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Zpisob vyroby hemaglutininovych multivalenénich vakcin

proti chripce

Oblast techniky

Vyndlez se obecné tykd rekombinantnich vakcin proti

chripce.

Dosavadni stav techniky

KaZdorodné v celém sv&t& propukaji epidemie chrfipky,
které zptisobuji znadnou nemocnost a Umrtnost. Chfipkovy vir
nejdasté&ji napadd déti, které se velkou m&rou podili na
pfenosu virl chfipky ve spolelnosti. U starych osob a osob
se zdravotnimi problémy existuje v pripadé infikace
chfipkovym virem zvyZené riziko vzniku moZnych komplikaci a
s nimi spojené hospitalizace. V samotnych Spojenych statech
americkych zptsobil zapal plic a chfipka v letech 1956 aZ
1988 b&hem kaZdé chripkové sezdny vice neZ 10 000 Umrti a
ka®dou druhou sezénu bylo =zaznamendno dokonce vice neZ
40 000 Umrti (Update: Influenza Activity - United States
and Worldwide, and Composition of the 1992-1993 Influenza
Vaccine, Morbidity and Mortality Weekly Report. U.S.

Departmente of Health and Human Services, Public Health
Service, 41/No. 18:315-323, 1992). Chripkové viry Jsou
vysoce pleomorfni C&stice, tvorené dvémi povrchovymi
glykoproteiny, hemaglutininem (HA) a neuraminidazou (NA).
HA zprostfedkovdvad navazani viru na hostitelskou membrdnu a
fizi viro-bund&né membrény béhem pronikani viru do butiky.

Genom chr¥ipkového viru je tvofen osmi Jjednofetézcovymi
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protismyslnymi RNA segmenty z nichZ ¢tvrty nejveétsi segment
kéduje HA gen. Chrfipkové viry jsou rozdé&leny na =zékladé
antigenovych diferenciaci na typ A, B a C. Viry chripky A
popisuje nomenklatura, jejiZ soucédsti je oznacCeni podtypu
nebo typu, geografické misto pavodu, pocet retézcl a rok
izolace, napriklad A/Beijing/353/89. Existuje alespon 13
podtyplh HA (H1-H13) a devét podtypl NA (N1-N9). Vsechny
tyto podtypy byly nalezeny u ptékd, ale u 1lidi, prasat a
koni byly zjistény pouze H1-H3 a N1-N2 (Murphy and Webster,
,Orthomyxoviruses™, in Virology, ed. Fields, B.N., Knipe,
D.M., Chanock, R.M., 1091-1152 (Raven Press, New York,
(1990)).

Protilatky, jejichZ ukolem Jje HA neutralizace viru a
vytvoreni baze pro vytvofeni prirozené imunity proti
infekci zpGsobené chfipkou, popisuje napfiklad Clements v
&lanku ,Influenza Vaccines“™ ve Vaccines: New Approaches to
Immunological Problems, ed. Ronald W. Ellis str. 129-150
(Butterworth-Heinemann, Stoneham, MA 1992). Antigenova
variace v HA molekule je <&asto zodpové&dnad za propuknuti

ch¥ipky a omezenou imunizacéni kontrolu infekce.

Trojrozmérnd struktura HA a interakce s Jejim
celuldrnim receptorem, kyselinou sialovou, byla extenzivné
studovana (Wilson a kol., Structure of the hemagglutinin
membrane glykoprotein of influenza virus at 3A" rozligeni®
Nature 289:366-378 (1981); Weis a kol., ,Structure of the
influenza virus hemagglutinin completed with its receptor,
sialic acid“ Nature, 333:426-431 (1988); Murphy and
Webster, 1990). HA molekula je ve virionu pritomna jako
trimer. KaZdy monomer existuje ve formé& retézcl HALl a HAZ,
vazanych  jednoduchou disulfidovou vazbou. Infikované

hostitelské bunky produkuji prekurzorovy glykosyladtovany
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polypeptid (HAO) s molekulovou hmotnosti priblizné 85 000,

ktery se nédsledné rozs$tépi na HAl a HA2.

Pritomnost ch¥ipky, HA-specificky neutralizujici IgG a
IgA protiléatku, souvisi s rezistenci va¢i infekci a nemoci
(Clements, 1992). Cely inaktivovany virus nebo <&éastecéné
vy&ist&né (podjednotka =ziskand sestfihem) vakciny proti
chfipce jsou standardizoviny tak, Ze obsahuji urcité
mnoZstvi HA z kaZdého rfetézce. Chripkové vakciny zpravidla
obsahuji 7 aZ 25 pg HA z kaZdého ze zminénych t¥i retézcu

ch¥ipkového viru.

Role dal3iho hlavniho povrchového glykoproteinu, NA,
pokud jde o ochrannou imunitu protilatky nebo T-bunélné
odezvy na chrfipkové viry, nebyla doposud definovéana.
Neuraminididza Je v pfipadé <&isténi a skladovani velmi
nestdld (Murphy a Webster, 1990) a mnoZstvi NA v soucasné
pouZivanych vakcindch proti chrfipce neni standardizovano.
Vy¢isténd HA, ale nikoliv NA vakcina chréani pZfed
onemocnénim zvifata napadend chripkou (Johansson a kol.,
,Purified influenza virus hemagglutinin and neuraminidase
are equivalent in stimulation of antibody response but
induce <contrasting types of immunity to infection®

v

J. Virology, 63:1239-1246 (1989)). Ukéazalo se, Ze

experimentdlni vakcina na bé&zi neuraminidézového antigenu
neposkytuje &lov8ku ochranu (Orga a kol., J. Infect. Dis.

