gauta viruso kultlra ir
virusas blty identifikuotas. Klinikiniai bandiniai buvo numeruojami
koduojant ir tiriami aklai.

Serologija. Kiekvienam serologiniam tyrimui abieju institucijy visi
bandiniai buvo testuoti kaip vienas rinkinys vienoje laboratorijoje.
Hemagliutinacijos inhibicijos (HAI) antiklnai gripo viruso A/Pekinas/32/93
(H3N2) antigenui nustatyti serumuose - panaudojant  standartinj
mikrotitravimo b(da, prie§ tai paSalinus nespecifinj inhibitoriu receptoriy
skaidanCiu fermentu bei Saldio agliutininus tam tikslui panaudojus
hemadsorbcijg 4° C.  Titras nustatytas. kaip didziausias serumo
atskiedimas, kuris apsaugo nuo hemagliutinacijos viruso 4 antigeninius
vienetus, pradéjus skiesti seruma nuo 1 : 4. Serumo HA-specifiniai
imunoglobulininiai G (IgG) antiklnai tirti  imunofermentiniu  metodu
(ELISA), panaudojant iéskir‘ca gripo viruso A/Pekinas/32/93 (H3N2) rHAO
kaip dengiantj antigena. Kietoje fazéje naudoty reagentu seka buvo Si: (1)
iSskirtas rHAO antigenas, (2) serumo bandinys, (3) su Sarmine fosfataze
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konjuguotas ozkos serumas prie$ Zmogaus IgG, ir (4) p-nitrofenilo
dinatrio fosfato substratas. ELISA titras isreikStas kaip didziausias
atskiedimas, kuriam esant $ulinélio, padengto antigenu, optinis tankis yra
bent du kartus didesnis negu atitinkamo kontrolinio Sulinélio be antigeno.
Neutralizuojantys antikiinai iSmatuoti panaudojant mikroneutralizacijos
testa, ankstiau apradyta pas Treanor J.J., Betts R.F.. J. Infect. Dis. 168:
455-459 (1993). Trumpai, karsciu inaktyvuoto serumo serijiniai skiedimai
buvo sumaidyti su gripo viruso A/Pekinas/32/93 (H3N2) mazdaug 100
TCIDs, ir inkubuoti 37° C 1 val. Po to viruso-serumo miSinys adsorbuotas
ant Madin-Darby 3uns inksto Iasteliy (MDCK) istisinio vienasluoksnio 96-
éuliné'liu, plan3etése 1 val. kambario temperatiroje. PlanSetés atplautos,
kad bitu paSalintas likes inokuliumas, pripilta beserumines Dulbecco
MEM terpés su 2ug/mi tripsino ir inkubuota 5% CO, atmosferoje 33°C 72
val. Lastelés fiksuotos metanoliu ir viruso replikacija jvertinta panaudojant
peliy monokloniniy antikdiny, specifiniy matriksui ir gripo viruso A kamieno
nukleoproteinams panelj (Ligy Kontrolés Centrai, Atlanta,GA) bei po to
sekan&iame etape - su $armine fosfataze konjuguotus antikinus peliy
lgG. Galutinis serumo titras nustatytas kaip didziausias jo atskiedimas,
salygojantis didesn] negu 50% signalo sumaZzejimg palyginus su
kontroliniais neneutralizuotais Sulinéliais.

Virusologija.  Nosiaryklés Sluostiniu bandiniy virusy Kkultdros
uzaugintos kiekvienoje institucijoje naudojant standartinius metodus.
Bandiniai inokuliuoti arba | MDCK, arba rhesus bezdzioniy inksty lasteles
ir inkubuoti 33° C 4 dienas. Hemadsorbcija ant Igsteliu vienasluoksniy
iSbandyta panaudojant 0.4% jlros kiaulytés eritrocity suspenzijg. Gripo
© virusai identifikuoti HAI “bldu hemadsorbcijos pozityviose kultlrose
panaudojant H3-specifinius antiserumus (Ligu Kontrolés Centrai).

Statistiné analizé. Statistinei analizei reciprokiniai HAI, ELISA IgG -
ir neutralizuojandiy antikiny titrai buvo logaritmiskai transformuoti. Zymiu
atsaku | vakcinacija buvo laikomas 4-kartis ar didesnis antikinu titry
pakilimas, nustatytas palyginus antikdny titra prie$ vakcinacijg su antikiny
titru, praéjus 3 savaittms po vakcinacijos. Gripo viruso A (H3N2)
infekcijos laboratorinis jrodymas buvo laikomas tuomet, jeigu iS
nosiaryklés idskyru buvo i$sirtas virusas ir/arba serume buvo nustatytas 4-
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kartis ar didesnis HAl antiklny titras tarp postvakcinacijos 3 savaites
(prie$ sezona) bandiniuose, surinktuose gruodZio menes;j ir atitinkamuose
posezoniniuose bandiniuose, surinktuose sekant] pavasarj. Skirtumai tarp
vakcinuojamy grupiy iSanalizuoti naudojant Fisher'io tikslyjj testa, skirta
palyginti asmeny su pasalinémis reakcijomis kiekj , Zymy antikiiny atsakg
arba laboratoriSkai patvirtintag gripo susirgimg ar infekcija, o taip pat
panaudojant varianty analize (ANOVA) tam, kad bQty palyginti post-
vakcinaciniai vidurkiniai reciprokiniai log, antikGny titrai. Modifikuoti
Bonferroni  nelygybés ir Tukey-Kramer testai buvo panaudoti
daugybiniams galimiems palyginimams.

REZULTATAI

Reaktogeni§kumas. rHAQ vakcinos, naudotos Siame tyrime, buvo
saugios ir gerai toleruojamos. PaSaliniy reakciju daznis nebuvo
jtakojamas besikeigianéiy rHAO antigeno doziy nuo 15 pg iki 90 ug, taciau
jos nezymiai padaznédavo pridéjus allno. Vietinis paraudimas, skausmas
ir jautrumas injekcijos vietoje buvo stebimi Zymiai dazniau, kai recipientai
naudojo licenzineg subviriono vakcing, negu tada, kai recipientai naudojo
arba 15 pg, arba 90 g rHAO druskos tirpale. I3skirtinai tik vienas asmuo
patyré stipry skausma, jautrumg ir nepatoguma zaste po imunizacijos
licenzine vakcina, kai tuo tarpu kitiems visi simptomai buvo priskirti
vidutiniskai iSreikStiems ir tesési 1-2 dienas. Jei iSsivystydavo vietinis
paraudimas ir/ar sukietéjimas, jis buvo mazesnis negu ketvirCio dolerio
moneta. ' '

Imunogeniskumas. Pagrindiniai serumo HAI titrai gripo viruso
A/Pekinas/32/92 (H3N2) buvo mazesni ar lygls 1 : 8 pas 64 (50%)
asmenis i§ 127 tiriamyju. Dauguma asmeny: kiekvienoje i$ 4 vakcininiy
grupiy pasizyméjo HA-specifiniais serologiniais atsakais, jvertintais HAl ir
ELISA. bidais (lentelé 4). Serume HA! antikiinu postvakcinaciniai titrai
buvo didesni arba lygds 1 : 32 pas visus vakcinos recipientus, iSskyrus du
asmenis, kuriy vienas gavo 15 pg rHAO, o kitas gavo licenzine vakcina.
Atrodo, kad pas daugumag savanoriy vakcinacija buvo susijusi su
neutralizuojanciy antikiny produkcija.  VidutiniSkai antiklny titry ir
serokonversijos lygio pakilimas turéjo tendencijg bati truputi mazesniu po
imunizacijos 15 ug rHA, palyginus su licenzine vakcina, taciau Sie
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skirtumai statistidkai nebuvo patikimi. Pridéjus allino, antikiny atsakas |
rHAO nepadidéjo. Pas asmenis, imunizuotus 90 pg rHAQ, vidutiniSkai
postvakcinaciniai HAl ir ELISA 1gG antikiny titrai buvo nuo dvieju iki
penkiy karty aukstesni negu bet kurioje kitoje i8 trijy vakcinavimo grupiy
(skirtumai buvo statistidkai patikimi palyginus serumo HAI titrus).
Apsauginis efektyvumas. Tiriamuoju laikotarpiu 26 asmenys pranesé
apie 28 | gripa panasius susirgimus. Keturi i$ 8iy individu (trys i$ ju gavo
placebo ir vienas buvo imunizuotas 15 ng rHAQ) turéjo gripo A kamieno
(H3N2) virusa, isskirtg i$ ju nosiarykles kultdry. Zymus HAI antikdny gripo
virusui A/Pekinas/32/92 titru pakilimas stebetas tiriant presezoninius ir
postsezoninius serumuy bandinius triju i$ keturiy KultGrose patvirtinty atvejy
metu, tadiau Sis reidkinys nebuvo stebétas tiriant gripu susirgusius
individus. Vienintelis rHAO recipientas, kuris véliau susirgo laboratoriskai
patvirtintu gripu, turéjo pozityvig kultdra, gautg pragjus 31 dienai po
imunizacijos ir turéjo i8reiksta serokonversijg nuo prevakcinacinio HAl titro
maZiau kaip 1 : 4 iki postvakcinacinio (presezoninio) titro 1 : 32. Dviems
papildomiems placebo recipientams ir vienam savanoriui, imunizuotam
licenzine vakcina, serologi$kai jrodyta gripo viruso A (H3N2) infekcija,
jvykusi epideminio sezono metu, taCiau praéjusi be Klinikiniy ligos
pozymiu. Palyginant visus vakcinuotus asmenis (arba visus asmenis,
gavusius bet kurig rHAQ vakcing) kaip vieng grupg, Zymiai didesné
placebo recipienty dalis turéjo laboratori$kai patvirtintg A kamieno (H3N2)
gripo viruso sukeltg susirgimg (p<.05) arba infekcijg (p<.005).

{8vardinti duomenys rodo, kad gripo vakcinos, | kuriy sudétj jeina
iSskirtas rHAO antigenas, paruo$tas kaip apraSyta auk$Ciau patentinéje
parziSkoje, yra gerai toleruojamos ir sugeba pas Zmones sukelti apsaugini
imuninj atsaka. Netgi naudojant 90 pg doze, Siame tyrime rHAO nebuvo
reaktogeniskesnis negu druskos tirpalo placebo ir sukélé Zymiai maziau
vietiniu pasaliniu reakciju negu licenziné trivalenté subviriono vakcina,
turinti puse (t.y. 45 ug) totalinio HA antigeno.

Neutralizuojantys, HA-specifiniai antiklinu atsakai | 15 ug rHAO
preparata buvo pana3is | tuos, kuriuos sukélé subvirionine vakcina, ir
Zymiai iSaugo, kai rHAO doze buvo padidinta iki 90 ug.



44 LT 4461 B

Visumoije infekcijos ir susirgimuy daznis, kurj salygojo gamtiné
ekspozicija su cirkuliuojanciu epideminiu gripo viruso A (H3N2) kamienu,
buvo ?ymiai maZesnis tarp vakcinuoty asmeny negu tarp placebo
recipienty. Duomenys leidZia prielaida, kad apsauginis efektas, Kurj sukéle
rHAO, ypad tais atvejais, kai buvo taikytas didesnemis dozémis, gali bati
prilygintas arba yra auk$tesnis uZ tg, kurj salygojo Siuolaikinés komercinés
vakcinos.

Pavyzdys 11: Pagerinto HAO klonavimo vektoriaus gavimo
budas ,

Pagerintas klonuojantis  vektorius, skirtas subrendusio HA
ekspresijai, lokalizuotas tuoj pat Zemiau sekos, koduojancios chitinazes
signalinj peptida, buvo sukurtas.
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Liniiiné pMGS27 su vienasilémis uodegomis buvo sukurta
Plazmidéje pMGS27 HA buvo Klonuotas Smat ar Kpn1 vietoje
Yemiau tuoj uZ chitinazés signalinio peptido. Nukleino ir aminorug3ciy
sekos parodytos atitinkamai kaip SEQ ID No.22ir SEQ ID No.23:
5' - chitinazés signalinis peptidas Smat Kpn1
TGG TTG GTC GCC GTT TCT AAC GCG ATT CCC GGG GGT ACC
TRP LEU VAL ALA VAL SER ASN ALA ILE PRO GLY GLY THR
Panaudojant oligo kryptinga mutageneze, pakeistas 8is rajonas
sukuriant pMGS27 (pakeistos bazés pabrauktos) (SEQ ID No. 24):
5'-
TGG TTA GTC GCC GTG TCCTGCAGGCCAGAGAGGCCTT GGT ACC
4 Pst1
Plazmidé pMMGS27 paversta linijine panaudojant Pst7.
(SEQ ID No. 24 liekanos 6-35 parodytos):
A GTC GCC GTG TCC TGCA 5 GGCCAGAGAGCCT
T CAG CGG CAC AGG & ACGTCCGGTCTCTCCGG A
ir po to linijiné pMGS27 paveikta T4 DNR polimeraze +dATF tam, kad
bty sintezuotos vienasidlés uodegélés, kaip tai parodyta Zemiau
(liekanos 23-36 ir SEQ ID No.24 komplementarios liekanos):
A 5 GGCCAGAGAGGCCT
T CAG CGG CAC AGG &' A

Tikslinis genas HA buvo klonuotas pMGS27

1 etapas. PGR pradmenys buvo sintezuoti.

Pradinis oligonukleotidas (SEQ ID No. 25):
5'GTC GCC GTG TCC AAC GCG (subrendusio HA 5' galo 20 baziu)
Reversinis  oligonukleotidas (SEQ ID No.26 komplementarus):
(subrendusio HA 3' galo 20 baziu) ATT AA
CCGGTCTCTCCGG &'

HA geno PGR

Tikslinio HA geno PGR atlikta panaudojant du oligonukleotidus
tam, kad baty gauta (SEQ ID No.25 ir SEQ ID No. 26):
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5' GTC GCC GTG TCC AAC GCG (subrendes HA)
CAG CGG CAC AGG TTG CGC (subrendgs HA)
TAA TTGGCCAGAGAGGCC &
ATT AACCGGTCTCTCCGG
Tikslinio HA geno prijungimas prie pMGS ir E. coli transformacija
Sumaisomi linijiné pMGS27 ir T4 DNR polimeraze paveiktas HA

geno fragmentas. Dvi molekulés prijungiamos viena prie kitos taip, kad
susidaryty Ziediné plazmidé, kurig galima bty panaudoti E. coli
transformacijai. Diagramoje parodytas SEQ ID No. 251ir 26, ir SEQ ID No.
24 liekanos 23-36 ir 6-18.
GTCGCCGTGTCCAACGCG (subrendes HA) TAATT

TTGCGC (subrendes HA)
ATTAACCGGTCTCTCCGG
A +
A GGCCAGAGAGGCCT
TCAGCGGCACAGG A
iki ‘
Chitinazeés signalinis peptidas | stop

GTCGCCGTGTCCAACGCG (subrendes HA)TAATTGGCCAGAGAGGCCT
Kaip parodyta auk3&iau, ¢ia néra papildomy aminorligsciy tarp
signalinio peptido ir subrendusio HA.

Pavyzdys 12:  1995-1996 mety trivalentés gripo viruso Air B
tipu vakcinos paruosimas ir efektyvumas.

] Gripo viruso vakcina, i$skirtas rekombinantinis hemagiiutininas,
trivalente, tipai A ir B (A/Teksasas/36/92\1 (H1N1),
A/Johanesburgas/33/94 (H3N2) ir B/Harbinas/7/94) yra neinfekcinis
subvienetas, kiles i$ i$skirto rekombinantinio gripo viruso hemagliutinino
antigeno (HA). Naudojant auk3c¢iau apradytg blda, buvo klonuoti A ir B
kamienu gripo virusu, gauty i§ Ligy Kontrolés Centro/Maisto ir vaisty
administravimo, HA genai ir kiekvienas klonuotas genas buvo
identifikuotas pagal seku analizés duomenis. Bakuloviruso ekspresijos
vektoriai, turintys gripo viruso kamienu ~ AfTeksasas/36/91 (H1N1),
A/Johanesburgas/33/94 (H3N2), B/Harbinas/7/94 klonuotus HA genus,
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buvo panaudoti rekombinantiniy HA antigenu produkcijai vabzdziy Igsteliy
kultdrose. Rekombinantiniai HA baltymai yra pilno ilgio, nesuskaidyti
hemagliutininai (rHAO), ju molekuline masé apie 69,000. rHAO produkuoti
Spodoptera  frugiperda (Lepidopteran) lasteliy linijoje, augintoje
beserumingje terpéje. Trivalentés vakcinos sudarytos i$ iSvalytu (daugiau
negu 95% ar net daugiau 99% grynumo) rHA, i8skirty iS dvieju gripo
viruso A kamieny ir vieno B kamieno sumaiSant juos lygiomis dalimis.
Vakcina pateikiama klinikiniam naudojimui kaip iSvalyti A ir B tipy rHAO
baltymai fosfatais uzbuferintame druskos tirpale nepridedant konservanto.

Monovalentinés, bivalentines ir trivalentinés rHAO  vakciny
eksperimentiniai tyrimai, atlikti su gyvuliukais, parode, kad jos nepasizymi
Zymiu toksidkumu, Vakcinoje nestebéti toksiski ar atsitiktiniai agentai.
A/Pekinas/32/92 ir A/Teksasas rHAO saugumo ir imunogeniSkumo tyrimai
atlikti pelése ir jlry kiaulytése. Nepastebeta pasaliniy reakciju. Pelese,
vienkartiné imunizacija panaudojant 15 mikrogramy rHAO antigeny be
adjuvanto, per dvi - tris savaites i$8aukia anti-HA IgG antikliny,
hemagliutinino inhibicijos (HAl) antiklny ir neutralizuojan€iy antikiiny
auksty lygiy pasirodyma,.