135:499-506 (1977)).

Vakciny proti chfipce, na které bylo udéleno povoleni,
jsou tvorXeny formalinem inaktivovanymi podtypy vird (HIN1 a
H3N2) influenzy A a Jjednim podtypem virt influenzy B nebo
pfipravky, tvofenymi podjednotkami ziskanymi chemickym
Stépenim t&chto virld. Pred kaZdym chrfipkovym obdobim

doporuéuje ,U.S. Food and Drug Administration’s Vaccilnes
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and Related Biologicals Advisory Comittee™ pro nadchdzejici
obdobi pouziti trojvalenéni vakciny proti ch¥ipce. Vakciny,
pouzivané v letech 1992 aZ 1993 obsahovaly viry podobné
virtm A/Texas/36/91-(HIN1), A/Beijing/353/89~H3N2 a
B/Panama/45/90. FDA navrhla, aby v letech 1993 aZ 1994
vakcina proti chripce obsahovala stejné texaské a panamské

kmeny a novy kmen influenzy A Beijing (A/Beijing/32/92).

Vakcinace vysoce rizikovych osob, provadénd kaZdoroclné
pfed vypuknutim chripkového obdobi, je nejucinnéjsim
opatfenim pro sniZeni moZnosti infikace chi¥ipkovym virem.
Nizkid &etnost pouZiti, slabd Gc¢innost u starsich osob a u
mladeZe, produkce ve vejcich, antigenni variace a neZadouci

reakce jsou omezujicimi faktory soulasné dostupnych vakcin.

Centrum pro kontrolu chorob (CDC) odhaduje, Ze Jje
proti chfipce kaZdoro&né vakcinovdno méné nez 30%
rizikovych jedincl (MMWR, 1992). Soucasné inaktivované
vakciny dosahuji vysoké UspéSnosti pri ochrané proti
onemocnéni ve skupin& normdlnich zdravych jedincl, pokud
jsou antigeny vakciny a antigeny cirkulujicich wvird
influenzy blizce pfibuzné. Ve skupiné starSich osob Je
Gspé&8nost prevence proti onemocnéni mnohem niZ3i, zejména v
pripad&, kdy Jjsou tyto star3i osoby umistény v dustavech
(Clements, 1992). Neddvné studie =zpracované Powersem a

Belsheem, J. Inf. Dis. 167:584-592 (1993), wuvadi, Ze

podstatnéjsi odezvy protiléatky na trojvalencéni
subvirionovou vakcinu proti chfipce byly pozorovany u méné

ne? triceti procent osob ve véku 65 let nebo starsSich.

zdrodedné viry pro vakciny influenzy A a B Jsou
pfirozen& se vyskytujici kmeny, které se replikuji do
vysokych  titr& v  alantoické  dutiné vajec kufat.

Alternativn& je kmenem viru influenzy A preuspoféddany vir
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se spravnymi povrchovymi antigennimi geny. Preusporadany
vir je takovy vir, ktery mé& v diasledku segmentace virového
genomu vlastnosti v3ech parentdlnich kment. Pokud buiiku
infikuje vice neZ jeden kmen viru influenzy, potom se tyto
segmentované viry smisi a vytvori progenni virion, ktery

obsahuje virova preskupeni genl z obou rodilovskych kment.

Ochrana pomoci soucasné pouZivanych vakcin proti
chripce, tvorenych celymi podtypy vird nebo jejich
segmenty, Jje kratkodobd a Jeji uéinnost Jjesté& sniZuje
vyskyt antigenniho posunu v epidemickych kmenech chfipky.
Viry influenzy podléhaji antigennimu posunu, ktery je
vysledkem imunnitni selekce virtl se zménami aminokyselinové
sekvence v molekule hemaglutininu. V 1dedlnim pripadé
virové kmeny vakciny odpovidaji virovym kmentm influenzy,
které =zplsobuji onemocnéni. Nicméné& souclasnd produkce
chfipkovych vakcin je omezena propagaci viru v oplodnénych
kufecich vejcich. Ne vSechny kmeny viru influenzy se dobfe
replikuji ve vejcich; je tedy treba viry pfizplsobit nebo
realizovat virovd  preskupeni. V  hemaglutininu virt
influenzy vypé&stovanych ve vejcich se objevila extenzivni
heterogenita v porovnédni s primdrnimi izolaty, izolovanymi
z infikovanych jedincl, rostoucimi v sav&ich butikdch (Wang
a kol., Viril. 171:275-279 (1989); Rajakumar a kol., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 87:4154-4158 (1990)). Zmény v HA v

prib&hu selekce a produkce chripkovych vakcin mohou mit za
nidsledek vznik sm&si antigenové distinktnich subpopulaci
viru. Viry ve vakciné se mohou tedy 1i3it od variant
pritomnych v epidemickych kmenech, coZ miZe mit za néasledek

i drovenl ochrany.

(€214

niz

U osob trpicich véZnou alergii na vejce mhZe =zbytek

vajecéného proteinu ve vakciné zpusobit stfedni
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hypersenzitivni reakce. Praseci chripkovd vakcina byla v
roce 1976 davadna do souvislosti se zvy3ujici se detnosti
vyskytu Guillain-Barré syndromu. U néslednych vakcin,
pripravenych z daldich virovych kmenl influenzy, nebyl jiZ

dédle pozorovan zvy3eny vyskyt tohoto vzacného onemocnéni.