Viename tyrime, peliy grupés po 10 peliy buvo imunizuotos 15
mikrogramu  i8skirto  A/Pekinas/32/92 (H3N2) rHAO, Kuris buvo
produkuotas vabzdziy Igsteliy kultﬂrojé, adaptuotoje augti beserumingje
terpéje (rHA-SF). Pragjus dviems - trims savitems po injekcijos, pelés
buvo nukraujinamos ir paruodiami serumo bandiniai. Serumuose jvertinti
anti-HA 1gG ir HAI antikinai.. Tiek rHA, tiek rHAO-SF antigenai sukele
panadius anti-HA ir HAI antiklny titrus. Praejus dviems savaitéms po
~ vienkartinés imunizacijos, daugumoje peliu pastebéti auksti HAl antikinu
titrai, o tredig savaite 8/10 peliy HAI titrai buvo 32 ar dar aukstesni. Sie ir
kiti biocheminiai ir imunologiniai tyrimai todo, kad rHAO, produkuotas
beserumineje vabzdziu lasteliy kultlroje, savo ypatumais nesiskiria nuo
rHA, pagaminto fermentacinése salygose terpéje su serumu.

Atliktas tyrimas, norint palyginti 1994-1995 mety trivalentes gripo
vakcinos rHAO vaistine formg su licenzine iSskirto viruso pavirsiaus
vakcina, Fluvirin® (atenuota gripo viruso vakcina, pagaminta kultivuojant
kiauginiuose). | kiekvienos vakcinos sudétj jéjo 15 mikrogramu rHAO arba
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po 05 ml gripo viruso kamieny Teksasas/36/91  (H1N1),
A/Sangdongas/9/93 (H3N2) ir B/Panama/45/90 virusinio HA. Tiek
rekombinantinis rHAO, tiek Fluvirin® vakcinos pateikiamos fosfatais
usbuferintame druskos tirpale. Peliy grupés po 10 peliy buvo
nukraujinamos praéjus 0, 2 ir 3 savaitém po injekcijos ir paruosti serumo
bandiniai. Serume jvertinti anti-HA 1gG antikiny, antikany, slopinanciy
virusus, auginamus kiausiniuose, ir neutralizuojanciy antikdiny, nukreipty
pried jvairiy kamieny virusus, auginamus kiausiniuose, kiekiai.

Kaip parodyta Fig. 4a, 4b, ir 4c, tiek rekombinantinis rHAQ, tiek
licenzinés gripo vakcinos, sukélé pasirodyma dideliy kiekius serumo IgG
antikinu, nukreipty prie§ kiekvieno i§ trijy vakcinos viruso kamieny
hemagliutininus. Palyginus su licenzine vakcina, rHAO vakcina sukele nuo
4 iki 10 karty didesnius 1gG antikdiny titrus. Kaip parodyta 5 lenteléje,
pasigamino taip pat antikdnai, kurie slopino kamienu A ir B virusy sukelta
visgiuky eritrocity hemagliutinacija. Palyginus antiklny kiekj, sukeltg po
imunizacijos trivalente rHAQ vakcina, su kiekiu, atsiradusiu po imunizacijos
licenzine vakcina, rasta kad pirmuoju atveju HAI titrai buvo ekvivalentiski
arba aukstesni kiekvieno i$ triju viruso kamieny atzvilgiu. Vakcinos taip pat
indukavo atsiradima dideliu kiekiu antiklnu, nukreipty prie$ specifinius
gripo viruso A ir B kamienus, nustatant juos standartiniu mikrotitro viruso
neutralizacijos testu. Geometriniai neutralizuojanciy antikliny titrai buvo
beveik du kartus auk3tesni pas peles, kurios buvo imunizuotos rHAO,
palyginus su pelémis, imunizuotomis licenzine iSskinto viruso pavirsiaus
vakcina, Fluvirin®. Sie duomenys rodo, kad rHAO vakcinos trivalentiné
vaisto forma, kurios pagrindg sudaro 1994-1995 mety viruso A ir B
kaimienai, yra ekvivalentiné arba net efektyvesné uz licenzing subvieneting
gripo vakcing ir sukelia serume veiklius HAl ir neutralizuojancius
antikdnus, nukreiptus prie$ visus tris vakcinos viruso kamienus.

Cia apradytu badu ir sudeciy, naudoty ruoSiant ir vartojant
rekombinantine gripo viruso vakcina, modifikacijos ir variacijos bus
aiSkios patyrusiems. Tokias modifikacijas ir variacijas ketinama paminéti
pridedamose iSradimo apibréztyse.
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Lentelé 5. Trivalentinés rHAQ vakcinos palyginimas su Fluvirin®

Viruso | Trivalentiné  rHAO  gripo | Gripo vakcina Fluvirin® ]
! kamienas, i vakcina (n=10) (n=10)
! naudotas Kaip |
l antigenas !
| | Anti-HA IgG Anti-HA-IgG
1( 0 savaiciu 3 savaités 0 savaitiy 3 savaités i
' AlTeksasas/36/9 | <1000 103,000 <1000 11,200 |
1 (HIN1) |
A/Sangdongas/3 ! <1000 162,400 <1000 41,000 a
2/ |
92 (H3N2) i ‘ |
B/Panama/45/90 | <1000 | 164,800 <1000 | 26,000 :
Viruso i
kamienas, | |
naudotas kaip HAI HAI
antigenas .
A/Teksasas/36/9 <8 1,522 <8 1,088 :
1 (HIN1) | |
A/Sangdongas/3 <8 494 <8 435 |
2l ;
92 (H3N2) |
B/Panama/45/90 | <8 174 <8 42 |
Viruso | ‘
kamienas,

. naudotas kaip

antigenas

- Neutralizuojantys antikinali

b
I

Neutralizuojantys antiktinai |

A/Teksasas/36/9
1 (HIN1)

' <100

5,800

<100

. A/Sangdongas/3

2/
92 (H3N2)

<100

' 840

<100

i B/Panama/45/90

<100

| 1,300

<100
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SEKU SARASAS
(1) BENDRA INFORMACIJA:
" PATEIKEJAS: MicroGeneSys, Inc.
(i ISRADIMO PAVADINIMAS: GRIPO HEMAGLIUTININO
MULTIVALENTINIY VAKCINY GAMYBOS BUDAS
(y  SEKY SKAICIUS: 32
(Iv) KORESPONDENCINIS ADRESAS .
(A) ADRESANTAS: Patrea L. Pabst
(B) GATVE: 2800 One Atlantic Center
1201 West Peactree Street
(C) MIESTAS: Atlanta
(D) VALSTIJA: GA
(E) VALSTYBE: JAV
(F) KODAS: 3039-3450
(V) KOMPIUTERINE VERSIJA:
(A) ISORINE ATMINTIS: diskelis
(B) KOMPIUTERIS: IBM PC suderinamas
(C) OPERACINE SISTEMA: PC-DOS/MS-DOS
(D) PROGRAMINE |[RANGA: Patentin Release # 1.0, versija #1.25
(vi) DABARTINIAI PARAISKOS DUOMENYS:
(A) PARAISKOS NUMERIS: PCT/US95/06750
(B) UZPILDYMO DATA: 26- GEGUZE-1995
()
(ix)
(A)
(B)

KLASIFIKACIJA:
TELEKOMUNIKACINE INFORMACIJA:
TELEFONAS: (404) -873-8794
TELEFAKSAS: (404) -873-8795

) DUOMENYS APIE SEQ ID No: 1:
) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
A) ILGIS: 12 baziy pory
B) TIPAS: nukleino ragstis
) SIOLY SKAICIUS: vienasitlé
) TOPOLOGIJA: linijiné
iy MOLEKULES TIPAS: DNR (genominé)
(i) HIPOTETINE: NE
(iv) ANTISENSINE: NE
(vi) PRADINIS SALTINIS:
(A)
(x
(

(1
(
(
(
(C
(D
(

A) ORGANIZMAS: gripo virusas

) PUBLIKACIJOS DUOMENYS:

A) AUTORIAI: Davis ir kt.

(B) PAVADINIMAS: Bakterinio klono, turin¢io gripo, viruso WSN kamieno
(HON1) hemagliutinino gena, konstravimas ir apibldinimas.

(C) ZURNALAS: Gene

(D) TOMAS: 10

(E)

(F)

(

PUSLAPIAI: 205-218
DATA: 1980
xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No: 1:

AGCAAAAGCA GG
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(2) DUOMENYS APIE SEQ ID No: 2:

(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:

(A) ILGIS: 39 baziy pory

(B) TIPAS: nukleino rigstis

(C) SIOLY SKAICIUS: vienasillé

(D) TOPOLOGIJA: linijiné

(ii MOLEKULES TIPAS: DNR (genominé -
(x)  SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No: 2:

 GGGGGTACCC CCGGGAGCAA AAGCAGGGGA AAATAAAAA

(2) DUOMENYS APIE SEQ ID No: 3:
() SEKOS CHARAKTERISTIKOS:

(A) ILGIS: 35 baziy pory

(B) TIPAS: nukleino rlgstis

(C) SITLY SKAICIUS: vienasillé

(D) TOPOLOGIJA: linijiné

(i) MOLEKULES TIPAS: DNR (genominé
(xij  SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No: 3:

CCCGGTACCT CAKATKCATA TTCTGCACTG CAAAG
i SEKOS CHARAKTERISTIKOS:

(

(i

(A) ILGIS: 39 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino rigstis

2) DUOMENYS APIE SEQ ID No: 4:
)

(C) SIOLY SKAICIUS: vienasidle

(D) TOPOLOGIJA: linijine

(i) MOLEKULES TIPAS: DNR (genominé
(x)  SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No: 4:

GGGGGTACCC CCCCCCACAC AATATGTATA GGCTACCAT

(2) DUOMENYS APIE SEQ ID No: 5:

(Xi) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:

(A) ILGIS: 35 baziy pory

(B) TIPAS: nukleino ragstis

(C) SITLY SKAICIUS: vienasidle

(D) TOPOLOGIJA: linijiné

(ii MOLEKULES TIPAS: DNR (genomine
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No: 5:

CCCGGTACCT CAKATKCATA TTCTGCACTG CAAAG

(2) DUOMENYS APIE SEQ ID No: 6:
(xij  SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 1793 baziy pory

(B) TIPAS: nukleino ragstis

(C) SIOLY SKAICIUS: vienasillé
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(D) TOPOLOGIJA: linijine
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (genomine
(i ii) HIPOTETINE: NE

INDIVIDUALUS IZOLIATAS: A/Pekinas/32/92/THA
YPATUMAS
(A) VARDAS/RAKTAS: polihedrino mRNR lyderiné (daliné)
~(B) BUVIMO VIETA: 1 iki 18
(ix) YPATUMAS
(A)VARDAS/RAKTAS: rajonas, koduojantis AcNPV 61K baltymo signaling
sekg
(B)BUVIMO VIETA: 19 iki 72
(ix) YPATUMAS
(A)VARDAS/RAKTAS: Smal restrikcijos saitas
(B)BUVIMO VIETA: 76 iki 81
(ix) YPATUMAS
(A)VARDAS/RAKTAS: rajonas, koduojantis subrendusj rHA
(B)BUVIMO VIETA: 73 iki 1728
(ix) YPATUMAS
(A)
B
(
(

)
i)
) ORGANIZMAS: gnpo virusas
)
iX)

VARDAS/RAKTAS: Kpnl restrikcijos saitas
JBUVIMO VIETA: 1771 iki 1777
ix) YPATUMAS
A)VARDAS/RAKTAS: Bgll restrikcijos saitas
(B)BUVIMO VIETA: 1776 iki 1782
(ix) YPATUMAS
(A)VARDAS/RAKTAS: universalus transliacijos terminacijos signalas
(B)BUVIMO VIETA: 1783 iki 1793
(x)  SEKOS APRAYMAS: SEQ ID N: 6:

TAAAAAAACC TATAAATAAT GCCCTTGTAC AAATTGTTAA
ACGTTTTGTG GTTGGTCGCC GTTTCTAACG CGATTCCCGG
GGACTTTCCA GGAAATGACA ACAGCACAGC AACGCTGTGC



CTGGGACATC
GAAGTGACTA
CCTCACCGAA
CATTGTGATG
AGCAACTGTT
TCAGGCACCC
GGAAGCTATG
CACAAATCAG
GACAAATTGT
TATGTTCGAG
CCGAATATCG
ACAATAGTAA
CGGGGTTACT
GGCACCTGCA
CAAAATGTAA
AAATTGGCAA
ATCGCAGGTT
CATCAAAATT
GACCAAATCA
ATCGAARAAG
GACACTAARAA
CATACAATTG
CTGAGGGAAA
AATGCCTGCA
GCATTAAACA
ATCCTATGGA
ATCATGTGGG

TTAAAAACAC

ATGCAGTGCC
ATGCTACTGA

TCCTTGATGG

GCTTCCAAAA

ACCCTTATGA
TGGAGTTTAT
CTTGCARAAG
AATACAAATA
ACATTTGGGG
CATCAGGGAG
GGTCTAGACC
AACCGGGAGA
TCAAAATACG
GTTCTGAATG
ACAGGATCAC
CAGGGATGCG
TCATAGAAAA
CTGAGGGCAC
ACGGGAAACT
AATTCTCAGA
TAGATCTCTG
ATCTAACTGA
ATGCTGAGGA
TAGGGTCAAT
ACCGGTTCCA
TTTCCTTTGC
CCTGCCAAAA

CCTTGTTTCT

AAACGGAACG
GCTGGTTCAG
AAAAAACTGC
TAAGGAATGG
TGTACCGGAT
CAATGAAGAC
GGGATCTGTT
TCCAGCGCTG
GGTTCACCAC
AGTCACAGTC
CTGGGTAAGG
CATACTTTTG
ARATGGGAAA
CATCACTCCA
ATATGGGGCC
GAATGTACCA
TGGTTGGGAG
AGGACAAGCA
GAATAGGTTA
AGTAGAAGGG
GTCTTACAAC
CTCAGARATG
CATGGGCAAT
CAGAAATGGA
GATCAAAGGT
CATATCATGC
AGGCAACATT

AGGATGATTC

DUOMENYS APIE SEQ ID No: 7:

(xai)

(A) ILGIS: 570 baziy pory

(B) TIPAS: aminorugstis

(C) SIULY SKAICIUS: vienasiilée
(D) TOPOLOGUA.: linijine

(i1)
(iii)
(1v)
(v)
(vt)

54

CTAGTGAAAA
AGTTCCTCAA
ACACTGATAG
GACCTTTTTG
TATGCCTCCC
TTCAATTGGA
AACAGTTTCT
AACGTGACTA
CCGAGCACGG
TCTACCAAAA
GGTCAGTCCA
ATTAATAGCA
AGCTCAATAA
AATGGAAGCA
TGCCCCAGAT
GAGAAACAAA
GGAATGGTAG
GCAGATCTTA
ATCGAGAAAA
AGAATTCAGG
GCGGAGCTTC
AACAAACTGT
GGTTGCTTCA
ACTTATGACC

GTTGAGCTGA

CAATCACGAA
CAGGTAGAAT
ATGCTCTATT
TTGAACGCAG
TTAGGTCACT
CTGGAGTCGC
TTAGTAGATT
TGCCAAACAA
ACAGAGACCA
GAAGCCAACA
GTAGAATARG
CAGGGAATCT

TGAGGTCAGA

TTCCCAATGA

ATGTTAAGCA
CTAGAGGCAT
ACGGTTGGTA
AAAGCACTCA
CGAACGAGAA
ACCTCGAGAA
TTG:TGCECT
TTGAAAAAAC
AAATATACCA
ATGATGTATA

AGTCAGGATA

TTTTTGCTTT

AGGTGCAACA

GGTACCAGAT

SEKOS CHARAKTERISTIKOS:

MOLEKULE_S TIPAS: peptidas
HIPOTETINE: NE

ANTISENSINE: NE
FRAGMENTO TIPAS: N-terminalinis
PRADINIS SALTINIS:

GTGTTGTTTT

TTTGCATTIG

CTTAATTAAT

LT 4461 B

TGATCAAATT
ATGCGACAGT
GGGAGACCCT
CAARAGCTTAC
AGTTGCCTCA
TCAGGATGGG
GAATTGGTTG
TGGCAAATTT
AACCAGCCTA
AACTGTAACC
CATCTATTGG
AATTGCTCCT
TGCACCCATT
CAAACCTTTT
AAACACTCTG
ATTCGGCGCA
CGGTTTCAGG
AGCAGCAATC
ATTCCATCAA
ATATGTTGAA
GGAGAACCAA
AAGGAAGCAA
CAAATGTGAC
CAGAGACGAA
CAAAGATTGG
GCTGGGGTTC
AGTGTATTAA

TAA

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740,

1783



LT 4461 B

55

(A) ORGANIZMAS: gripo virusas

(C) INDIVIDUALUS IZOLIATAS: A/Pekinas/32/92/rHA
(ix) YPATUMAS

(A)VARDAS/RAKTAS:AcNPV 61K baltymo signaliné seka
(B) BUVIMO VIETA: 1 iki 18

(ix) YPATUMAS

(A)VARDAS/RAKTAS: subrendes rHA

(B)BUVIMO VIETA: 19 iki 552

(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQID No: 7:

Met Pro Leu Tyr Lys Leu Leu Asn Val Leu Trp Leu Val Ala Val Ser
' 5 10 15
Asn Ala Ile Pro Gly Asp Phe Pro Gly Asn Asp Asn Ser Thr Ala Thr
. 20 : 25 30
Leu Cys Leu Gly His His Ala Val Pro Asn Gly Thr Leu Val Lys Thr
35 40 45
Ile Thr Asn Asp Gln Ile Glu Val Thr Asn Ala Thr Glu Leu Val Gln
50 55 60
Ser Ser Ser Thr Gly Arg Ile Cys Asp Ser Pro His Arg Ile Leu Asp
65 70 75 80
Gly Lys Asn Cys Thr Leu Ile Asp Ala Leu Leu Gly Asp Pro His Cys
85 90 95
Asp Gly Phe Gln Asn Lys Glu Trp Asp Leu Phe Val Glu Arg Ser Lys
100 105 110
Ala Tyr Ser Asn Cys Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Ser Leu
115 120 ) 125
Arg Ser Leu Val Ala Ser Ser Gly Thr Leu Glu Phe Ile Asn Glu Asp
.. 130 ' 135 140
Phe Asn Trp Thr Gly Val Ala Gln Asp Gly Gly Ser Tyr Ala Cys Lys
145 150 155 160
Arg Gly Ser Val Asn Ser Phe Phe Ser Arg Leu Asn Trp Leu His Lys
165 170 17s
Ser Glu Tyr Lys Tyr Pro Ala Leu Asn Val Thr Met Pro Asn Asn Gly
180 185 190
Lys Phe Asp Lys Leu Tyr Ile Trp Gly Val His His Pro Ser Thr Asp
195 200 205
Arg Asp Gln Thr Ser Leu Tyr Val Arg Ala Ser Gly Arg Val Thr val
210 215 220
Ser Thr Lys Arg Ser Gln Gln Thr Val Thr Pro Asn Ile Gly Ser Arg
225 230 235 240
Pro Trp Val Arg Gly Gln Ser Ser Arg Ile Ser Ile Tyr Trp Thr Ile
245 250 255
Val Lys Pro Gly Asp Ile Leu Leu Ile Asn Ser Thr Gly Asn Leu Ile
260 265 270
Ala Pro Arg Gly Tyr Phe Lys Ile Arg Asn Gly Lys Ser Ser Ile Met
275 280 285
Arg Ser Asp Ala Pro Ile Gly Thr Cys Ser Ser Glu Cys Ile Thr Pro
290 ’ 285 - 300 :
Asn Gly Ser Ile Pro Asn Asp Lys Pro Phe Gln Asn Val Asn Arg Ile
308 . 310 315 320
Thr Tyr Gly Ala Cys Pro Arg Tyr Val Lys Gln Asn Thr Leu Lys Leu
325 . 330 335
Ala Thr Gly Met Arg Asn Val Pro Glu Lys Gln Thr Arg Gly Ile Phe
340 ‘345 350
Gly Ala Ile Ala Gly Phe Ile Glu Asn Gly Trp Glu Gly Met Val Asp
355 360 365
Gly Trp Tyr Gly Phe Arg His Gln Asn Ser Glu Gly Thr Gly Gln Ala
370 375 380

Ala Asp Leu Lys Ser Thr Gln Ala Ala Ile Asp Gln Ile Asn Gly Lys
385 390 395 400
Leu Asn Arg Leu Ile Glu Lys Thr Asn Glu Lys Phe His Gln Ile Glu
405 410 415
Lys Glu Phe Ser Glu Val Glu Gly Arg Ile Gln Asp Leu Glu Lys Tyr
420 : 425 430
Val Glu Asp Thr Lys Ile Asp Leu Trp Ser Tyr Asn Ala Glu Leu Leu
435 440 445
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Val Ala Leu Glu Asn Gln His Thr Ile Asp Leu Thr Asp Ser Glu Met
450 455 460
Asn Lys Leu Phe Glu Lys Thr Arg Lys Gln Leu Arg Glu Asn Ala Glu
465 . 470 475 480
Asp Met Gly Asn Gly Cys Phe Lys Ile Tyr His Lys Cys Asp Asn Ala
485 490 495
Cys Ile Gly Ser Ile Arg Asn Gly Thr Tyr Asp His Asp Val Tyr Arg
- 500 505 S10
Asp Glu Ala Leu Asn Asn Arg Phe Gln Ile Lys Gly Val Glu Leu Lys
515 520 525
Ser Gly Tyr Lys Asp Trp Ile Leu Trp Ile Ser Phe Ala Ile Ser Cys
530 - 535 540
Phe Leu Leu Cys Val Val Leu Leu Gly Phe Ile Met Trp Ala Cys Gln
545 . 550 SS5 560
Lys Gly Asn Ile Arg Cys Asn Ile Cys Ile
565 570

DUOMENYS APIE SEQ ID No: 8:

i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:

(A) ILGIS: 1766 baziy pory

(B) TIPAS: nukleino rigstis

(C) STOLY SKAICIUS: vienasiile

(D) TOPOLOGUA: linijiné

(i) MOLEKULES TIPAS: DNR (genominé)

(i) HIPOTETINE: NE

@iv) ANTISENSINE: NE .

) FRAGMENTO TIPAS: N-terminalinis

(Vi) PRADINIS SALTINIS:

(A) ORGANIZMAS: gripo virusas

(B)INDIVIDUALUS IZOLIATAS: A/Teksasas/36/91/HA
(ix) YPATUMAS

(A) VARDAS/RAKTAS: polihedrino mRNR lyderiné (daliné)
(B) BUVIMO VIETA: 1 iki 18

(ix) YPATUMAS

(A)VARDAS/RAKTAS: rajonas, koduojantis AcNPV 61K baltymo signalinj peptida
(B)BUVIMO VIETA: 19 iki 72

(ix) YPATUMAS

(A)VARDAS/RAKTAS: Smal restrikcijos saitas
(B)BUVIMO VIETA: 76 iki 81

(ix) YPATUMAS

(A)VARDAS/RAKTAS: Kpnl restrikcijos saitas
(B)BUVIMO VIETA: 82 iki 87

(ix) YPATUMAS

(A)VARDAS/RAKTAS: Smal restrikcijos saitas
(B)BUVIMO VIETA: 88 iki 93

(ix) YPATUMAS

(A)VARDAS/RAKTAS: rajonas, koduojantis subrendusj rHA
(B)BUVIMO VIETA: 73 iki 1734 3

(ix) YPATUMAS

A)VARDAS/RAKTAS: Kpnl restrikcijos saitas
(B)BUVIMO VIETA: 1744 iki 1749

(ix) YPATUMAS ‘
(A)VARDAS/RAKTAS: BglII restrikgijos saitas
(B)BUVIMO VIETA: 1750 iki 1755

(ix) YPATUMAS

(A)VARDAS/RAKTAS: universalus transliacijos terminacijos signalas
(B)BUVIMO VIETA: 1756 iki 1766

(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No: 8:

TAAAAAAACC TATAAATAAT GCCCTTGTAC AAATTGTTAA ACGTTTIGTG GTTGGTCGCC

GTTTCTAACG CGATTCCCGG GGGTACCCCC GGGGACACAA TATGTATAGG CTACCATGCG
AACAACTCAA CCGACACTGT TGACACAGTA CTTGAGAAGA ACGTGACAGT GACACACTCT

GTCAACCTAC TTGAGGACAG TCACAACGGA AAACTATGTC GACTAAAGGG AATAGCCCCA

60

120

180

240



CTACAATTGG GTAATTGCAG
CTGTTTTCTA AGGAATCATG
TGTTACCCAG GGTATTTCGC
TCATTCGAGA GATTCGAAAT
ARAGGAGTAA CGAGATCATG
TGGCTGACGG AGAAGAATGG
GAGAAAGAAG TCCTTGTACT
GCCATCTATC ATACAGAAAA
TTCACCCCAG AAATAGCAAA
TACTGGACTC TGCTGGAACC
GCGCCATGGT ATGCTTTCGC
GCATCAATGG ATGAATGTGA
CTTCCTTTCC AGAATGTACA
ACAAAATTAA GGATGGTTAC
TTTGGAGCCA TTGCCGGTTT
GGTTATCATC ATCAGAATGA
AATGCCATTA ACGGGATTAC
TTCACAGCTG TGGGCAAAGA
AAAGTTGATG ATGGATTTCT
GAAAATGGAA GGACTTTGGA
AAAAGCCAAT TGAAGAATAA
AAGTGTAACA ATGAATGCAT
TCCGAAGAAT CAAAGTTAAA
GTCTATCAGA TTCTGGCGAT
CTGGGGGCAA TCAGCTTCTG
TGAGGTACCA GATCTTAATT

CGTTGCCGGA
GTCCTACATT
CGACTATGAG
ATTCCCCAAA
CTCCCATAAT
CTTGTACCCA
ATGGGGTGTT
TGCTTATGTC
ARGACCCAAA
CGGGGACACA
ACTGAGTAGA
CGCGAAGTGT
CCCAGTCACA
AGGACTAAGG
CATTGAAGGG
ACAAGGATCT
AAACAAGGTG
ATTCAACAAA
GGACATTTGG
TTTTCATGAC
TGCCAAAGAA
GGAAAGTGTG
CAGGGGAAAA
CTACTCAACT
GATGTGTTCT

AATTAA

DUOMENYS APIE SEQ ID No: 9:

(vii)

(A) ILGIS: 572 baziy pory

(B) TIPAS: aminoriigitis

(C) SIULY SKAICIUS: vienasiile
(D) TOPOLOGUA: linijine

(viii)
(ix)
(x)
(xi)
(xi1)

(B) ORGANIZMAS: gripo virusas
(B) INDIVIDUALUS IZOLIATAS: A/T. eksasas/36/91/THA

(ix) YPATUMAS

57
TGGATCTTAG
GCAGAAACAC
GAACTGAGGG
GAAAGCTCAT
GGGAAAAGCA
AATCTGAGCA
CATCACCCGT
TCTGTAGTGT
GTAAGAGATC
ATAATATTTG
GGCTTTGGGT
CAARCACCCC
ATAGéAGAGT
AACATCCCAT
GGGTGGACTG
GGCTATGCTG
AATTCTGTAA
TTAGAAAGAA
ACATATAATG
TCAAATGTGA
ATAGGGAACG
AAAAATGGAA
ATTGATGGAG
GTCGCCAGTT

AATGGGTCTT

SEKOS CHARAKTERISTIKOS:

MOLEKULES TIPAS: peptidas
HIPOTETINE: NE

ANTISENSINE: NE
FRAGMENTO TIPAS: N-terminalinis
PRADINIS SALTINIS:

GAAACCCAAA
CAAACCCTGA
AGCAATTGAG
GGCCCAACCA
GTTTTTACAG
AGTCCTATGT
CTAACATAAG
CTTCACATTA
AAGAAGGAAG
AGGCARATGG
CAGGAATCAT

AGGGAGCTAT

GTCCAAAGTA

CCATTCAATC
GAATGATAGA
CGGACCAAAA
TCGAGAAAAT
GGATGGAARA
CAGAATTGTT
AGAATCTGTA
GGTGTTTTGA
CTTATGACTA
TGAAATTGGA
CACTGGTGCT

TGCAGTGCAG

(A)VARDAS/RAKTAS: AcNPV 61K baltymo signaliné seka

LT 4461 B

ATGCGAATCA
GAATGGAACA
TTCAGTATCA
CACCGTAACC
AAATTTGCTA
AAACAACARAA
GGACCARAGG
TAGCAGAAGA
AATTAACTAC
AAATCTAATA
CACCTCAAAC
AAACAGTAGT
TGTCAGGAGT
CAGAGGTTTG
TGGATGGTAT
AAGCACACAA
GAACACTCAA
CTTAAATAAR
GGTTCTACTG
TGAGAAAGTA
ATTCTATCAC
TCCAAAATAT
ATCAATGGGA
TTTGGTCTCC

AATATGAATC

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
s00
S60
1020
1080
1140

1200

" 1260

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1766



Met
Asn
His
val
Lys
€5

Ser
Ser
Gly
Gln

Glu
145

Cys

'I‘h'r ’

Asn

Ser
225
Lys
Thr
Leu
Gly
Gln
305
_His
Leu
Gly
Met
Gly
385
Thr
Ala
Asn

Glu

Ser
465

Pro
Ala
Ala
Thr
Leu
val
Lys
Thr
Leu
130
Ser
Ser
Glu
Lys
Ile
210
val
Arg
Leu
Ile
Ile
290
Thr
Pro
Arg
Leu

Ile
370

Tyr

Asn

val
Lys
Leu

450
Asn

(B)BUVIMO VIETA: 1 iki 18
(ix) YPATUMAS
(A)VARDAS/RAKTAS: subrendes rHA
(B)BUVIMO VIETA: 19 iki 554
(x1) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No: 9:

Leu Tyr Lys
5

-

Ile

Asn

‘35

Val

oys

Ala

Glu

Cys
115
Ser
Ser
His
Lys
Glu
185
Arg
val
Pro
Leu
Ala
275
Ile
Pro
val
Met
Phe
355
Asp
Ala

Lys

Gly
Lys
435
Leu

Val

Pro
20

Asn
Thr
Arg
Gly
Ser

100

Ser
Trp
Asn
Asn
180
Lys
Asp
Ser
Lys
Glu
260
Pro
Thr
Gln
Thr
Val
340
Gly
Gly
Ala
Val
Lys
420
val
Val

Lys

Gly
Ser
His
Leu

Trp
85

Trp
Pro
Val
Pro
Gly
165
Gly
Glu
Gln
Ser
val

245
Pro

Trp
Ser
Gly
Ile
325
Thr
Ala
Trp
Asp

Asn
405

Glu
Asp
Leu

Asn

Leu Leu Asn Val

Gly
Thr
Ser
Lys
70

Ile
Ser
Gly
Ser
Asn
150
Lys
Leu
val
Arg
His
230
Arg

Gly

Asn
Ala
310
Gly
Gly

Ile

Tyr

Gln
390
Ser
Phe
Asp
Leu

Leu
470

Thr
Asp
val
13

Gly

Leu

Tyr
TyT

Ser
135
His

Ser

Leu
Ala
215
Asp
Asp
Ala
Ala
235
Ile
Glu
Leu
Ala
Gly
378
Lys

val

Asn
Gly

Glu
455
Tyr

Pro
Thr
40

Asn
Ile
Gly
Ile
Phe
120
Phe
Thr
Ser
Pro
Val
200
Ile
Ser
Gln
Thr
Phe
280
Ser
Asn
Cys
Arg
Gly
360
Tyr

Ser

Ile

Lys

Phe
440
Asn

Glu

Gly
25

Val
Leu
Ala
Asn
Ala
105
Ala
Glu
Val
Phe
Asn

185
Leu

Arg
Glu
Ile
265
Ala
Met
Ser
Pro
Asn
345
Phe
His
Thr
Glu
Leu
425
Leu

Gly

Lys

58

Leu
10

Asp
Asp
Leu
P.ro
Pro
S0

Glu
Asp
Arg
Thr

170
Leu

Trp
His
Arg
Gly
250
Ile
Leu
Asp
Ser

Lys

-330

Ile
Ile
His
Gln

Lys
410

Glu
Asp
Arg

val

Trp
Thr
Thr
Glu
Leu
75

Lys

Thr

Phe

Lys

~155

Arg

Ser,

Gly
Thr
Phe
235
Arg
Phe
Ser
Glu
Leu
315
Pro
Glu
Gln
Asn
395
Met
Arg
Ile

Thr

Lys
475

Leu
Ile
Val
Asp
Gln
Cys
Pro
Glu
Glu
140
Gly
Asn
Lys
val
Glu
220
Thr
Ile
Glu
Arg
Cys
300
Pro
Val
Ser
Gly
Asn
380
Ala

Asn

Arg

Trp

Leu
460
Ser

val

Cys
Leu
45

Ser
Leu
Glu
Asn
Glu
125
Ile
val
Leu
Ser
His
205
Asn
Pro
Asn
Ala
Gly
285
Asp
Phe
Arg
Ile
Gly
365
Glu
Ile

Thr

Met

Thr
445
Asp

Gln

Ala
Ile
Glu
His
Gly
Ser
Pro
110
Leu
Phe
Thr
Leu
190
His
Ala

Glu

Asn
270
Phe
Ala
Gln

Ser

Gln

LT

Val
15
Gly
Lys
Asn
Asn
Leu
95
Glu
Arg
Pro
Arg
175
Val

Pro

Ile
255
Gly
Gly
Lys
Asn
Thr

335
Ser

350 .