Zpasobem vyroby chf¥ipkové vakciny, ktery nevyZaduje
propagaci ve vejcich, lze ziskat &istSi produkt, u kterého
je bylo méné pravdépodobné, Ze zpusobi neZddouci imunitni
reakci. Kromé toho by ¢&istdi  vakcinovy pZipravek
nevyzZzadoval virovou inaktivaci nebo organickou extrakci
sloZek virové membrany, <&imZ by se eliminovala denaturace
antigenovych epitopd a vyloudily by se rezidudlni
chemikédlie, které mohou neZadoucim zplsobem ovlivnit

bezpecnost nakazy.

Kromé toho ch¥ipkova vakcina, vyrobené za
nepfitomnosti vajelné propagace, by =zabrédnila genetické
heterogenit&, kterd se objevuje p¥i prizplusobovédni a
prichodem vejci. Vysledkem toho Jje, Ze se vakcina lépe
prizplisobi chripkovym epidemickiym kmentm a bude mit vy3si

u¢innost.

Cilem vyndlezu by rovnéZ mé&lo byt poskytnuti zplsobu
vyroby chf¥ipkové vakciny, kterd nevyZaduje replikaci ve

vejcich.

Cilem vynalezu by mé&lo byt poskytnuti =zplsobu vyroby
ch¥ipkové vakciny, ktery by byl rychly, cisty a ekonomicky
efektivni a ktery by umoZioval vyrdbé&t vakciny z primédrnich

chfipkovych zdrojl.
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Podstata vynélezu

Vynédlez tedy poskytuje zplsob vyroby rekombinantniho
chfipkového hemaglutininového proteinu, ktery spoliva v
expresi tohoto proteinu v hmyzich butikdch bakulovirovym
expresnim systémem. Vysledny protein 3je pouZitelny pri
vyrobé multivalenéni chripkové vakciny, JejiZ podstatu
tvori smés rekombinantnich hemaglutinovych antigent,
klonovanych 2z ch¥ipkovych viri, které maji epidemicky
potencidl. Rekombinantni hemaglutininové proteiny 3Jsou
celodélkové nes8tépené (HAO) glykoproteiny, které zahrnuji
jak HA1l tak HA2 podjednotky (HAO), purifikované =za
nedenaturacnich podminek do alespoint 95% Cistoty, vyhodné do

99% Cistoty.

Vynadlez se rovnéZ tykd zplsobu klonovéni chripkovych
hemaglutininovych genl z chripkovych vird A a B za pouziti
specificky navrZenych oligonukleotidovych sond a metody
vyuzivajici polymerédzové retézové reakce (PCR). U vyhodného
provedeni se klonované HA geny modifikuji deleci
nukleotidd, kédujicich  pfirozené hydrofobni  signédlni
peptidové sekvence, a nahrazuji se novym bakulovirovym
signdlnim peptidem, <&imz se ziskd sekvence, kbédujici
signdlni peptid bezprostfedné sousedici s hemaglutininem.
Tyto chimerické geny se zavedou do bakulovirovych
expresnich vektorl tak, Ze bakulovirovy polyhedrinovy
promotor £idi expresy rekombinantnich HA proteind v
infikovanych  hmyzich burikach. Osmnactiaminokyselinovy
bakulovirovy signélni peptid sméruje translaci rHA do
glykosyla&ni drédhy hmyzi buniky a neni pfitomen ve zralém
rHA glykoproteinu. U vyhodného provedeni je vektor navrien
tak, e mezl signdlnim peptidem a hemaglutininovym

proteinem nekéduje Zadné intervenujici aminokyseliny.
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Tuto metodologii 1lze rozs8irit na vsechny typy
chripkovych virt vcetné prevalenéniho A (HIN1l) podtypu,
A(H3N2) podtypu a typu B, ktery infikuje 1lidi, a rovnéZ

chfipkovych virtl, které infikuji dalsi savci a ptac¢i druhy.

Vynédlez rovnéZ popisuje obecny pristup pro ucinnou
extrakci a purifikaci rekombinantniho proteinu
produkovaného v hmyzich bunkach, konkrétné pro purifikaci
rHA proteindt z A podtypd a B typu chf¥ipkovych vira.
Rekombinantni vakcinu 1lze vyvinout spiSe 2z primdrnich
zdrojt ch¥ipky, napf¥iklad z nazalnich sekretd infikovanych
jedincli, neZ z viru pfizplsobeného a kultivovaného v
kurecich vejcich. To umoZiuje rychly vyvoj vakciny pfimo z
epidemickych kmenl chf¥ipky a eliminuje problémy spojené s
prizplisobovanim viru kultivaci ve vejcich a rovnéz
eliminuje reakci pacientd na vajecnou kontaminaci ve

vysledné vakcinég.