Trp
Gln
Asn
Gln
Glu
430
Tyr
Phe

Leu

Thr
Gly
Gly

Phe
415

Asn
Asn
His

Lys

4461 B

Ser

Gly

Cys
80

Phe
Asn
Glu
Lys
Ser
160
Leu
Asn
Ser
Val

Ala
240

Trp
Asn
Ser
Cys
Val
320
Lys
Arg
Gly
Ser
Ile
400
Thr
Leu
Ala
Asp

Asn
480



59

Phe Glu
490

Asn

Ile
485
Met

Glu Asn Gly
Cys
500
Glu

Asn Ala Lys Gly Cys

Lys
505
Asn

Asn Glu Glu Ser Vval Gly

Glu Ser Lys Leu Gly

520
Val Tyr
5§35

Leu Leu

Ser Arg
515

Glu

Lys

Leu Ser Met Gly Gln Ile Leu

530
Ala

Lys
val Leu
555
Arg

vVal
550
Gly

Ser

Cys
570

Ser Ser Leu

Cys

vVal
545
Trp Gln

Asn Ser Leu

565

Met Ser

DUOMENYS APIE SEQ ID No: 10:
(DSEKOS CHARAK TERISTIKOS:
(A) ILGIS: 1799 baziy pory

(B) TIPAS: nukleino rigstis

(C) SIOLY SKAICIUS: vienasidle
(D) TOPOLOGUA: linijine

(i) MOLEKULES TIPAS: RNR (genominé)
(iit) HIPOTETINE: NE

(iv) ANTISENSINE: NE

(vii)  PRADINIS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: gripo virusas

Phe
Thr

Lys

525
Ala
540

LT 4461 B

Tyr His Lys Cys

495

Tyr Asp Tyr Pro
510
Ile Asp Gly Val

Ile Tyxr Ser Thr

Gly Ala Ile Ser Phe

Ile

(B) INDIVIDUALUS IZOLIATAS: B/Panama/45/90 tHA

(ix) YPATUMAS

(A)VARDAS/RAKTAS: polihedrino mRNR lyderis (dalinis)

(B)BUVIMO VIETA: 1 iki 18
(ix) YPATUMAS

(A)VARDAS/RAKTAS: rajonas, koduojantis HA signalinio peptido seka

(B)BUVIMO VIETA: 19 iki 69

(ix) YPATUMAS

(A)VARDAS/RAKTAS: Smal restrikcijos saitas
(B)BUVIMO VIETA: 22 iki 27

(ix) YPATUMAS

(A)YVARDAS/RAKTAS: rajonas, koduojantis subrendusj rHA

(B)BUVIMO VIETA: 70 iki 1773

(ix) YPATUMAS

(A)VARDAS/RAKTAS: Kpnl restrikcijos saitas
(B)BUVIMO VIETA: 1777 iki 1782

(ix) YPATUMAS

(A)VARDAS/RAKTAS: Bgll restrikcijos saitas
(B)BUVIMO VIETA: 1783 iki 1788

(ix) YPATUMAS

A)VARDAS/RAKTAS: universalus transliacijos terminacijos signalas

(B)BUVIMO VIETA: 1789 iki 1799
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No: 10:

TARAAAMACC TATAAATAAT GCCCGGGAAG GCAATAATTG

TCCAACGCAG ATCGAATCTG CACTGGGATA ACATCTTCAA

ACAGCTACTC AAGGGGAAGT CAATGTGACT GGTGTGATAC

AAATCTCATT TTGCAAATCT AAAAGGAACA AAGACCAGAG

CTCAACTGCA CAGATCTGGA TGTGGCCTTG GGCAGACCAA

TCGGCAAAAG CTTCAATACT CCACGAAGTC AGACCTGTTA

ATGCACGACA GAACARAAAT CAGACAGCTA CCCAATCTTC

AGATTATCAA CCCAAAACGT TATCAACGCA GAAAGAGCAC

GGAACCTCAG GATCTTGCCC TAACGTTACC AGTAGAGACG

TACTACTCAT
ACTCACCTCA
CACTGACAAC
GGAARACTATG
TGTGTGTGGG
CATCCGGGTG
TCAGAGGATA
CAGGAGGACC

GATTCTTCGC

560

GGTAGTAACA
TGTGGTCAAA
AACACCAACA
CCCAAACTGT
GACCACACCT
CTTTCCTATA
TGAAAATATC
CTACAGACTT

AACAATGGCT

60

120

180

240
300
360
420
480

540



TGGGCTGTCC
ATTTGTACCA
CAAATGAAAA
GTAACCACAC
CTACCACAAA
ACAATTGTCT
AGCAAGGTAA
TACGGTGGAT
AATTGCCCAA
CCTGCAAAAC
GGATGGGAAG
GCAGTGGCAG
AATTCTTTGA
CTCCACAACG
AGCTCGCAAA
GAGCATCTAT
ATAGGGAATG
GCTGCTGGCA
ACTGCTGCAT
ACTGCTGCTT

TCCAGAGACA

CAAGGGACAA
ARGGAGAAGA
ACCTCTATGG
ATTATGTTTC
GCGGCAGAAT
ATCAAAGAGG
TAARAGGGTC
TAAACARAAG
TATGGGTGAA
TATTAAAGGA
GAATGATTGC
CAGACCTTAA
GTGAGCTAGA
AAATACTCGA
TAGAGCTTGC
TGGCACTTGA
GATGCTTCGA
CCTTTAATGC
CTTTAAATGA
CTAGTTTGGC

ATGTTTCTTG

CAAAACAGCA
CCAAATTACT
AGACTCAAAT
TCAGATTGGT
TGTTGTTGAT
TGTTTIGTTG
CTTGCCTTTA
CAAGCCTTAC
AACACCTTTG
AAGGGGTTTC
AGGTTGGCAC
GAGTACGCAA
AGTAAAGAAT
GCTGGATGAG
AGTCTTGCTT
GAGAAAACTA
AACCAAACAC
AGGAGAATTT
TGATGGATTG
TGTAACATTG

TTCCATCTGT

DUOMENYS APIE SEQ ID No: 11:
(i)SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 585 aminoriigitys

(B) TIPAS: aminoriigitis

(C) SIOLY SKAICIUS: vienasiiile
(D) TOPOLOGUA: linijine

(ii)
(i)
(iv)
(v)
(vi)

. (A) ORGANIZMAS: gri po virusas
( C)INDIVIDUALU_S_ lZOLIATAS B/Panama/45/90 tHA

(ix) YPATUMAS
(A)VARDAS/RAKTASHA signal peptide
(B)BUVIMO VIETA: 1 to 17

(ix) YPATUMAS
(A)VARDAS/RAKTAS: subrendes rHA)
(B)BUVIMO VIETA: 18 iki 568

(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No: 11:

1

60
ACGAATCCAC
GTTTGGGGGT
CCTCAARAGT
GGCTTCCCAA
TACATGGTGC
CCTCAAAAGG
ATTGGTGAAG
TACACAGGAG
AAGCTTGCCA
TTCGGAGCTA
GGATACACAT
GAAGCCATAA
CTTCARAGAC
AAAGTGGATG
TCCAACGAAG
AAGAAAATGC
AAGTGCAACC
TCTCTTCCCA
GATAATCATA
ATGATAGCTA

CTGTGAGGTA

MOLEKULES TIPAS: peptidas
HIPOTETINE: NE
ANTISENSINE: NE
FRAGMENTO TIPAS: N-terminalinis
PRADnﬂsSALTnﬂs

10

TAACAGTAGA
TCCATTCTGA
TCACCTCATC
ATCAAACAGA
AAAAACCTGG
TGTGGTGCGC
CAGATTGCCT
AACATGCAAA
ATGGAACCAA
TTGCTGGTTT
CTCATGGAGC
ACAAGATAAC
TAAGTGGTGC
ATCTCAGAGC
GAATAATAAA
TGGGTCCCTC
AGACCTGCTT
CTTTTGATTC
CTATACTGCT
TTTTTATTGT

CCAGATCTTA

30

LT 4461 B

AGTACCATAC
TAACAAAATC
TGCCAATGGA
AGACGGAGGG
GAAAACAGGA
AAGTGGCAGG
TCACGAARAA
AGCCATAGGA
ATATAGACCT
CTTAGAAGGA
ACATGGAGTG
AAAAAATCTC
CATGGATGAA
TGACACAATA
CAGTGAAGAT
TGCTGTAGAC
AGACAGGATA
ACTGAATATT
CTACTACTCA
TTATATGGTC

ATTAATTAA

Met Pro Gly Lys Ala Ile Ile Val Leu Leu Met Val Val Thr Ser Asn
S

15

Ala Asp Arg Ile Cys Thr Gly Ile Thr Ser Ser Asn Ser Pro His Val

20

25

600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1799



L . LT 4461 B

61
Val Lys Thr Ala Thr Gln Glyﬂclu Val Asn Val Thr Gly Val Ile Pro
45
Leu Thr Thr Thr Pro Thr Lys Ser His Phe Ala Asn Leu Lys Gly Thr

Lys Thr Arg Gly Lys Leu Cys Pro Asn Cys Leu Asn Cys Thr Asp Leu
65 70 75 80
Asp Val Ala Leu Gly Arg Pro Met Cys Val Gly Thr Thr Pro Ser Ala
. 85 90 . 95
Lys Ala Ser Ile Leu His Glu Val Arg Pro Val Thr Ser Gly Cys Phe
100 105 110
Pro Ile Met His Asp Arg Thr Lys Ile Arg Gln Leu Pro Asn Leu Leu
115 120 125
Arg Gly Tyr Glu Asn Ile Arg Leu Ser Thr Gln Asn Val Ile Asn Ala
130 135 140
Glu Arg Ala Pro Gly Gly Pro Tyr Arg Leu Gly Thr Ser Gly Ser Cys
145 150 155 ) 160
Pro Asn Val Thr Ser Arg Asp Gly Phe Phe Ala Thr Met Ala Trp Ala
165 170 175
Val Pro Arg Asp Asn Lys Thr Ala Thr Asn Pro Leu Thr Val Glu Vval
180 185 130
Pro Tyr Ile Cys Thr Lys Gly Glu Asp Gln Ile Thr Val Trp Gly Phe
1s8s 200 205
His Ser Asp Asn Lys Ile Gln Met Lys Asn Leu Tyr Gly Asp Ser Asn
210 215 : 220
Pro Gln Lys Phe Thr Ser Ser Ala Asn Gly Val Thr Thr His Tyr val
225 230 - 235 240
Ser Gln Ile Gly Gly Phe Pro Asn Gln Thr Glu Asp Gly Gly Leu Pro
. 245 250 255
Gln Ser Gly Arg Ile Val Val Asp Tyr Met Val Gln Lys Pro Gly Lys
260 265 270
Thr Gly Thr Ile Val Tyr Gln Arg Gly Val Leu Leu Pro Gln Lys Val
275 280 285
Trp Cys Ala Ser Gly Arg Ser Lys Val Ile Lys Gly Ser Leu Pro Leu
290 285 300
Ile Gly Glu Ala Asp Cys Leu His Glu Lys Tyr Gly Gly Leu Asn Lys
305 310 315 320
Ser Lys Pro Tyr Tyr Thr Gly Glu His Ala Lys Ala Ile Gly Asn Cys
325 330 335
Pro Ile Trp Val Lys Thr Pro Leu Lys Leu Ala Asn Gly Thr Lys Tyr
340 345 . 350
Arg Pro Pro Ala Lys Leu Leu Lys Glu Arg Gly Phe Phe Gly Ala Ile
355 360 365
Ala Gly Phe Leu Glu Gly Gly Trp Glu Gly Met Ile Ala Gly Trp His
370 37s 380
Gly Tyr Thr Ser His Gly Ala His Gly val Ala Val Ala Ala Asp Leu
385 3s0 395 400
Lys Ser Thr Gln Glu Ala Ile Asn Lys Ile Thr Lys Asn Leu Asn Ser
405 410 415 :
Leu ser Glu Leu Glu Val Lys Asn Leu Gln Arg Leu Ser Gly Ala Met
' 420 425 430
Asp Glu Leu His Asn Glu Ile Leu Glu Leu Asp Glu Lys Val Asp Asp
435 440 445
Leu‘Arg Ala Asp Thr Ile Ser Ser Gln Ile Glu Leu Ala Val Leu Leu
450 455 460
Ser Asn Glu Gly Ile Ile Asn Ser Glu Asp Glu His Leu Leu Ala Leu
465 470 475 480
Glu Arg Lys Leu Lys Lys Met Leu Gly Pro Ser Ala Val Asp Ile Gly
485 490 495

Asn Gly Cys Phe Glu Thr Lys His Lys Cys Asn Gln Thr Cys Leu Asp
500 505 510
Arg Ile Ala Ala Gly Thr Phe Asn Ala Gly Glu Phe Ser Leu Pro Thr
515 520 525
Phe Asp Ser Leu Asn Ile Thr Ala Ala Ser Leu Asn Asp Asp Gly Leu
530 535 S40
Asp Asn His Thr Ile Leu Leu Tyr Tyr Ser Thr Ala Ala Ser Ser Leu
545 550 555 560



62

Ala Val Thr Leu Met Ile Ala Ile Phe Ile Val

565

570

Asp Asn Val Ser Cys Ser Ile Cys Leu

580

DUOMENYS APIE SEQ ID No: 12:
(1)SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 1811 baziy pory

(B) TIPAS: nukleino rigstis

(C) SIOLY SKAICIUS: vienasidle
(D) TOPOLOGUA: linijine

(ii)
(i)
(iv)

(vi)PRADINIS SALTINIS:

(A) ORANIZMAS: gripo virusas
(B) INDIVIDUALUS IZOLIATAS: B/Nyderlandai/13/94 rHA
(ix) YPATUMAS
(A) VARDAS/RAKTAS: polihedrino
(B)BUVIMO VIETA: 1 iki 18

(ix) YPATUMAS

(A)VARDAS/RAKTAS: rajonas

(B)BUVIMO VIETA: 19 iki 72
(ix) YPATUMAS
(A)VARDAS/RAKTAS: Smal restrikcijos saitas
(B)BUVIMO VIETA: 76 iki 81
(ix) YPATUMAS

(A)VARDAS/RAKTAS: rajonas, kodu

(B)BUVIMO VIETA: 73 iki 1785
(ix) YPATUMAS
(A)VARDAS/RAKTAS: Kpnl restrikcijos saitas
(B)BUVIMO VIETA: 1789 iki 1794
(ix) YPATUMAS
(A)VARDAS/RAKTAS: BglIl restrikcijos saitas
(B)BUVIMO VIETA: 1795 iki 1800
(ix) YPATUMAS

A)VARDAS/RAKTAS: universalus transl

(B)BUVIMO VIETA: 1801 iki 1811
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No: 12

TAAAAAAACC
GTTTCTAACG
CATGTAGTCA
ACAACACCAA
TGCCCRAACT
GGGATCACAC
TGCTTTCCTA
TATGAAAACA
CCCTACAGAC
GCAACAATGG
GAAGTACCAT
GATAACAAAA

TCTGCCAATG

TATAAATAAT
CGATTCCCGG
ARMACAGCTAC
CAAAATCTCA
GTCTCAACTG
CTTCGGCAAA
TAATGCATGA
TCAGACTATC
TTGGAACCTC
CTTGGGCTGT
ACATTTGTAC
CCCARATGAA

GAGTAACCAC

GCCCTTGTAC
GGATCGAATC
TCAAGGGGAG
TTTTGCAAAT
CACAGATCTG
AGCTTCAATA
CAGAACAAAR
AACCCAAAAC
AGGATCTTGC
CCCAAGGGAC
GAAAGGAGAA
AAACCTCTAT

ACATTATGTT

585

MOLEKULES TIPAS: DNR (genomine)
HIPOTETINE: NE
ANTISENSINE: NE

AAATTGTTAA
TGCACTGGGA
GTCAATGTGA
CTCAAAGGAA

GATGTGGCCT

CTCCACGAAG
ATCAGACAGC
GTTATCAACG
CCTAACGTTA
AACAAAACAG
GACCAAATTA
GGAGACTCAA

TCTCAGATTG

LT 4461 B

Tyr Met Val Ser Arg

mRNR lyderis (dalinis)

ojantis subrendusj rHA

iacijos terminacijos signalas

ACGTTTTGTG
TAACATCTTC
CTGGTGTGAT
CAAAGACCAG
TGGGCAGACC
TCAGACCTGT
TACCCAATCT
CAGAAAAGGC
CCAGTAGAAC
CAACGAATCC
CTGTTTGGGG
ATCCTCAAAA

GTGGCTTCCC

575

, koduojantis ACNPV 61K baltymo signaling sekg

GTTGGTCGCC
ARAATCACCT
ACCACTGACG
AGGGAAACTA
AATGTGTGTG
TACATCCGGG
TCTCAGAGGA
ACCAGGAGGA
CGGATTCTTC
ACTAACAGTA
GTTCCATTCT
GTTCACCTCA

AGATCAAACA

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

780



GAAGACGGAG
GGGAAAACAG
GCAAGTGGCA
CTTCACGAAA
AAAGCCATAG
AGATATAGAC
TTCTTAGAAG
GCACATGGAG
ACAAAAAATC
GCCATGGATG
GCTGACACAA
AACAGTGAAG
TCTGCTGTAG
TTAGACAGGA
TCACTGAATA
CTCTACTACT
GTTTATATGG

TAATTAATTA

GACTACCACA
GAACAATTGT
GGAGCAAGGT
AATACGGTGG
GAAATTGCCC
CTCCTGCAAA
GAGGATGGGA
TGGCAGTGGC
TCAATTCTTT
AACTCCACAA
TAAGCTCGCA
ATGAGCATCT
ACATAGGGAA
TAGCTGCTGG
TTACTGCTGC
CAACTGCTGC
TCTCCAGAGA

A .