P¥iklady demonstruji formulaci a klinickou ué&innost
vakciny v imunizuijici davkové formé, zahrnujici
purifikované rHA antigeny ze t¥i kmenh chfipkového viru,
doporu&enych FDA pro 1993/1994 a 1994/1995 chripkova
epidemickd obdobi. Funkéni imunita se mérila pomoci testd,
které kvantifikovaly protilatky, které se vaZi na chripkovy
hemaglutinin blokujici schopnost chripkového viru sraZet
Cervené krvinky nebo které neutralizuji chripkovy virus.
Ochranné imunitni odpovédi na <rHA vakciny se mérily u
Yivodichtl, kteri jsou citlivi na chripkovou infekci nebo v

rédmci huménnich imunologickych studii.
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Struény popis obrazka

Obr. 1 schematicky zndzornuje klonovadni HA gend =z
ch¥ipkovych A kmend z ©purifikovanych virdlnich RNA
pripravk, purifikaci exprimovaného <rHA a Dbiologickou
charakterizaci rHA. Zkratky pouzZité obrazcich maji
nasledujici vyznam:

FDA - Foood and Drug Administration;

MDCK - (Madin Darby Canine Kidney) ledviny psa Madin Darby;
TPCK - tosylfenylalanylchloromethylketon;

RNA - ribonukleovéd kyselina;

cDNA - komplementdrni deoxyribonukleovd kyselina;

HA - hemaglutinin;

FBS - fetdlni bovinni sérum;

PCR - polymerdzova Tretézova reakce; a

BV - bakulovirus.

Obr. 2 detailnéji zndzornuje zplsob, schematicky
zndzornény na obrazku 1, aplikovany na klonovani a expresi
HA genu chf¥ipkového kmene A/Texas/36/91. Chripkovy HA gen
se ziskal =z RNA purifikované z MDCK bunék infikovanych
ch¥ipkovym kmenem influenza A/Texas/36/91 pomoci reverzni
transkriptédzy a univerzdlniho primeru (SEQ ID NO.1l), a
nadslednych dvou cykld PCR amplifikace a klonovani. Pfi
prvnim cyklu PCR reakci se pouZil 5’ koncovy primer
SEQ ID NO. 2 a 3’ koncovy primer SEQ ID NO. 3. Pri druhém
cyklu PCR reakci se pouZil 5’ koncovy primer SEQ ID NO. 4 a
37 koncovy primer SEQ ID NO. 5. Zkonstruoval se
bakulovirovy rekombinantni vektor obsahujici polyhedrinovy
promotor a signdlni peptidovou sekvenci z bakulovirového
61K genu (bakulovirovy gen, ktery kéduje signédlni peptid
majici molekulovou hmotnost pribliZné 61 000) a nésledné

kompletni kédujici sekvence pro zraly HA protein. Tento
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rekombinantni vektor se nésledné pouZil pro produkci
bakulovirového expresniho vektoru, ktery produkuje HA =z

tohoto kmene viru.

Obr. 3 znézorfuje graf anti-HA imunitni odezvy u my$i
ve 42. dni, n=5, na titr protildtky pro ¢isty rHAO; vakciny
Fluzone; a rHAO-kamence; pIri dé&vkdch 0,5 ug (Cerné
sloupce), 0,1 pg (stinované sloupce), 0,02 ug (teEkované

sloupce) a 0,004 pg (bilé sloupce).

Obr. 4a, 4b a 4c znézornuji grafy anti-HA imunitni
odezvy u mysi imunizovanych rHA nebo schvalenou
trojvalenéni vakcinou, 1994-1995 formule, v tydnech po
vakcinaci vs. HIA titru pro HAI A/Texas/36/91 (obrazek 4a),
HAI A/Shangdong/ 9/93 (obrazek 4b) a HAI B/Panama/45/90
(obradzek 4c), <rHA (kosoCtverce) a FLUVIRON zeslabené

vakciny kultivované ve vejcich (&tvereclky).

Jak jiZ bylo uvedeno, vyndlez se tykd zplsobu vyroby
rekombinantni chripkové vakciny. Celodélkovy, neStépeny
(HAO), hemaglutininovy antigen =z ch¥ipkového viru se
produkuje pomoci bakulovirovych expresnich vektord v
kultivovanych hmyzich burikach a purifikuje za
nedenaturacnich podminek. Dva nebo vice purifikovanych
hemaglutininovych antigent 2z kmenl influenzy A a/nebo
influenzy B se smisily za vzniku multivalenéni chripkové
vakciny. U&innost rekombinantnich antigentti lze zvysit

jejich sloucenim s nosiem adjuvansu.

Pouziti rekombinantni DNA technologie pf¥i vyrobé
chfipkovych vakcin nabizi fadu vvhod: rekombinantni DNA

chfipkovou vakcinu 1lze vyrdbét =za bezpelnych a prisnéji
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kontrolovanych podminek; neni zapotf¥ebi propagace infek&ni
influenzou ve vejcich; rekombinantni HA protein je &ist3i,
coZ v podstaté eliminuje vedlej3i Gdinky zplUsobené
kontaminujicimi proteiny; purifikacéni postupy pro
rekombinantni HA nesmi zahrnovat virovou inaktivaci nebo
organickou extrakci virdlnich membrinovych slozek, CimZ se
eliminuje denaturace antigentd; produkce HA rekombinantni
DNA  technologiil ddvd moZnost eliminovat genetickou
heterogenitu, ke které dochazi béhem adaptace a prachodu
vejci, coZ by mé€lo umoZnit lépe prizplsobit vakcinové kmeny
epidemickymi  kmeny influenzy a dosdhnout tak vy33i
U¢innosti; pricemz rekombinantni pfistup rovnéZ umoiZiiuje
provadét kmenovou selekci pozdéji v pribé&hu roku, &imZ se
ziské delsi Cas pro shromdZdéni a vyhodnoceni
spolehlivéjsich epidemiologicky dat, na jejichZ zé&kladé se

zminénéd selekce provede.

Bakulovirovy expresni systém

Jako bakuloviry se oznacduji DNA viry spadajici do
rodiny Baculoviridae. Je znamo, Ze tyto viry maji uzké
hostitelské rozmezi, které se omezuje zejména na hmyzi
druhy Lepidoptery (mot¥ly a miry). Bakulovirus Autographa
californica Nuclear Polyhedrosis Virus (AcNPV), ktery se
stal prototypem bakuloviru se 0UCinné replikuje v uspésné
pé€stovanych hmyzich bunkdch. AcNPV mé& dvourfetézcovy
uzav¥eny kruhovy DNA genom tvoreny pribliZné 130 000
bazickymi péry a Je dobf¥e charakterizovidn pokud jde o
hostitelské rozmezi, molekuldrni Dbiologii a genetické

vlastnosti.
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Mnoho bakulovirli véetné& AcNPV, tvofi velké proteinové
krystalické okluze uvnitf¥ jader infikovanych bunék. Jediny
polypeptid, oznaCeny jako polyhedrin, m& na sv&domi
pribliZné 95% proteinové hmoty téchto okluznich té&l. Gen
pro polyhedrin je pfitomen v jediné kopii v AcNPV virovém
genomu. Vzhledem k tomu, Ze polvhedrinovy gen neni
podstatny pro virovou replikaci v kultivovanych butikéch,
mtZe snadno modifikovat expresi cizich gent. Sekvence
ciziho genu se vloZi do AcNPV genu pravé 3’ koncem k
polyhedrinové promotorové sekvenci, tj. za transkripéni

kontroly polyhedrinového promotoru.

Rekombinantni bakuloviry, které exprimuji cizi geny se
konstruuji homologickou rekombinaci mezi DNA bakuloviru a
chimerickymi plasmidy obsahujicimi sledovanou genovou
sekvenci. Rekombinantni viry lze detekovat pomoci jejich
odliSitelné plakové morfologie a purifikovat =z plak do

homogenity.

Bakuloviry jsou pouZitelné =zejména jako eukaryotické
klonovaci a expresni vektory. Diky svému uzkému
hostitelskému rozhrani, které se omezuje na artropody, jsou
obecné bezpedné. US urad pro ochranu Zivotniho prostfedi
(EPA) schvalil pouZiti tri bakulovirovych druhtl pro
kontrolu &kodlivého hmyzu. AcNPV se jiZz nékolik 1let

aplikuje na zemédélské plodiny.

AcNPV standardni typ a rekombinantni viry se replikuji
v celé fadé rlGznych hmyzich bunék véetné kontinudlnich
buné&énych 1linii odvozenych =ze Spodoptery  frugiperdy
(Lepidoptera; Noctuidae) . Cas zdvojeni u bundk S.
frugiperda Jje 18 aZ 24 hodin. Tyto buflky se mohou

propagovat v monovrstvé nebo volnych suspenznich kulturéch.
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Rekombinantni HA  proteiny se mohou  produkovat
napr¥iklad v bunikdch odvozenych z motylich druh Spodpotera
frugiperda. Dal3imi hmyzimi butikami, které lze infikovat
bakulovirem, Jjsou naptiklad bufiky druh@ Bombix mori,
Galleria mellanoma, Trichplusia ni nebo Lamanthria dispar,
které lze rovnéZ pouZit jako vhodny substrat pro produkci

rekombinantnich HA proteint.

Nejvyhodnéjsi hostitelskou bunédénou linii pro produkci
proteind z rekombinantnich bakulovirt Jje S£f900+. Dalsi
vyhodnou hostitelskou bunécénou 1linii pro produkci proteint
z rekombinantnich bakulovir Jje Sf9. Sf900+ a Sf9
predstavuji netransformované, netumorigenové kontinudlni
bunécéné linie odvozené ze Spodoptery frugiperdy
(Lepidoptera; Noctuidae). Bunky Sf900+ a Sf9 se propaguji
pri 28+2°C Dbez obohaceni oxidem uhliitym. Kultivadénim
médiem pouZitym pro builky Sf9S je TNMFH, prostd smés soli,
vitaminti, cukr® a aminokyselin, doplnénd 10% fetdlnim
bovinnim sérem. S vyjimkou fetédlniho bovinniho séra se
724dné dals8i produkty odvozené ze zvifat (tj. trypsin atd.)
pri buné&lné propagaci nepouzivaji. Pro rist bunék Sf9 1lze
rovnéZ pouzit séra prosté kultivac¢éni médium (dostupné Jjako
Sf900 kultivadni médium, Gibco BRL, Gaithersburg, MD),

které je vhodné zejména pro propagaci bunék S£900+.

Doba populaéniho zdvojeni bunék Sf9 je 18 aZ 24 hodin,
tyto builky se mohou propagovat jako monovrstva nebo jako
volné suspenzni kultury. Doposud nebylo zverXejnéno, Ze by
bunky S. frugiperdy podporovaly replikaci jakéhokoliv

zndmého savc¢iho viru.

Odborniktim v daném oboru je z¥ejmé, Ze expresni vektor
se neomezuje pouze na bakulovirovy expresni systém.

Rekombinantni HA proteiny se rovnéZ mohou exprimovat v
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dal8ich expresnich vektorech, napriklad virech Entomopox
(virus hmyziho moru) a hmyzi builky se potom mohou
transformovat konstitucni expresi rekombinantniho HA genu

nebo genti.