AAGCéGCAGA
CTATCAAAGA
AATAAAAGGG
ATTAAACAAA
AATATGGGTG
ACTATTAAAG
AGGAATGATT
AGCAGACCTT
GAGTGAGCTA
CGAAATACTC
AATAGAGCTT
ATTGGCACTT
TGGATGCTTC
CACCTTTAAT
ATCTTTAAAT
TTCTAGTTIG
CAATGTTTICT

DUOMENYS APIE SEQ ID No: 13:
(1)SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 589 aminoriigitys

(B) TIPAS: aminoriig3tis

(C) SIGLY SKAICIUS: vienasiile
(D) TOPOLOGUA: linijiné

(i)
(iif)
(iv)
(v)
(vi)

(A) ORGANIZMAS: gripo virusas
(B) INDIVIDUALUS IZOLIATAS: B/Nyderlandai/13/94 rHA
(ix) YPATUMAS
(A)VARDAS/RAKTAS: AcNPV 61K baltymo signaliné seka
(B)BUVIMO VIETA: 1 iki 18
(ix) YPATUMAS )
(A)VARDAS/RAKTAS: subrendes rHA
(B)BUVIMO VIETA: 19 iki 571
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No: 13:

Met Pro
1

Asn Ala
Ser Pro

Gly val

Leu Tyr

Ile Pro

Ile Pro

Gly Thr Lys

Lys
S

Gly
val

Leu

Leu
Asp
Lys
Thr
Thr

Leu Asn
Arg Ile

Thr Ala
40

Thr Thr

55

Arg Gly

70

63
ATTGTTGTTG
GGTATTTTGT
TCCTTGCCTT
AGCAAGCCTT
AAAACACCTT
GAAAGGGGTT
GCAGGTTGGC
AAGAGTACGC
GAAGTAAAGA
GAGCTGGATG
GCAGTCTTAC
GAGAGAAAAC
GARACARAAC
GCAGGAGAAT
GATGATGGAT
GCTGTAACAT

TGTTCCATCT

MOLEKULES TIPAS: peptidas
HIPOTETINE: NE
ANTISENSINE: NE
FRAGMENTO TIPAS: N-terminalinis
PRADINIS SALTINIS:

val Leu Trp

Thr Gln
Pro Thr Lys

Lys Leu Cys

)

‘Gly Ile
Gly Glu

ATTACATGGT
TGCCTCAAAA
TAATTGGTGA
ACTACACAGG
TGAAGCTTGC
TCTTCGGAGC
ACGGATACAC
AAGAAGCCAT
ACCTTCAAAG
AGAAAGTGGA
TTTCCAACGA
TAAAGAAAAT
ACAAGTGCAA
TTTCTCTTCC
TGGATAATCA
TGATGATAGC

GTCTGTGAGG

Leu Val
Thr

30
val
45
Ser His

Pro Asn

Ala val

LT 4461 B

GCAAAAACCT
GGTGTGGTGC
AGCAGATTGC
AGAACATGCA
CAATGGAACC
TATTGCTGGT
ATCTCACGGG
AARACAAGATA
ACTAAGTGGT
TGATCTCAGA
AGGAATAATA
GCTGGGTCCC
CCAGACCTGC
CACTTTTGAT
TACTATACTG
TATTTTTATT

TACCAGATCT

Ser
1s

Ser Ser Lys
Asn Val Thr
Phe Ala Asn

Cys Leu Asn

80

840
S00
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800

1811



Cys
Thr
Ser
Pro
vVal
145
Ser
Met
Thr
val
Gly
225
Thr
Gly
Lys
Pro
Ser
305
Gly
Ile
Gly
Phe
Ala
385
Ala
Asn
Ser
Lys
Ala
465
Leu
Val
Thr
Ser

Asp
545

Thr
Pro
Gly
Asn
130
Ile
Gly
Ala
val
210
Asp
His
Gly
Pro

Gln
290

Leu-

Leu
Gly
Thr
Gly
370
Gly
Ala
Leu
Gly
Val
450
val
Leu
Asp
Cys

Leu
530

Asp

Asp

Ser

Cys
115
Leu
Asn
Ser
Trp
Glu
195
Gly

Ser

Leu
Gly
275
Lys
Pro
Asn
Asn
Arg

355
Ala

Trp
Asp
Asn
Ala
435
Asp
Leu
Ala
Ile
Leu

515
Pro

Gly

Ala Ser Ser

Met

(2)

Val

Ser

Leu
Ala
100
Phe

Leu

Ala
Cys

vAla

180

Val

Phe
Asn
Vval
Pro
260
Lys
Val
Leu
Lys
Cys
340
Ile
His
Leu
Ser
420
Met
Asp
Leu
Leu
Gly
500
Asp

Thr

Leu
Leu

Arg
580

INFORMATION

Asp
85

Lys
Pro
Axg
Glu
Pro
165
val
Pro
His
Pro
Ser
245
Gln
Thr
Trp
Ile
Ser
325
Pro
Arg
Ala
Gly
Lys
405
Leu
Asp
Leu
Ser
Glu
485
Asn

Arg

Phe

Asp
Ala

565
Asp

FOR

val
Ala
Ile
Gly
Lys
150
Asn

Pro

Ser
Gln
230
Gln
Ser
Gly
Cys
Gly
310
Lys
Ile
Pro
Gly
390
Ser
Ser
Glu
Arg
Asn
470
Arg
Gly
Ile
Asp
Asn
550
val

Asn

SEQ

Ala
Ser
Met
135
Ala
val
Arg
Ile
Asp
215
Lys
Ile
Gly
Thr
Ala
285
Glu
Pro
Trp
Pro
Phe
375
Thr
Thr
Glu
Leu
Ala
455
Glu
Lys
Cys
Ala

Ser
535

His
Thr

val

.Leu
Ile
His
120
Glu
Pro
Thr
Asp
Cys
200
Asn
Phe
Gly
Arg
Ile
280
Ser

Ala

val
Ala
360
Leu
Ser
Gln
Leu
His
440
Asp
Gly
Leu
Phe
Ala
520
Leu
Thr

Leu

Ser

Gly Arg Pro
0

Leu
105
Asp

Asn

Gly
Ser
Asn
185
Thr
Lys
Thr
Gly
Ile
265
Val
Gly

Asp

Lys
345
Lys
Glu
His
Glu
Glu
425
Asn
Thr
Ile
Lys
Glu
505
Gly

Asn

Ile

Met

His
Arg
Ile
Gly
Arg
170
Lys
Lys
Thr
Ser
Phe

250
val

Arg

Cys
Thr
330
Thr
Leu
Gly
Gly
Ala
410
val
Glu
Ile
Ile
Lys
450
Thr
Thr

Ile

Leu

Ile

' 570

Cys
585

ID NO:14:

Ser

Glu
Thr
Arg
Pro
155
Thr
Thr
Gly
Gln
Ser
235
Pro
Val
Gln
Ser
Leu
315
Gly
Pro
Leu

Gly
Ala

395

Ile
Lys
Ile
Ser
Asn
47¢
Met
‘Lys
Phe
Thr
Leu
555
Ala

Ile

Met
val
Lys
Leu
140
Gly
Ala
Glu
Met
220
Ala
Asp
Asp
Arg
Lys
300
His
Glu
Leu
Lys
Trp
380
His
Asn
Asn
Leu
Ser
460
Ser
Leu
His
Asn

Ala
540

Tyr
Ile

Cys

Cys
Arg
Ile

125
Ser

Phe
Thr
Asp
205
Lys
Asn

Gln

Gly
285
Val
Glu
His
Lys
Glu
365
Glu
Gly
Lys
Leu
Glu
445
Gln
Glu
Gly
Lys
Ala

525
Ala

Phe

Leu

val
Pro
110
Arg
Thr
Leu
Phe
Asn
190
Gln
Asn
Gly
Thr
Met
270
Ile
Ile
Lys
Ala
Leu
350
Arg
Gly
val
Ile
Gln
430
Leu
Ile
Asp
Pro
Cys
510
Gly

Ser

Ser

Ile

LT 4461 B

Gly Ile
95

val
Gln
Gln
Gly
Ala
175
Pro
Ile
Leu
val
Glu
255
Val
Leu
Lys
Tyr
Lys

335

Ala
Gly
Met
Ala
Thr
415
Arg
Asp
Glu
Glu
Ser
495
Asn
Glu

Leu

Thr

val
578

Thr
Leu
Asn
Thr
160
Thr

Leu

Thr

Thr
240
Asp
Gln
Leu
Gly
Gly
320
Ala
Asn
Phe
Ile
Val
400
Lys
Leu
Glu
Leu
His
480
Ala
Gln

Phe

Ala
560



(i)SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 1757 baziy pory

(B) TIPAS: nukleino rigtis

(C) SIULY SKAICIUS: vienasiale
(D) TOPOLOGUA: linijiné

(ii)
(ii1)
(iv)

(vi)PRADINIS SALTINIS:

(AYORGANIZMAS: gripo

virusas

65

MOLEKULES TIPAS: DNR (genominé)
HIPOTETINE: NE
ANTISENSINE: NE

(B) INDIVIDUALUS IZOLIATAS: A/Sandongas/9/93 tHA
(ix) YPATUMAS
(A)VARDAS/RAKTAS: polihedrino mRNR lyderis (dalinis)
(B)BUVIMO VIETA: 1 iki 18
(ix) YPATUMAS
(A)VARDAS/RAKTAS: rajonas, koduojantis AcCNPV 61K baltymo signala
(B)BUVIMO VIETA: 19 iki 72
(ix) YPATUMAS
(A)VARDAS/RAKTAS: Smal restrikcijos saitas
(B)BUVIMO VIETA: 76 iki 81
(ix) YPATUMAS

(B)BUVIMO VIETA: 73 iki 1728
(ix) YPATUMAS
(A)VARDAS/RAKTAS: Kpnl restrikcijos saitas
(B)BUVIMO VIETA: 1735 iki 1740 _

( (ix) YPATUMAS
VARDAS/RAKTAS:BglII restriction site

BUVIMO VIETA: :

(ix) YPATUMAS
A)VARDAS/RAKTAS: universalus transliacijos tenmnacgos signalas
(B)BUVIMO VIETA: 1747 iki 1757
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No: 14:

TAAAAAAACC
GTTTCTAACG
TGCCTGGGAC
ATTGAAGTGA
AGTCCTCACC
CCTCATTGTG
TACAGCAACT
TCATCAGGCA
GGGGGAAGCT
TTGCACAAAT
TTTGACAAAT
CTATATGTTC
ACCCCGAATA
TGGACAATAG
CCTCGGGGTT

ATTGGCAACT

TATAAATAAT
CGATTCCCGG
ATCATGCAGT
CTAATGCTAC
GAATCCTTGA
ATGGCTTCCA
GTTACCCTTA
CCCTGGAGTT
ATGCTTGCAA
TAGAATACAA
TGTACATTTG
GAGCATCAGG
TCGGGTCTAG
TAARACCGGG
ACTTCAAAAT

GCAGTTCTGA

GCCCTTGTAC
GCAAGACCTT
GCCAAACGGA
TGAGTTGGTT
TGGAAARAAC
AAATAAGGAA
TGATGTGCCG
TATCAATGARA
AAGAGGATCT
ATA%CCAGCG
GGGGGTTCAC
GAGAGTCACA
ACCCTGGGTA
AGACATACTT
ACGAAATGGG

ATGCATCACT

1741 to 1746

AAAT'I‘GTTP_.A
CCAGGAAATG
ACGCTAGTGA
CAGAGTTCCT
TGCACACTGA
TGGGACCTTT
GATTATGCCT
GACTTCAATT

GTTAACAGTT

CTGAACGTGA'

CACCCGAGCA

GTCTCTACCA

AGGGGTCAGT

TTGATTGATA

AAAAGCTCAA

CCAAATGGAA

(A)VARDAS/RAKTAS: rajonas, koduojantis subrendusi rHA

LT 4461 B

ACGTTTTGTG
ACAACAGCAC
AAACAATCAC
CAACAGGTAG
TAGATGCTCT
TTGTTGAACG
CCCTTAGGTC
GGACTGGAGT
TCTTTAGTAG
CTATGCCAAA
CGGACAGTGA
AAAGAAGCCA
CCAGTAGAAT
GCACAGGGAA
TAATGAGGTC

GCATTCCCAA

GTTGGTCGCC
AGCAACGCTG
GAATGATCARA
AATATGCGGC
ATTGGGAGAC
CAGCAAAGCT
ACTAGTTGCC
CGCTCAGGAT
ATTGAATTGG
CAATGGCARA
CCAAACCAGC
ACAAACTGTA
AAGCATCTAT
TCTAATTGCT
AGATGCACCC

TGACAAACCT

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€00

€660

720

780

840

S00

960



TTTCAAAATG
CTGAAATTGG
GCAATCGCAG

AGGCATCAAR

ATCGACCAAA

CAAATCGAAA
GAAGACACTA
CAACATACAA
CAACTGAGGG
GACAATGCCT
GAAGCATTAA
TGGATCCTAT
TTCATCATGT

AGATCTTAAT

Met Pro

Asn Ala

Thr Leu
35
Thr Ile
S0
Gln Ser
65
Asp Gly

Cys Asp

Lys Ala

Cys
Thr
Ser
Lys
Gly
Tyr

TAAACAGAAT
CAACAGGGAT
GTTTCATAGA
ATTCTGAGGG
TCAACGGGAA
AAGAATTCTC
AAATAGATCT
TTGATCTAAC
AAAATGCTGA
GCATAGGGTC
ACAACCGGTT
GGATTTCCTT
GGGCCTGCCA

TAATTAA

CACATATGGG
GCGGAATGTA
AAATGGTTGG
CACAGGACAA
ACTGAATAGG
AGAAGTAGAA
CTGGTCTTAC
TGACTCAGAA
GGACATGGGC
AATCAGAAAT
CCAGATCAAA
TGCCATATCA

AAAAGGCAAC

66
GCCTGCCCCA
CCAGAGAAAC
GAGGGAATGG
GCAGCAGATC
TTAATCGAGA
GGGAGAATTC
AACGCGGAGC
ATGAACAAAC
AATGGTTGCT
GGAACTTATG
GGTGTTGAGC
TGCTTTTTGC

ATTAGGTGCA

DUOMENYS APIE SEQ ID No: 15:
()SEKOS CHARAKTERISTIK OS:
(A) ILGIS: 571 aminoriigitis

(B) TIPAS: aminoriigitis

(C) SIOLY SKAICIUS: vienasialé
(D) TOPOLOGUA: linijiné

(ii)
(iit)
(iv)
v

(ﬁPRADHﬂSSALTDﬂS
(A) ORGANIZMAS: gripo virusas
(B) INDIVIDUALUS IZOLIATAS A/Sandong/9/93 tHA

(ix) YPATUMAS

MOLEKULES TIPAS: peptidas
HIPOTETINE: NE

ANTISENSINE: NE
FRAGMENTO TIPAS: N-terminalinis

GATATGTTAA
AAACTAGAGG
TAGACGGTTG
TTAAAAGCAC
AAACGAACGA
AGGACCTCGA
TTCTTGTTGC
TGTTTGAAAA
TCAAAATATA
ACCATGATGT
TGAAGTCAGG

TTTGTGTTGT

ACATTTGCAT

(A)VARDAS/RAKTAS: AcNPV 61K baltymo signaliné seka
(B)BUVIMO VIETA: 1 iki 18

(ix) YPATUMAS

(A)VARDAS/RAKTAS: subrendes rHA
(B)BUVIMO VIETA: 19 iki 553

(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No:
Leu Tyr

Ile

Pro
20
Leu

Gly
Gly
Asn Asp

Ser Thr

Lys Leu Leu
5

Gln
His
Gln

Gly

Asn

Asp Leu

Ala
40
Glu

His

Ile
S5

Arg Ile

70

Asn Cys
85
Phe Gln
100

Ser Asn

115

Leu Arg

130

Ser

Leu Val

Thr
Asn
Cys
Ala

Leu Ile

Lys Glu
Tyr

Ser
135

Pro
120
Ser

Val

2 Txrp

Pro Asn
25 ]
Val Asn

Val Thr Asn
Ser
75

Leu

Gly

Ala
90
Asp Leu

Asp Val

Thr Leu

Leu Val

Asp Asn
30
Thr
45
Thr

Gly

Ala
60
Pro His

Leu Gly

Phe Val

Ala
Ser
Leu
Glu
Arg
Asp
Glu

LT 4461 B

GCAAAACACT
CATATTCGGC
GTACGGTTTC
TCAAGCAGCA
GAAATTCCAT
GAAATATGTT
CCTGGAGAAC
AACAAGGANG
CCACAAATGT
ATACAGAGAC
ATACAAAGAT
TTTGCTGGGG