Izolace kment® influenzy

Z tél jedincud infikovanych chfipkou se izoloval jeden
nebo nékolik kmen@ influenzy. Vyhodné jsou kmeny influenzy
ty kmeny, které identifikoval Urad pro potraviny a lé&iva
(FDA) nebo CDC, které maji epidemicky potencidl pro
nadsledujici chrfipkové obdobi. Vyhodou zde popsaného zplsobu
je to, Ze Jjako p¥imy zdroj viru 1lze pouZit napfiklad
nazalni sekrety pacientl infikovanych chripkou.

Alternativné lze viry ziskat z FDA nebo CDC.

Propagace kmenl influenzy

Kmeny se dale propagovaly v burikdch produkujicich
vysoké virové titry, napriklad v Madin Darby psich
ledvinovych (MDCK) butikdch (dostupnych ve sbirce American
Type Culture Colection pod pfistupovym c¢islem ATCC CCL34).
Napriklad MDCK bunky se infikuji \4 pritomnosti
tosylfenylalanylchloromethylketonem (TPCK) Casteclné
inaktivovaném trypsinu a v takovych koncentracich fetdlniho
bovinniho séra, které jsou optimdlni pro produkci vysokych
titrd prvniho viru. MDCK buniky se infikovaly chf¥ipkovymi
kmeny pri nizké nédsobnosti infekce (0,1 aZ 0,5), jak uréil
standardni HA test (Rosen, ,Hemagglutination with Animal
Viruses“ in Fundamental Techniques in Virology, ed. K.
Habel a N.P. Salzman, str. 276-28 (Academic Press, New York
1969). Infikované buriky se inkubovaly 48 hodin p¥i 33°C a
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médium se pouZilo pro testy, JjejichZ ukolem bylo urcit
hemaglutinaéni aktivitu a tedy virovou produkci. Podminky
poskytujici nejvy33i HA aktivitu se nésledn& pouZily pro

pripravu velké zasoby viru influenzy.

Purifikace viru

Virové c&éstice, produkované z prvni frakce, se
purifikovaly z média za pouZiti né&které zn&mé purifikadni
metody, napriklad odstfedovani s hustotnim gradientem
sacharézy. Virus se napfiklad sklidil 24 aZ 48 hodin po
infikaci centrifugadnim médiem MDCK bun&k infikovanych
influenzou. Vyslednd virovd peleta se resuspendovala v
pufru a odstredovala pres pufrovany sacharézovy gradient.
P4ds chfipkového viru se sklidil ze 40 aZ 45% sachardézového
Useku gradientu, naredil pufrem a peletoval odstfedovanim
pri 100 000 x g. Purifikované virova peleta se

resuspendovala v pufru skladovala pfi -70°C.

Klonovéani hemaglutininovych chfipkovych gen®

Prehled zplUsobu klonovédni HA genli poskytuje obrézek 1.
Builkky Jjsou v podstaté infikovany chfipkovym kmenem, ktery
se ma klonovat. Virus se sklidi z bun&&ného média a izoluje
se bud virovd RNA pro kmeny influenzy A nebo mRNA pro kmeny
influenzy B. Virova RNA (-RNA) se extrahuje z
purifikovanych viriond a pomoci standardnich metod
analyzuje na formaldehydo-agardézovych gelech. CcDNA se
syntetizuje, bud za pouZiti univerzdlniho primerového
systému v p¥ipad& virové RNA izolované z kment influenzy A

nebo za pouZiti nahodilych primer® v pripadé€ mRNA izolované
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z kmenl influenzy B. Plus-standardni komplimentarni DNA
(cDNA) se pfipravi za pouziti univerzalniho
oligonukleotidového primeru (5" -AGCAAAAGCAGG-3’
(SEQ ID NO:1)), ktery je homologicky se viemi
hemaglutininovymi RNA segmenty ve virech influenzy A a B
(Davis a kol., ,Construction and characterization of a
bacterial clone containing the hemagglutinin gene of the
WSN strain (HON1) of influenza virus“ Gene, 10:205-218
(1980)) . Primery jsou navrZeny tak, aby byly homologické se
zachovanymi  Useky na 57 a 3 konci chripkovych
hemaglutininovych geni. Jak 5’, tak 3’ primer mad na svych
koncich rovnéZ restrikéni enzymatickid mista, kterd se

nachédzeji v hemaglutininovych genech.

Vhodné primery influenzy A a B a chrf¥ipkovd cDNA se
smisi a pomoci standardnich PCR postupd se amplifikuji
hemaglutininové genové segmenty. Vysledné dvouret&zcové DNA
fragmenty obsahuji sekvence kédujici cely zraly
hemaglutinin. Pro amplifikaci celého HA genu, ktery se
nasledné naklonuje do vhodného bakteridlniho hostitele,
jakym je napfiklad E. coli, se pouZivd polymerédzova
Yetézovd reakce (,PCR“). 5’ konce se sekvencuji s cilem
identifikovat signdlni peptid HA genli, naceZ se pro
amplifikaci HA genl bez signdlniho peptidu pouZije PCR.
Ten se nasledné naklonuje do plasmidového transferového
vektoru obsahujiciho AcNPV polyhedrinovy promotor. Vysledné
transferové vektory obsahuji nédsledujici 5’ -> 3’ sekvence:
polyhedrinovy promotor z bakuloviru A. californica NPV, ATG
translaéni startovaci kodon, 61K bakulovirovy signalni
peptid, kédujici sekvence pro zraly hemaglutin, pf¥irozeny
hemaglutinovy transla¢ni terminadni kodon, polyhedrinovy

RNA polyadenylacéni signdl a lemovaci bakulovirovou DNA.
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Purifikovand DNA chimerického transferového plasmidu,
kterd obsahuje klonovany hemaglutininovy gen se nésledné&
smisi s AcNPV standardnim typem DNA, vysradZi spolednd s
véapnikem a transfektuje do bunék S. frugiperdy.
Rekombinantni bakuloviry se rozdé&li za =z&kladé morfologie
plak a dale purifikuji dal$imi cykly plakové purifikace. U
klonovanych rekombinantnich bakulovira se uréuje
hemaglutininovéd exprese a Jjednotlivé bakulovirové expresni
vektory se rozdéli tak, aby produkovaly =zdakladni virovou

banku.

Kmeny influenzy A

HA geny z kment influehzy A se klonovaly z
purifikovanych virovych RNA pripravkad. Virovd RNA se
extrahovala ze 100 aZ 200 pl purifikovanych virionl
influenzy A, obsahujicich 1 000 aZz 2 000 hemaglutinacnich
jednotek (HAU) influenzy. Jedna HAU odpovidd mnoZstvi viru,
které bude srédZet 50 % cCervenych krvinek ve standardnim
testu srézZlivosti (Rosen, 1969). Viriony se o08etri
proteindzou K, jejimZ Ukolem je digerovat protein a potom
se virovd DNA extrahuje shodnymi objemy fenolu a
chloroformu a vysrdZi ethanolem v pritomnosti tRNA noside.
Virovad RNA se resuspenduje v pufru a digeruje RNAzy-prostou
DNAzou, jejimZ Ukolem je odstranit veSkerou kontaminujici
DNA, naleZ se extrakéni a sraZeci krok zopakuje. Virova RNA
(VRNA) se nésledné analyzuje =za pouZiti formaldehydo-
agarbzovych gelld zplusobem, ktery popisuje Maniatis a kol.,
Molecular Cloning: A Labolatory Manual. str. 86-96 a 366-
367 (Cold Spring Harbor Lab., Cold Spring, N.Y. 1982).
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Kmeny influenzy B

HA geny 2z kmenl influenzy B se klonuji =z celkové
medidtorové RNA (mRNA), extrahované z bunék infikovanych
kmenem influenzy B. Celd RNA se néslednd& extrahovala =z
infikovanych  bunék. Sklizené  bunky se lyzovaly v
pritomnosti guanidiniumthiokyandtu a celd buné&&nad RNA se
purifikovala, napfiklad za pouZiti RNA extrak&éni sady od -
spole¢nosti Pharmacia Biotech Inc. (Piscataway, NJ). Celéa
mRNA se extrahovala 2z bunétné RNA na Oligo-(dT)-
celuldézovych odstredénych kolondch, napfiklad pomoci RNA

extrakéni sady od spolecnosti Pharmacia Biotech Inc.

Exprese a zpracovéni rekombinantniho hemaglutininu v

hmyzich burikach

Rekombinantni hemaglutininové antigeny se exprimovaly
ve vysoké koncentraci, v butikdch S. frugiperda infikovanych
AcNPV-hemaglutininovymi vektory. Hlavnim genovym produktem
je nezpracovany celodélkovy hemaglutinin (rHAO), ktery se
nesekretuje ale =zUstdvad spojen s perifernimi membranami
infikovanych bunék. Timto rekombinantnim HAO je protein s
molekulovou hmotnosti 68 000, ktery Jje glykosylatovany
N-navazanym vysokomandésovym typem glykanti, které se 1i3i od
glykantl produkovanych expresi virovych proteinti v sav&ich
nebo ptacich bunkdch. To dokazuje, Ze rHAO tvori
posttranslacné trimery, které se akunuluji v

cytoplazmatickych membrénéch.
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Vektory pro expresy HAO a dal8ich proteina

HAO je diky své vynikajici stabilit& v porovnani s
HA1/HA2 komplexem a diky zachovani spravného sbaleni bé&hem
purifikace a skladovani lepSi  wvakcinou. Vynikajici
stabilita je 2zv1asté patrnd v pripadé B kmend, co¥ se
projevuje u titrl, které Jsou pFibliZné& 5krat v&t3i ne?
titry, =ziskané pomoci komer&né& dostupnych, slab$ich, B

kmenti.

Jak zminuji niZe uvedené priklady, pokud se HA geny
klonovaly v pMGS12 pres restrikéni mista, potom se HA zraly
signalni  peptid odstranil a nahradil Dbakulovirovym
chitindzovym signdlnim peptiden, oznacenym jako
61 kD signdlni peptid. Vzhledem k tomu, Ze HA gen Jje na
chitindzovy signdlni peptid navézan pfes restrikdéni mista,
jsou mezi zralym HAO proteinem a 61 kD signélnim peptidem,
v zavislosti na =zvoleném restrikénim mist&, tri aZ pét
aminokyselin. Pf¥esto, Ze s kmenem influenzy A nebyly Z&dné
problémy, kmen HAO B exprimovany dald3imi aminokyselinami

se nesbalil spravnym zptsobemn.