TTGAGGTACC

Val
15
Thr

Ser-
Ala

Val Lys

Leu Val

Ile Leu
80
Pro His
95

Arg Ser

110

Pro Asp
125
Glu Phe

140

Tyr
Ile

Ala Ser

Glu

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1757



LT 4461 B

67

Asp Phe Asn Trp Thr Gly Val Ala Gln Asp Gly Gly Ser Tyr Ala Cys
145 150 155 160
Lys Arg Gly Ser Val Asn Ser Phe Phe Ser Arg Leu Asn Trp Leu His
165 170 175
Lys Leu Glu Tyr Lys Tyr Pro Ala Leu Asn Val Thr Met Pro Asn Asn
180 185 1390
Gly Lys Phe Asp Lys Leu Tyr Ile Trp Gly Val His His Pro Ser Thr
185 200 - 205
Asp Ser Asp Gln Thr Ser Leu Tyr Val Arg Ala Ser Gly Arg Val Thr
210 215 220
Val Ser Thr Lys Arg Ser Gln Gln Thr Val Thr Pro Asn Ile Gly Ser
225 230 235 240
Arg Pro Trp Val Arg Gly Gln Ser Ser Arg Ile Ser Ile Tyr Trp Thr
: 245 250 255
Ile Val Lys Pro Gly Asp Ile Leu Leu Ile Asp Ser Thr Gly Asn Leu
2560 265 270
Ile Ala Pro Arg Gly Tyr Phe Lys Ile Arg Asn Gly Lys Ser Ser Ile
275 280 285
Met Arg Ser Asp Ala Pro Ile Gly Asn Cys Ser Ser Glu Cys Ile Thr
280 285 300
Pro Asn Gly Ser Ile Pro Asn Asp Lys Pro Phe Gln Asn Val Asn Arg
305 310 315 320
Ile Thr Tyr Gly Ala Cys Pro Arg Tyr Val Lys Gln Asn Thr Leu Lys
325 330 335
Leu Ala Thr Gly Met Arg Asn Val Pro Glu Lys Gln Thr Arg Gly Ile
340 345 ' 350
Phe Gly Ala Ile Ala Gly Phe Ile Glu Asn Gly Trp Glu Gly Met Val
.. 355 360 365
Asp Gly Trp Tyr Gly Phe Arg His Gln Asn Ser Glu Gly Thr Gly Gln
370 375 380
Ala Ala Asp Leu Lys Ser Thr Gln Ala Ala Ile Asp Gln Ile Asn Gly
385 390 395 400
Lys Leu Asn Arg Leu Ile Glu Lys Thr Asn Glu Lys Phe His Gln Ile
405 410 415
Glu Lys Glu Phe Ser Glu Val Glu Gly Arg Ile Gln Asp Leu Glu Lys
420 425 430
Tyr Val Glu Asp Thr Lys Ile Asp Leu Trp Ser Tyr Asn Ala Glu Leu
435 440 445
Leu Val Ala Leu Glu Asn Gln His Thr Ile Asp Leu Thr Asp Ser Glu
450 455 : 460
Met Asn Lys Leu Phe Glu Lys Thr Arg Lys Gln Leu Arg Glu Asn Ala
465 470 475 480
Glu Asp Met Gly Asn Gly Cys Phe Lys Ile Tyr His Lys Cys Asp Asn
485 : 490 495
Ala Cys Ile Gly Ser Ile Arg Asn Gly Thr Tyr Asp His Asp Val Tyr
500 505 510
Arg Asp Glu Ala Leu Asn Asn Arg Phe Gln Ile Lys Gly Val Glu Leu
© 518 520 525
. Lys Ser Gly Tyr Lys Asp Trp Ile Leu Trp Ile Ser Phe Ala Ile Ser
S30 535 540
Cys Phe Leu Leu Cys Val Val Leu Leu Gly Phe Ile Met Trp Ala Cys
545 S50 ‘ 555 560
Gln Lys Gly Asn Ile Arg Cys Asn Ile Cys Ile . )
565 S70

(2)DUOMENYS APIE SEQ ID No: 16:
(1)SEKOS CHARAKTERISTIKOS:

(A) ILGIS: 1814 baziy pory

(B) TIPAS: nukleino rigdtis

(C) SIULY SKAICIUS: vienasidlé

(D) TOPOLOGUA: linijine
(ii)MOLEKULES TIPAS: DNR (genominé)
(1ii)HIPOTETINE: NE

(iv)ANTISENSINE: NE

(vi)PRADINIS SALTINIS:

(B) ORGANIZMAS: gripo virusas

(C) INDIVIDUALUS IZOLIATAS: B/Sanchajus/4/94 rHA



(ix) YPATUMAS
(A)VARDAS/RAKTAS: polihedrino mRNR lyderis (dalinis)
(B)BUVIMO VIETA: I iki 18
(ix) YPATUMAS

(A)VARDAS/RAKTAS: rajonas, koduojantis AcNPV 61K baltymo signalg

(B)BUVIMO VIETA: 19 iki 72
(ix) YPATUMAS
(A)VARDAS/RAKTAS: Smal restrikcijos saitas
(B)BUVIMO VIETA: 76 iki 81
(ix) YPATUMAS
(A)YARDAS/RAKTAS: Kpnl restrikcijos saitas
(B)BUVIMO VIETA: 82 iki 87
(ix) YPATUMAS
(A)VARDAS/RAKTAS: rajonas, koduojantis subrendusi rHA
(B)BUVIMO VIETA: 73 iki 1794
(ix) YPATUMAS
A)VARDAS/RAKTAS: universalus transliacijos terminacijos signalas
(B)BUVIMO VIETA: 1804 iki 1814
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No: 16:

TAAAAAAACC
GTTTCTAACG
TCACCTCATG
CTGACAACAA
AAACTATGCC
TGTGTGGGGA
TCCGGGTGCT
AGAGGATATG
GGAGGACCCT
TTTTTCGCAA
CTAACAGTAG
TTCCATTCTG
TTCACCTCAT
GATCAAACAG
CAAAAACCTG
GTGTGGTGCG
GCAGATTGCC
GAACATGCAA
AATGGAACCA
ATTGCTGGTT
TCTCACGGAG
AACAAGATAR

CTAAGTGGTG

TATAAATAAT
CGATTCCCGG
TGGTCAAAAC
CACCAACAAA
CAAACTGTCT
CCACACCTTC
TTCCTATAAT
AAAATATCAG
ACAGACTTGG
CAATGGCTTG
AAGTACCATA
ATAACAAACC
CTGCTAATGG
AAGACGGAGG
GGAAGACAGG
CTAGTGGCAG
TTCACGAAAA
AAGCCATAGG
AATATAGACC
TCTTAGAAGG
CACATGGAGT
CAAAAAATCT

CCATGGATGA

GCCCTTGTAC
GGGTACCGAT
AGCTACTCAA
ATCTCATTTT
CAACTGCACA
GGCAAAAGCT
GCACGACAGA
ATTATCAACC
AACCTCAGGA
GGCTGTCCCA
CATTTGCACA
CCARATGAAA
AGTAACCACA
GCTACCACARA
AACAATTGTC
GAGCAAAGTA
ATACGGTGGA
AAATTGCCCA
TCCTGCAAAA
AGGATGGGAA
GGCAGTGGCA
CAATTCTTTG

ACTCCACAAC

68

ARATTGTTAA
CGAATCTGCA
GGGGAGGTCA
GCAAATCTCA
GATCTGGATG
TCAATACTCC
ACAAARATCA
CARAACGTTA
TCTTGCCCTA
AGGGACAACA
AAAGGAGAAG
AACCTCTATG
CATTATGTTT
AGCGGCAGAR
TATCAGAGAG
ATARAAGGGT
TTAAACAAAA
ATATGGGTGA
CTATTAAAGG
GGAATGATTG
GCAGACCTTA
AGTGAGCTAG

GAAATACTCG

ACGTTTTGTG
CTGGGATAAC
ATGTGACTGG
AAGGAACAAA
TGGCCTTGGG
ACGAAGTCAG
GACAGCTACC
TCAACGCAGA
ACGCTACCAG
ACAAAACAGC
ACCAAATTAC
GAGACTCAAA

CTCAGATTGG

“TTGTTGTTGA

GTGTTTTGTT
CCTTGCCTTT
GCAAGCCTTA
AAACACCTTT
AAAGGGGTTT
CAGGTTGGCA
AGAGTACGCA
AAGTAAAGAA

AGCTGGATGA

LT 4461 B

GTTGGTCGCC
ATCTTCAAAC
TGTGATACCA
GACCAGAGGG
CAGACCAATG
ACCTGTTACA
CAATCTTCTC
AARGGCACCA
TAGAAGCGGA
AACGAATCCA
TGTTTGGGGG
TCCTCAAAAG
CGGCTTCCCA
TTACATGGTG
GCCTCAAAAG
AATTGGTGAA
CTACACAGGA
GAAGCTTGCC
CTTCGGAGCT
CGGATACACA
AGAAGCCATA
TCTTCAAAGG

GAAAGTGGAT

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320

1380



LT 4461 B

69
GATCTCAGAG CTGACACAAT AAGCTCéCAA ATAGAACTTG CAGTCTTGCT TTCCAACGAA 1440
GGAATAATAA ACAGTGAAGA TGAGCATCTA TTGGCACTTG AGAGAAAACT AAAGAAAATG 1500
CTGGGTCCCT CTGCTGTAGA CATAGGAAAT GGATGCTTCG AAACCAAACA CAAGTGCAAC 1560
CAGACCTGCT TAGACAGGAT AGCTGCTGGC ACCTTTAATG CGGGAGAATT TTCTCTTCCC 1620
ACTTTTGATT'CACTGAATAT TACTGCTGCA TCTTTAAATG ATGATGGATT GGATAACCAT 1680
ACTATACTGC TCTACTACTC AACTGCTGCT TCTAGTTTGG CGGTAACATT GATGATAGCT 1740
ATTTTTATTG TTTATATGGT CTCCAGAGAC AATGTTTCTT GCTCCATCTG TCTGTGAGGA 1800

TCTTAATTAA TTAA 1814

(2) DUOMENYS APIE SEQ ID No: 17:

(1) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 592 aminortgdtis
(B) TIPAS: aminorigstis
(C) SIOLY SKAICIUS: vienasiale
(D) TOPOLOGUA: linijiné
(vi) MOLEKULES TIPAS: peptidas
(vii) HIPOTETINE: NE
(viii)  ANTISENSINE: NE
(ix) FRAGMENTO TIPAS: N-terminalinis
(vi) PRADINIS SALTINIS:
- (D) ORGANIZMAS: gripo virusas
(B) INDIVIDUALUS IZOLIATAS: B/Sanchajus/4/94 tHA
(ix) YPATUMAS
(A) VARDAS/RAKTAS: AcNPV 61K baltymo signalinis peptidas
(B) BUVIMO VIETA: 1 ik 18
(ix) YPATUMAS
(A) VARDAS/RAKTAS: subrendes rHA
(B) BUVIMO VIETA: 19 iki 574
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No: 17:

Met Pro Leu Tyr Lys Leu Leu Asn Val Leu Trp Leu Val Ala Val Ser
1 S 10 15

Asn Ala Ile Pro Gly Gly Thr Asp Arg Ile Cys Thr Gly Ile Thr Ser

20 25 30
Ser Asn Ser Pro His Val Val Lys Thr Ala Thr Gln Gly Glu Val Asn
35 40 45
Val Thr Gly Val Ile Pro Leu Thr Thr Thr Pro Thr Lys Ser His Phe
50 55 60

Ala Asn Leu Lys Gly Thr Lys Thr Axrg Gly Lys Leu Cys Pro Asn Cys
65 70 75 80

Leu Asn Cys Thr Asp Leu Asp Val Ala Leu Gly Arg Pro Met Cys Val

“Gly Thr Thr Pro Ser Ala Lys Ala Ser Ile Leu His Glu Val Arg Pro
100 105 110
Val Thr Ser Gly Cys Phe Pro Ile Met His Asp-Arg Thr Lys Ile Arg
115 120 125
Gln Leu Pro Asn Leu Leu Arg Gly Tyr Glu Asn Ile Arg Leu Ser Thr
130 135 140
Gln Asn Val Ile Asn Ala Glu Lys Ala Pro Gly Gly Pro Tyr Arg Leu
145 150 155 160
Gly Thr Ser Gly Ser Cys Pro Asn Ala Thr Ser Arg Ser Gly Phe Phe
165 170 175
Ala Thr Met Ala Trp Ala Val Pro Arg Asp Asn Asn Lys Thr Ala Thr
180 185 "190
Asn Pro Leu Thr Val Glu Val Pro Tyr Ile Cys Thr Lys Gly Glu Asp
195 200 205
Gln Ile Thr Val Trp Gly Phe His Ser Asp Asn Lys Pro Gln Met Lys
210 215 , 220
Asn Leu Tyr Gly Asp Ser Asn Pro Gln Lys Phe Thr Ser Ser Ala Asn
225 230 . 235 240



Gly
Thr
Met
val
Ile
305
Lys
Ala

Leu

Gly
385
val
Ile
Gln
Leu
Ile
465
Asp
Pro
Cys
Gly
Ser
545

Ser

Ile

Val
Glu
val
Leu

290
Lys

Lys
Ala
Gly
370
Met
Ala
Thr
Arg
450
Glu
Glu
Ser
Asn
Glu
530
Leu

Thr

val

Thr
Asp
Gln
275
Leu
Gly
Gly
Ala
Asn
355
Phe
Ile
Val
Lys
Leu
435
Glu
Leu
His
Ala
Gln
515
Phe
Asn

Ala
Tyr

(2) DUOMENYS APIE SEQ ID No:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:

Thr
Gly
260
Lys
Pro
Ser
Gly
Ile
340
Gly
Phe
Ala
Ala
Asn
420
Ser
Lys
Ala
Leu
Val
500
Thr
Ser
Asp
Ala

Met
580

His
245
Gly
Pro
Gln
Leu
Leu
325
Gly
Thr
Gly
Gly
Ala
405
Leu
Gly
val
val
Leu
485
Asp
Cys
Leu
Asp
Ser

565
val

Leu
Gly
Lys
Pro
310
Asn
Asn
Lys
Ala
Trp
3580
Asp
Asn
Ala
Asp
Leu
470
Ala
Ile
Leu
Pro
Gly
550

Ser

Ser

val
Pro
Lys
val
295
Leu
Lys
Cys
Tyr
Ile
375
His
Leu
Ser
Met
Asp
455
Leu
Leu
Gly
Asp
Thr
535
Leu

Leu

Arg

(A) ILGIS: 1802 baziy pory
"(B) TIPAS: nukleino rigétis
(C) SIOLY SKAICIUS: vienastilé
(D) TOPOLOGUA: linijine
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (genominé)
(iii) HIPOTETINE: NE

(iv) ANTISENSINE: NE
(vi) PRADINIS SALTINIS:
(E) ORGANIZMAS: gripo
(F) INDIVIDUALUS IZOLIATAS: B/Harbinas/7/94 tHA
(ix) YPATUMAS

(A) VARDAS/RAKTAS: polihedrino mRNR lyderis (dalinis)

‘Ser
Gln

Thr
280

Trp
Ile
Ser
Pro
Arg
360
Gly
Lys
Leu
Asp
440
Leu
Ser
Glu
Asn
Arg
520
Phe
Asp
Ala

Asp

virusas

(B) BUVIMO VIETA: 1 iki 18
(ix) YPATUMAS
(A) VARDAS/RAKTAS: rajonas, koduojantis HA baltymo signalinj peptida
(B) BUVIMO VIETA: 19 iki 69
(ix) YPATUMAS
(A) VARDAS/RAKTAS: Smal restrikcijos saitas
(B) BUVIMO VIETA: 22 iki 27

Gln
Ser
265
Gly
Cys
Gly
Lys
Ile
345
Pro
Gly
Tyr
Ser
Ser
425
Glu
Arg
Asn
Arg
Gly
508
Ile
Asp
Asn
val

Asn
585

18:

70
Ile
250
Gly
Thr
Ala
Glu

Pro
330

Trp
Pro
Phe
Thr
Thr
410
Glu
Leu
Ala
Glu
Lys
430
Cys
Ala
éer
His
Thr

570
Val

Gly
Arg
Ile
Ser
Ala
315
vVal
Ala
Leu
Ser
395
Gln
Leu
His
Asp
Gly
475
Leu
Phe
Ala
Leu
Thr
‘§55

Leu

Ser

Gly Phe Pro

Ile
val
Gly

300
Asp

Lys
Lys
Glu
380
His
Glu
Glu
Asn
Thr
460
Ile
Lys
Glu
Gly
Asn
540
Ile

Met

Cys

val

Tyr
285
Arg
Cys
Thr
Thr
Leu
365
Gly
Gly
Ala
val
Glu
445
Ile
Ile
Lys
Thr
Thr
§25
Ile
Leu
Ile

Ser

val
270
Gln
Ser
Leu
Gly
Pro
350
Leu
Gly
Ala
Ile
Lys
430
Ile
Ser
Asn
Met
Lys
510
Phe
Thr
Leu
Ala

Ile
590

Asp
255
Asp
Arg

Lys

‘His

Glu
335
Leu
Lys
Trp
His
Asn
415
Asn

Leu

Ser

Leu
485
His

Asn

Ile
578

Cys

LT 4461 B

Gln

Gly
val
Glu
320
His
Lys
Glu
Glu
Gly
400
Lys
Leu
Glu
Gln
Glu
480
Gly
Lys
Ala
Ala
560
Phe

Leu



TARAAARACC
TCCAACGCAG
ACAGCTACTC
ARATCTCATT
CTCAACTGCA
TCGGCAARAG
ATGCACGACA
AGATTATCAA
GGAACCTCAG
TGGGCTGTCC
TACGTTTGTA
GCCCAAATGA
GGAGTAACCA
GGGCTACCAC
GGAACAATTG
AGGAGCAAAG
_AAATACGGTG
GGARATTGCC
CCTCCTGCAA
. GGAGGATGGG
GTGGCAGTGG
CTCAATTCTT
GAACTCCATA
ATAAGCTCGC
GATGAGCATC
GACATAGGGA

ATAGCTGCTG

(ix) YPATUMAS

(A)VARDAS/RAKTAS: rajonas,

(B)BUVIMO VIETA: 70 iki 1776

(ix) YPATUMAS

71

(A)VARDAS/RAKTAS: Kpnl restrikcijos saitas

(B)BUVIMO VIETA: 1780 iki 1785

ix) YPATUMAS

(A)VARDAS/RAKTAS: Bglll restrikcijos saitas
(B)BUVIMO VIETA: 1786 iki 1791

(ix) YPATUMAS

A)VARDAS/RAKTAS: universalus

(B)BUVIMO VIETA: 1792 iki 1802
SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No: 18:

()
TATAAATAAT
ATCGAATCTG
AAGGGGAAGT
TTGCAAATCT
CAGATCTGGA
CTTCAATACT
GAACAAAAAT
CCCAAAACGT
GATCTTGCCC
CAAGGGACGA
CAGAAGGAGA
AARACCTCTA
CACATTATGT
ARAGCGGCAG
TCTATCAAAG
TAATAAAAGG
GATTAAACAA
CAATATGGGT
AACTATTAAA
AAGGAATGAT
CAGCAGACCT
TGAGTGAGCT
ACGAAATACT
ARATAGAACT
TATTGGCACT
ATGGATGCTT

GCACCTTTAA

GCCCGGGAAG
CACTGGGATA
CAATGTGACT
AAMAGGAACA
TGTGGCCTTG
CCACGAAGTC
CAGACAGCTA
TATCAATGCA
TAACGCTACC
CAACAAAACA
AGACCAAATT
TGGAGACTCA
TTCTCAGATT
AATTGTTGTT
AGGTGTTTTG
GTCCTTGCCT
AAGCAAGCCT
GAAAACACCT
GGARAGGGGT
TGCAGGTTGG
TAAGAGTACG
AGAAGTARAG
CGAGCTGGAT
TGCAGTCTTG
TGAGAGAAAA
CGAAACCAAA

TGCAGGAGAA

, koduojantis subrendusj rHA

transliacijos terminacijos signalas

GCAATAATTG
ACATCTTCAA
GGTGTGATAC
AAGACCAGAG
GGCAGACCAA
AGACCTGTTA
CCCAATCTTC
GAAAAAGCAC
AGTAGAAGCG
GCAACGAATC
ACTGTTTGGG
AATCCTCAAA
GGCGGCTTCC
GATTACATGG
TTGCCTCAAA
TTAATTGGTG
TACTACACAG
TTGAAGCTTG
TTCTTCGGAG
CACGGATACA
CAAGAAGCCA
AATCTTCAAA
GAGARAGTGG
CTTTCCAACG
CTAAAGAARA
CACAAGTGCA

TTITTCTCTCC

TACTACTCAT
ACTCACCTCA
CACTGACAAC
GGAAACTATG
TGTGTGTGGG
CATCCGGGTG
TCAGAGGATA
CAGGAGGACC
GATTTTTTGC
CACTAACAGT
GGTTCCATTC
AGTTCACCTC
CAGATCAAAC
TGCAAAAACC
AGGTGTGGTG
AAGCAGATTG
GAGAACATGC
CCAATGGAAC
CTATTGCTGG
CATCTCACGG
TAAACAAGAT
GACTAAGTGG
ATGATCTCAG
AAGGAATAAT
TGCTGGGTCC
ACCAGACCTG

CCACTTTTGA

LT 4461 B

GGTAGTAACA
TGTGGTCAAA
AACACCAACA
CCCAAACTGT
GACCACACCT
CTTTCCTATA
TGAARATATC
CTACAGACTT
AACAATGGCT
AGAAGTACCA
TGATAACAAA
ATCTGCTAAT
AGAAGACGGA
TGGGAAAACA
CGCGAGTGGC
CCTTCACGAA
AAAAGCCATA
CAAATATAGA
TTTCTTAGAA
AGCACATGGA
AACAAAAAAT
TGCCATGGAT
AGCTGACACT
AAACAGTGAA
CTCTGCTGTA
CTTAGACAGG

TTCACTGAAT

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1620



LT 4461 B

72
ATTACTGCTG CATCTTTAAA TGATGA&'GGA TTGGATAATC ATACTATACT GCTCTACTAC 1680
TCAACTGCTG CTTCTAGTTT GGCTGTAACA TTGATGATAG CTATTTTTAT TGTTTATATG 1740
GTCTCCAGAG ACAATGTTTC ATGCTCCATC TGTCTGTGAG GTACCAGATC TTAATTAATT 1800

AR 1802
(2) DUOMENYS APIE SEQ ID No: 19:

(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:

(A) ILGIS: 586 aminortgstis

(B) TIPAS: aminortgstis

(C) SIOLY SKAICIUS: vienasialé

(D) TOPOLOGIJA: linijiné

(xi) MOLEKULES TIPAS: peptidas

(xit) HIPOTETINE: NE

(xiii)  ANTISENSINE: NE

(xiv)  FRAGMENTO TIPAS: N-terminalinis
(vi) PRADINIS SALTINIS:

(G) ORGANIZMAS: gripo virusas

(B) INDIVIDUALUS IZOLIATAS: B/Harbinas/7/94 rtHA
(ix) YPATUMAS

(A) VARDAS/RAKTAS: HA signalinis peptidas
(B) BUVIMO VIETA: 1 iki 17

(ix) YPATUMAS
(A) VARDAS/RAKTAS: subrendgs rHA
(B) BUVIMO VIETA: 18 iki 569

* (xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No: 19:

Met Pro Gly Lys Ala Ile Ile Val Leu Leu Met Val Val Thr Ser Asn
: 5 10 15
Ala Asp Arg Ile Cys Thr Gly Ile Thr Ser Ser Asn Ser Pro His Val
20 25 30
Val Lys Thr Ala Thr Gln Gly Glu Val Asn Val Thr Gly Vval Ile Pro
35 ’ 40 45
Leu Thr Thr Thr Pro Thr Lys Ser His Phe Ala Asn Leu Lys Gly Thr
S0 133 " 60
Lys Thr Arg Gly Lys Leu Cys Pro Asn Cys Leu Asn Cys Thr Asp Leu
€5 70 75 80
Asp Val Ala Leu Gly Arg Pro Met Cys Val Gly Thr Thr Pro Ser Ala
8S 90 95
Lys Ala Ser Ile Leu His Glu Val Arg Pro Val Thr Ser Gly Cys Phe
100 105 110 :
Pro Ile Met His Asp Arg Thr Lys Ile Arg Gln Leu Pro Asn Leu Leu
115 120 128 '
Arg Gly Tyr Glu Asn Ile Arg Leu Ser Thr Gln Asn Val Ile Asn Ala
130 135 140 .
Glu Lys Ala Pro Gly Gly Pro Tyr Arg Leu Gly Thr Ser Gly Ser Cys
145 150 155 160
Pro Asn Ala Thr Ser Arg Ser Gly Phe Phe Ala Thr Met Ala Trp Ala
165 170 175
Val Pro Arg Asp Asp Asn Lys Thr Ala Thr Asn Pro Leu Thr Val Glu
180 ‘ 185 190 .
Val Pro Tyr Val Cys Thr Glu Gly Glu Asp Gln Ile Thr Val Trp Gly
185 200 205
Phe His Ser Asp Asn Lys Ala Gln Met Lys Asn Leu Tyr Gly Asp Ser
210 215 220
Asn Pro Gln Lys Phe Thr Ser Ser Ala Asn Gly Val Thr Thr His Tyr
225 230 23S 240
Val Ser Gln Ile Gly Gly Phe Pro Asp Gln Thr Glu Asp Gly Gly Leu
245 250 255
Pro Gln Ser Gly Arg Ile Val Val Asp Tyr Met Val Gln Lys Pro Gly
260 265 270
Lys Thr Gly Thr Ile Val Tyr Gln Arg Gly Val Leu Leu Pro Gln Lys
275 280 285
Val Trp Cys Ala Ser Gly Arg Ser Lys Val Ile Lys Gly Ser Leu Pro
290 2395 300

e



Leu
305
Lys
Cys
Tyr
Ile
His
385
Leu

Ser

Met

Leu
465
Leu

Gly

Thr

Leu
545
Leu

Ile
Ser
Pro
Arg
Ala
370
Gly
Lys
Leu
Asp
Leu
450
Ser
Glu
Asn
Arg
Phe
530
Asp

Ala

73

Gly Glu Ala Asp Cys Leu His Glu Lys Tyr Gly Gly Leu
310 315
Lys Pro Tyr Tyr Thr Gly Glu His Ala Lys Ala Ile Gly
325 330 335
Ile Trp Val Lys Thr Pro Leu Lys Leu Ala Asn Gly Thr
340 345 350
Pro Pro Ala Lys Leu Leu Lys Glu Arg Gly Phe Phe Gly
355 360 - 365
Gly Phe Leu Glu Gly Gly Trp Glu Gly Met Ile Ala Gly
375 380
Tyr Thr Ser His Gly Ala His Gly Val Ala Val Ala Ala
' 390 3958
Ser Thr Gln Glu Ala Ile Asn Lys lle Thr Lys Asn Leu
. 405 410 415
Ser Glu Leu Glu Val Lys Asn Leu Gln Arg Leu Ser Gly
420 425 430
Glu Leu His Asn Glu Ile Leu Glu Leu Asp Glu Lys Val
435S 440 445
Arg Ala Asp Thr Ile Ser Ser Gln Ile Glu Leu Ala Val
455 460
Asn Glu Gly Ile Ile Asn Ser Glu Asp Glu His Leu Leu
470 475
Arg Lys Leu Lys Lys Met Leu Gly Pro Ser Ala Val Asp
485 490 495
Gly Cys Phe Glu Thr Lys His Lys Cys Asn Gln Thr Cys
S00 505 510
Ile Ala Ala Gly Thr Phe Asn Ala Gly Glu Phe Ser Leu
515 520 525
Asp Ser Leu Asn Ile Thr Ala Ala Ser Leu Asn Asp Asp
835 540
Asn His Thr Ile Leu Leu Tyr Tyr Ser Thr Ala Ala Ser
550 555
Val Thr Leu Met Ile Ala Ile Phe Ile Val Tyr Met Val
565 570 5§75
Asn Val Ser Cys Ser Ile Cys Leu
580 585

DUOMENYS APIE SEQ ID No: 20:
(i)SEKOS CHARAKTERISTIKOS:

(A) ILGIS: 1757 baziy pory

(B) TIPAS: nukleino rugitis

(C) SIOLY SKAICIUS: vienasidle

(D) TOPOLOGUA: linijine

) MOLEKULES TIPAS: DNR (genominé)

(vi) HIPOTETINE: NE

(vii)  ANTISENSINE: NE

(vi)PRADINIS SALTINIS:

(AYORGANIZMAS: gripo virusas

(B) INDIVIDUALUS IZOLIATAS: A/Johanesburgas/33/94 rHA
(ix) YPATUMAS

(A)VARDAS/RAKTAS: polihedrino mRNR lydens (dalinis)
(B)BUVIMO VIETA: 1iki 18

(ix) YPATUMAS

LT 4461 B

Asn
320
Asn
Lys
Ala
Trp
Asp
400
Asn
Ala
Asp
Leu
Ala
480
Ile
Leu
Pro
Gly
Ser

560
Ser

(A)VARDAS/RAKTAS: raJonas koduojantis AcNPV 61K baltymo mgnaluu peptldq

(B)BUVIMO VIETA: 19 iki 72

(ix) YPATUMAS

(A)VARDAS/RAKTAS: Smal restrikcijos saitas
(B)BUVIMO VIETA: 76 iki 81

(ix) YPATUMAS

(A)VARDAS/RAKTAS: rajonas, keduojantis subrendusi rHA
(B)BUVIMO VIETA: 73 iki 1731

(ix) YPATUMAS

(A)VARDAS/RAKTAS: Kpnl restrikcijos saitas
(B)BUVIMO VIETA: 1735 iki 1740

(ix) YPATUMAS

(A)VARDAS/RAKTAS: BglIl restrikcijos saitas



(B)BUVIMO VIETA: 1741 iki 1747
(ix) YPATUMAS
A)VARDAS/RAKTAS: universalus transliacijos terminacijos signalas
(B)BUVIMO VIETA: 1747 iki 1757
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No: 20:

TAAAAAAACC TATAAATAAT

GTTTCTAACG
TGCCTGGGAC
ATTGAAGTGA
AGTCCTCACC
CCTCATTGTG
TACAGCAACT
TCATCAGGCA
GGGAAAAGCT
TTGCACAAAT
TTTGACAAAT
C%ATATGTCC
ATCCCGGATA
TGGACAATAG
CCTCGGGGTT
ATTGGCAACT
TTTCAAAATG
CTGAAATTGG
GCAATCGCAG
AGGCATCAAA
ATCGACCAARA
CAAATCGAAA
GAAGACACTA
CAACATACAR
CAACTGAGGG
GACAATGCCT
GAAGCATTAA
TGGATTCTAT
TTCATCATGT

AGATCTTAAT

CGATTCCCGG
ACCATGCAGT
CTAATGCTAC
GAATCCTTGA
ATGGCTTCCA
GTTACCCTTA
CCCTGGAGTT
ATGCTTGCAA
TAGAATACAA
TGTACATTTG
GAGCATCAGG
TCGGGTATAG
TAARACCGGG
ACTTCAAAAT
GCAGTTCTGA
TAAACAGGAT
CAACAGGGAT
GTTTCATAGA
ATTCTGAGGG
TCAACGGGAA
AAGAATTCTC
AAATAGATCT
TTGATCTAAC
AAAATGCTGA
GCATAGGGTC
ACAACCGGTT
GGATTTCCTT
GGGCCTGCCA

TAATTAA

GCCCTTGTAC
GCAGGACCTT
GCCAAACGGA
TGAGCTGGTT
TGGAAAGAAC
AAATAAGGAA
TGATGTGCCG
TATCAACGAA
AAGGGGATCT
ATATCCAGCG
GGGGGTTCAC
GAGAGTCACA
ACCATGGGTA
AGACATACTT
ACGAAATGGG
ATGCATCACT
CACATATGGG
GCGGAATGTA
AAATGGTTGG
CACAGGACAA
ACTGAATAGG
AGAAGTAGAA
CTGGTCTTAC
TGACTCAGAA
GGACATGGGC
AATCAGAAAT
CCAGATCAAA
TGCCATATCA

AAAAGGCAAC

(2) DUOMENYS APIE SEQ ID No: 21:

74

AAATTGTTAA
CCAGGAAATG
ACGCTAGTGA
CAGAGTTCCC
TGCACACTGA
TGGGACCTTT
GATTATGCCT
AACTTCAATT
GTTAACAGTT
CTGAACGTGA
CACCCGAGCA
GTCTCTACCA
AGGGGTCAGT
TTGATTAATA
AAAAGCTCAA
CCAAATGGAA
GCCTGCC;CA
CCAGAGARAC
GAGGGAATGG
GCTGCAGATC
TTAGTCGAGA
GGGAGAATTC
AATG&GGAGC
ATGAACAAAC
AATGGTTGTT
GGAACTTATG
GGTGTTGAGC
TGCTTTTTGC

ATTAGGTGCA

ACGTTTTGTG
ACAACAGCAC
AAMACAATCAC
CAACAGGTAG
TAGATGCTCT
TTGTTGAACG
CCCTTAGGTC
GGACTGGAGT
TCTTTAGTAG
CTATGCCAAA
CGGACAGTGA
AAAGAAGCCA
CCAGTAGAAT
GCACAGGGAA
TAATGAGGTC
GCATTCCCAA
GATATGTTAA
AAACTAGAGG
TAGACGGTTG
TTAAAAGCAC
AAACGAACGA
AGGACCTCGA
TTCTTGTTGC
TGTTTGAAAG
TCAAAATATA
ACCATGATGT
TGAAGTCAGG
TTTGTGTTGT

ACATTTGCAT

LT 4461 B

GTTGGTCGCC
AGCAACGCTG
GAATGATCAA
AATATGCGAC
ATTGGGAGAC
CAGCAAAGCT
ACTAGTTGCC
CGCTCAGGAT
ATTGAATTGG
CAATGGCAAA
CCAAACCAGC
ACAAACTGTA
AGGCATCTAT
TCTAATTGCT
AGATGCACCC
TGACAAACCT
GCAAAACACT
CATATTCGGC
GTACGGTTTC
TCAAGCAGCA
GAAATTCCAT
GAAATATGTT
TCTGGAGAAC
AACAAGGAAG
CCACAAATGT
ATACAGAGAC
ATACAAAGAT
TTTGCTTGGG

TTGAGGTACC

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1757



Met
Asn
Thr
Thr
Gln
65

Asp
Cys
Lys
Leu
Asn
145
Lys
Lys
Gly

val
225
Arg
Ile
Ile
Met
Pro
305
Ile

Leu

Phe

Pro
Ala
Leu

Ile

Ser

Gly
Asp
Ala
Arg
130
Phe
Arg
Leu
Lys
Ser
210
Ser
Pro
val
Ala
Arg
290
Asn
Thr
Ala

Gly

(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 571 aminortiigdtis
(B) TIPAS: aminorugstis

(C)SIULY SKAICIUS: vienasidle
(D) TOPOLOGUA: linijiné
(ii)MOLEKULES TIPAS: peptidas
(it)HIPOTETINE: NE

(iv)ANTISENSINE: NE

(v)FRAGMENTO TIPAS: N-terminalinis
(vi) PRADINIS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: gripo virusas
(B) INDIVIDUALUS [ZOLIATAS: A/Johanesburgas/33/94 tHA

(ix) YPATUMAS

75

(A) VARDAS/RAKTAS: AcNPV 61K baltymo signaliné seka
(B) BUVIMO VIETA: 1 iki 18

(ix) YPATUMAS

(A) VARDAS/RAKTAS: subrendes rHA
(B) BUVIMO VIETA: 19 iki 569
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No: 21:

Leu
Ile
Cys
35

Thr
Ser
Lys
Gly

Tyx
115

Serxr
Asn
Gly
Glu
Phe
185
Asp
Thr
Trp
Lys
Pro
27%
Sex
Gly
Tyr
Thr

Ala
35S

Tyx

Pro
20

Leu
Asn
Pro
Asn
Phe
100
Ser
Leu
Trp
Ser
180
Asp
Gln
Lys
Val
Pro
260
Arg
Asp
Ser
Gly
Gly

340
Ile

Lys Leu Leu Asn Val
5

Gly
Gly
Asp
Thr

Cys
85

Gln
Asn
val
Thr
val
165
Lys
Lys
Thr
Arg
Arg
245
Gly
Gly
Ala
Ile
Ala
325
Met

Ala

Gln
His
Gln
Gly
70

Thr
Asn
Cys
Ala
Gly

150
Asn

Tyr
Leu
Ser
Ser
230
Gly
Asp
Tyr

Pro

Asp
His
Ile
5

Arg

Leu

Lys

Ser
135
val
Ser

Pro

Leu
215
Gln
Gln
Ile
Phe
Ile
295
Asn
Pro

Asn

Phe

Leu
Ala
40

Glu
Ile
Ile
Glu
Pro
120
Ser
Ala
Phe
Ala

Ile
200

TyT
Gln
Ser
Leu
Lys
280
Gly
Asp
Arg
Val

Ile
360

Pro
25

val
val
Cys
Asp
Trp

105
Tyr

Gly
Gln
Phe

Leu
185

Trp
val
Thr
Ser
Leu
265
Ile
Asn
Lys
Tyr
Pro

345
Glu

Leu
10

Gly
Pro
Thr
Asp
Ala
S0

Asp
Asp
Thr
Asp
Ser
170
Asn
Gly
Arg
val
Arg
250
Ile
Arg
Cys

Pro

Val
330

‘Glu

Asn

Trp
Asn

Asn
Ser
75

Leu
Leu
val

Leu

Asn

Asn
Ser
Phe
315
Lys
Lys

Gly

Leu
Asp
Gly
Ala
Pro
Leu
Phe
Pro
Glu
140
Lys
Leu
Thr
His
Ser
220
Pro
Gly
Ser
Gly
Serx
300
Gln
Gln
Gln

Trp

val
Asn
Thr
45

Thr
His
Gly
Val
Asp
125
Phe
Ser
Asn
Met
His
205
Gly
Asp
Ile
Thr
Lys
285
Glu
Asn
Asn

Thr

Glu
365

Ala
Ser
30

Leu
Glu
Arg
Asp
Glu
110

Ile

Trp
Pro
190
Pro
Arg

Ile

Gly
270
Ser

Cys
val
Thr
Arg

350
Gly

val
Thr
val
Leu
Ile
Pro
95

Arg
Ala
Asn
Ala
Leu
178
Asn
Ser
val
Gly
Trp
255
Asn
Ser
Ile
Asn
Leu
335
Gly

Met

LT 4461 B

Ser
Ala
Lys
vVal
Leu
80

His
Ser

Ser

Glu

Cys
160
His
Asn
Thr

Thr

Tyr
240

Thr
Leu
Ile
Thr

Arg

320

Lys
Ile

Val



Ala
385
Lys

Glu

Leu
Met
465
Glu

Ala

Lys

Cys
545
Gln

Gly
370
Ala
Leu
Lys
Vval
val
450
Asn
Asp
Cys
Asp
Ser
530
Phe

Lys

76

Trp Tyr Gly Phe Arg ﬁis Gln Asn Ser Glu Gly

375 380

Asp Leu Lys Ser Thr Gln Ala Ala Ile Asp Gln

390 395

Asn Arg Leu Val Glu Lys Thr Asn Glu Lys Phe

405 410

Glu Phe Ser Glu Val Glu Gly Arg Ile Gln Asp

420 425

Glu Asp Thr Lys Ile Asp Leu Trp Ser Tyr Asn
435 440 445
Ala Leu Glu Asn Gln His Thr Ile Asp Leu Thr

455 ) 460

Lys Leu Phe Glu Arg Thr Arg Lys Gln Leu Arg

470 475

Met Gly Asn Gly Cys Phe Lys Ile Tyr His Lys

485 490

Ile Gly Ser Ile Arg Asn Gly Thr Tyr Asp His

500 505

Glu Ala Leu Asn Asn Arg Phe Gln Ile Lys Gly
S1s $20 525
Gly Tyr Lys Asp Trp Ile Leu Trp Ile Ser Phe

535 540

Leu Leu Cys Val Val Leu Leu Gly Phe Ile Met

550 © 555
Gly Asn Ile Arg Cys Asn Ile Cys Ile
565 570

(2) DUOMENYS APIE SEQ ID No: 22:

(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:

(A) ILGIS: 39 bazés

(B) TIPAS: nukleino rigstis

(C) STOLY SKAICIUS: vienasiflle
(D)TOPOLOGUA: linijine

(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No: 22:

TGGTTGGTCG CCGTTTCTAA CGCGATTCCC GGGGGTACC

(2) DUOMENYS APIE SEQ ID No: 23:

(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:

(A) ILGIS: 13 aminoriigiiy

(B) TIPAS: aminorigstis

(C) SIOLY SKAICIUS: vienasiale
(D)TOPOLOGUA: linijiné

(ii) MOLEKULES TIPAS: peptidas

(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No: 23:

Trp Leu Val Ala Val Ser Asn Ala Ile Pro Gly Gly Thr
1 5 10
(2) DUOMENYS APIE SEQ ID No: 24:

(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:

(A) ILGIS: 43 baziy poros

(B)TIPAS: nukleino rigstis

(C) SIOLY SKAICIUS: vienasiiilé
(D)TOPOLOGLUIA: linijiné

(x{)SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No: 24:

Thr
Ile
His
Leu
430
Ala
Asp
Glu
Cys
Asp
510
Val
Ala

Trp

TGGTTAGTCG CCTGTCCTG CAGGCCAGAG AGGCCTTGGT ACC

(2) DUOMENYS APIE SEQ ID No: 25:

(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A)ILGIS: 18 baziy pory

(B)TIPAS: nukleino riigstis

(C) SIULY SKAICIUS: vienasialée
(D)TOPOLOGUA: linijiné

(xi)SEKOS APRASYMAS: SEQ [D No: 25:

LT 4461 B

Gly Gln

Asn
Gln
415
Glu
Glu
Ser
Asn
Asp
495
val
Glu
Ile

Ala

Gly
400
Ile
Lys
Leu
Glu
Ala

480
Asn

TyT
Leu

Ser

Cys
560



71 LT 4461 B

GTCGCCGTGT 18

(2) DUOMENYS APIE SEQ ID No: 26:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A)ILGIS: 18 baziy pory

(B)TIPAS: nukleino riigstis

(C) SITLY SKAICIUS: vienasillé
(D)TOPOLOGIJA: linijing

*(xi)SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No: 26:
TAATTGGCCA GAGAGGCC 18

(2) DUOMENYS APIE SEQ D No: 27:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A)ILGIS: 39 bazes

(B)TIPAS: nukleino ragstis

(C) SITLY SKAICIUS: vienasidlé
(D)TOPOLOGIJA: linijiné

(x)SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No: 27:
GGGGGATCCG GTACCAGCAA AAGCAGGGA TAATTCTAT 39

(2) DUOMENYS APIE SEQ D No: 28:
i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
A)ILGIS: 38 bazés :
B)TIPAS: nukleino rigstis

C) SITLY SKAICIUS: vienasille
D)TOPOLOGHJA: linijiné

xi)SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No: 28:
GGGGGTACCC CCGGGGACTT TCCAGGAAAT GACAACAG 38

(2) DUOMENYS APIE SEQ D No: 29:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A)ILGIS: 44 bazés

(B)TIPAS: nukleino rigstis

(C) SIOLY SKAICIUS: vienasiilé
(D)TOPOLOGIJA: linijiné

(xi)SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No: 29:
CCCGGTACCG AATCATCCTA GAAACAAGGG TGTTTTAAT TAAT 44

(2) DUOMENYS APIE SEQ ID No: 30:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(ANLGIS: 47 bazés

(B)TIPAS: nukleino rigstis

(C) SITLY SKAICIUS: vienasidlé
(D)TOPOLOGIJA: linijiné

(xi)SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No: 30:
GGGGAATTCG GTACCCCCGG GAAGGCAATA ATTGTACTAC TCATGGT 47

(2) DUOMENYS APIE SEQ ID No: 31:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:

(
(
(
(
(
(

Rur BN AN e
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(A)ILGIS: 36 bazes

(B)TIPAS: nukleino rigstis

(C) sIlLy SKAICIUS: vienasidle
(D)TOPOLOGIJA: linijiné

(xi)SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No: 31:
GGTACCCCCG GGGATCGAAT CTGCACTGGG ATAACA 36

(2) DUOMENYS APIE SEQ 1D No: 32:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A)ILGIS: 50 baziy

(B)TIPAS: nukleino rigstis

(C) SIOLY SKAICIUS: vienasidle
(D)TOPOLOGIJA: linijine

(x))SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No: 32:
GGGGAATTCG GATCCGGTAC CTCACAGACA GATGGARCAA GAAACATTGT 50
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ISRADIMO APIBREZTIS

Rekombinantinis gripo viruso HAO hemagliutinino baltymas,
ekspresuotas bakuloviruso ekspresijos sistemos pagalba
vabzdziy lasteliy kultdroje.

Baltymas pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad
bakuloviruso signalinis peptidas prijungtas tiesiogiai prie HAO
baltymo be jsiterpianciy seky.

Baltymas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad turi
vaistiniu pozidriu tinkamg nesiklj ir yra paruoStas naudoti kaip
vakcina.

Baltymas pagal 1 punktg, besiskiriantistuo, kad turi
adjuvanta ir vaistiniu pozidriu tinkama ne3iklj ir yra paruostas
naudoti kaip vakcina.

Baltymas pagal 3 punktg, besiskiriantis tuo, kad
vaistiniu pozilriu tinkamas neSiklis yra polimeriné pateikimo
sistema.

Baltymas pagal 1 punktg, besiskiriantistuo, kad gripo
virusas yra atrinktas i$ grupés, sudarytos i$ gripo viruso A ir B
kamieny.

Baltymas pagal 6 punktg, besiskiriantistuo, kad gripo
virusas infekuoja zmones.

Baltymas pagal 1 punktg, besiskiriantistuo, kad turi
antrajj baltyma, kuris yra sulietas su hemagliutininu.

Baltymas pagal 8 punkta, besiskiriantistuo, kad yra
atrinktas i$ grupes, sudarytos i$ hepatito B viruso baltymy, yA\Y
baltymy, karcinoembrioninio antigeno ir neuraminidazes.
Vektorius, naudojamas. rekombinantinio gripo viruso HAQ
hemagliutinino baltymo gamybai, susidedantis is Siy &' - >3'
seky: bakuloviruso polihedrino promotoriaus, ATG transliacijos
startinio kodono, signalinio peptido, seku, koduojanciy gripo
viruso kamieno subrendusj hemagliutining, transliacijos
terminacijos kodono ir polihedrino RNR poliadenilinimo signalo.
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Vektorius pagal 10 punkta, besiskiriantistuo, kad jo
signalinis peptidas yra bakuloviruso baltymas, kurio molekuline
mase apie 61K ir aminorligsc¢iy seky rinkinys yra tarp pirmujy
18 aminorig3¢iy, nurodyty Seky Sarase ID No. 7.

Vektorius pagal 10 punktg, be siskiriantistuo, kad turi
signalinj peptida, kuris yra gripo viruso hemagliutinino baltymo
promotorius.

Vektorius pagal 10 punktg, besiskiriantistuo, kad jo
seka, koduojanti signalinj peptidg ir hemagliutining, nekoduoja
jokiy jsiterpianciy aminoragsciy.

Vektorius pagal 10 punktg, besiskiriantistuo, kad turi
seka, koduojandia antrgji baltyma, kuris yra ekspresuojamas
kaip sulietas su hemagliutininu baltymas.

Vektorius pagal 10 punktg, besiskiriantistuo, kad yra
transfekuotas j kultivuojamas vabzdzZiy lasteles.
Rekombinantinio gripo viruso hemagliutinino baltymo gavimo
bidas, susidedantis i$ vabzdZiy lgsteliy kultGros
uzkrétimo panaudojant vektoriy, turintj Sias &' -> 3' sekas:
bakuloviruso polihedrino promotoriaus, ATG transliacijos
startinio kodono, signalinio peptido, sekuy, koduojanciy gripo
viruso kamieno, atrinkto i$ grupés, sudarytos i$ gripo viruso A ir
B kamieny, hemagliutining, transliacijos terminacijos kodono ir
polihedrino RNR poliadenilinimo signalo, ir Iasteliy auginimo
maitinanéioje terpéje. '

Bldas pagal 16 punktag, besiskiriantis tuo, kad galima
i8skirti HAO gripo viruso hemagliutinino baltyma iki maZiausiai
95% grynumo. ‘

Bldas pagal 17 punkta, besiskiriantistuo, kad baltymg
gauna iSskiriant hemagliutining iS5 nemembraniniy baltymy
Sarminiame pH, plaunant su membrana susijusius baltymus
tam, kad bty eliuotas hemagliutininas, i8skiriant hemagliutining
i kitu baltymu, pririsant juos prie anijony kaitos celiuliozes
keiCiant druskos koncentracija.
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19. Vektoriaus, turincio Sias 5' -> 3' sekas: bakuloviruso polihedrino
promotoriaus, ATG transliacijos startinio kodono, signalinio
peptido, sekuy, koduojanciy gripo viruso kamieno, atrinkto i$
grupes, sudarytos i$ gripo viruso A ir B kamieny, hemagliutinina,
transliacijos  terminacijos kodono ir polihedrino RNR
poliadenilinimo signalo, gavimo bidas, besiskiriantis
tuo, kad virusas surenkamas i3 Igsteliy kultGros terpés ir
iSskiriama arba gripo  viruso A kamieny virusiné RNR , arba B
kamieny mRNR; sintezuojama cDNR naudojant arba universaly
pradmenj (5' - AGCAAAAGCAGG-3' ( SEQ ID No. 1), kuomet
dirbama su gripo viruso A kamieny virusine RNR, arba
atsitiktinius pradmenis, kuomet dirbama su gripo viruso B
kamieny mRNR, ir kuomet &' ir 3' pradmenys turi tokius
restrikcijos  enzimy  saitus galuose, Kkurie nerandami
hemagliutininy geny viduje; amplifikuojami A arba B gripo viruso
pradmenys ir gripo viruso cDNR sumaidant su hemagliutinino
geno segmentais, tam, kad bdtu gauti dvisitliai DNR fragmentai,
turintys sekas, koduojanCias pilng subrendusj hemagliutining;
identifikuojamas hemagliutinino genu signalinis peptidas ir
tuomet amplifikuojami hemagliutinino genai be signalinio
peptido; ir klonuojami hemagliutinino genai be signalinio peptido
vektoriuje, turinCiame savo sudétyje AcNPV polhedrino
promotoriu.

20. Bldas pagal 19 punktg, besiskiriantis tuo, kad
hemagliutinino genus klonuoja vektoriuje, panaudojant PCR
tokiu bldu, kad vektorius koduoty signalinj peptida, sujungta
tiesiogiai su hemagliutininu be jsiterpianciy aminorlgsciu.

21. Bldas pagal 19 punktg, besiskiriantis tuo, kad vektoriu
transfekuoja | vabzdziy Iasteles ir atrenka Iasteles,
ekspresuojancias hemagliutinina.

22. Rekombinantinio HAO hemagliutinino baltymas, ekspresuotas
bakuloviruso ekspresijos sistemos pagalba vabzdziu Iasteliu
kultdroje, skirtas panaudoti vakcinacijai nuo gripo.
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Baltymas pagal 22 punktg, besiskiriantis tuo, kad
naudoja baltymg polimeringje pateikimo sistemoje.

Baltymas pagal 22 punkta, besiskiriantistuo, kad gripo
virusg atrenka i$ grupés, sudarytos i$ gripo viruso A ir B
kamieny.

Baltymas pagal 22 punktg, besiskiriantis tuo, kad
gyving pasirenka i$ grupés, Kkuriai priklauso Zinduoliy ir
pauksciy radys.

Baltymas pagal 22 punktg, besiskiriantis tuo, kad
gyvlnas yra Zmogus.
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Fig. 2
GRIPO VIRUSAS A/TEKSASAS/36/91

VIRUSINE RNR Universalus pradmuo

A/TEKSASAS/36/91 / 5'-AGCAAAGCAGG-3'

M-MuLV atkas'tiné transkriptazé

Gripo viruso cDNR PGR pradmenys

HA geno S'galo:
\ 5-GGG GGT ACC CCC GGG AGC
AAA AGC AGG GGA AAA TAA
PGR AAA-3

HA geno 3'galo:

Viso ileio HA 3'-GA AAC GTC ACGTCT TAT
150 510 1A genas ACGIT TAGIT ACT CCA TGG

cce-5'

Geno 3'galo sekvenavimas
Naujo 5'galo PGR pradmens sukiirimas

+ <+ 5'galas be signalinés sekos:
PGR 5'-GGG GGT ACC CCC GGG
GAC ACA ATATGT ATA
l GGC TAC CAT-3"
HA genas be signalinio HA geno 3'galas:
nentido sekos 3'GA AAC GTC ACGTCT
TAT ACG/T TAG/T ACT CCA
HA genas
= TA vektorius .
l 61K signalinis peptidas
Kpnl polihedrino

Kpnl

]

61K signalinis peptidas
polihedrino
promotorius

l promotorius

Kpnl

MGS 12

Bakulo-viruso
rekombinacijos
vektorius
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