Pro feSeni tohoto problému byly vyvinuty dva zptisoby.
Prvnim Jje pouZiti nového vektoru, pMGS3, ktery nekdduije
61 kD signdlni peptid. HAO se svym pfirozenym signalnim
peptidem se naklonuje do vektoru a exprimuje. Pfi SDS-PAGE
charakterizaci HAO B kmene exprimovany v tomto vektoru,
vykazuje lep3i glykosylaci a zpracovadni, neZ pokud je
exprimovan v pMGS1l2. Tento HAO je sbalen tak dokonale, 2Ze
ho lze kvantitativné& pfevést na HA1/HA2. Nanedtésti, jak
ukédzal westernovy prenos, vyt&Zek neni tak vysoky. Druhy
zplsob zvy3uje vytéZek pouZitim 61 kD signdlniho peptidu v

pMGS12 pro rizenou expresi, pri které se HAO gen inzertuje




01-2810-97 Ce

20

bez pouziti restrikénich enzyml. Novy vektor zahrnujici
61kD signdlni peptid a HAO gen bez sekvence, kédujici zevné

intervenujici aminokyseliny, je oznaden jako pMGS27.

pMGS27 mlZe byt pouZit pro klonovédni a expresi
libovolného genu v bakulovirovém expresnim systému. Cilovy
gen, namisto aby se klonoval do vektoru restrikci a ligaci,
se klonuje do vektoru temperaci. Reakéni ¢inidla lze ziskat
u spoleCnosti Clontech v Jejich PCR-Fizeném klonovacim
systému. pMGS27 je navrZen tak, Ze miZe byt linearizovén na
konci tseku, kdédujiciho chitindzovy signdlni peptid, a dva
dlouhé Jjednoretézcové konce 1lze vytvorit oSetrenim

linearizovaného pMGS27 T4 DNA polymerdzou a dATP.

Cilovy gen se amplifikuje pomoci polymerdzové Fet&zové
reakce (,PCR“) nebo pomoci reverzni transkriptédzové-PCR
(,RT-PCRY) s parem oligonukleotidl navrZenych tak, aby
vytvorily jednoretézcové konce, které jsou komplementdrni s
konci oSetf¥eného pMGS27, naleZ se PCR fragment oSet?¥i
T4 DNA polymerdzou a dTITP. Pomoci prosté temperace 1lze
nédsledné sloucit dvé molekuly tak, Ze se vytvori kruhovy
plasmid, ktery se snadno transformuje do hostitele. Kromé
toho, Ze tento postup je rychlejs$i a snadnéjsi neZ tradidni
restrikéné-ligac¢ni zplsob klonovani HA genu do pMGS1l2, je
vyhodou pMGS27 to, Ze neposkytuje nadbyteéné aminokyseliny,
kédované restrikénimi misty mezi chitindzovym signdlnim
peptidem a zralym HA proteinem. V nékterych pripadech,
napriklad v pripad®é B kmene HA, miZe pritomnost
nadbyteénych aminokyseliny vést k tomu, Ze signalni
peptidédza nemGZe roz3tépit signdl nebo Ze se kdbédovany

protein sbali nespravnym zplsobemn.
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Purifikace rekombinantniho HAO

Nékolik dni po infikaci lze rHAO selektivné extrahovat
z perifernich membradn AcNPV-hemaglutininem infikovanych
bunék nedenaturac¢nim noniovym detergentem nebo daldimi
zplisoby, které jsou pro purifikaci rekombinantnich proteint
z hmyzich bunék véetné afinitni nebo gelové chromatografie
a navazani protildtek odborniklm v daném oboru zndmy. rHAO
rozpustny v detergentu miZe byt déle purifikovédn pomoci
DEAE iontomé&nicové a ¢ockové lektinové afinitni
chromatografie nebo dals8ich ekvivalentnich metod,

odbornikiim v daném oboru znamych.

U vyhodného provedeni se rHAO purifikuje postupem,
ktery je opatrnéjsi a jeho vysledkem je vy33i vyté&Zek rHAO

z B kment influenzy. Tento postup Jje zpravidla nésleduijici.

HAO protein, ktery tvori nedilnou soucédst membrany
hmyzich bunék se separuje =z rozpustnych proteint,
perifernich membrénovych proteinli a vétSiny DNA a RNA
extrakci bunédk v relativné viskdéznim roztoku alkéalie,
p¥idemZ pH alkédlie se pohybuje pribliZné v rozmezi od 9,5
do 10,5. Viskdza se zvyduje v disledku inkluze sachardzy
pfi koncentraci pribliZné 250 mM. Disulfid-redukujici
¢inidlo, napfiklad B-merkaptoethanol, je pouZito v takové
koncentraci, kterd Géinné brédni navdzani proteinu ze smési
na disulfid. Bufiky se suspenduji v extrakénim pufru,
homogenizuji a nésledné odstfeduji. Peleta se promyje
homogenizaci v pufru s nizkou iontovou silou, ktery
obsahuje disulfid-redukujici ¢&inidlo pri alkalickém pH
(vodivost Jje zpravidla men$i neZ 1 mS, ©pH 10,5) a
odstfeduje se. HAO se nasledné extrahuje z pelety v pufru,

ktery obsahuje 0,3 az 1,5 % detergentu, napriklad Tritonu a
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disagregac¢ni ¢&¢inidlo v mnoZstvi, které bréni tvorbé
komplext zplUsobené vzdjemnymi reakcemi mezi néboji,
napriklad 0,3 aZ 1,0 M betainu nebo paurinu, pfi alkalickém
pH (vyhodné 9,5). HAO v supernatantu se nasledné purifikuje
aniontoménidovou chromatografii a néslednou kationto-
ménidovou chromatografii. HAO0 se ve stejném pufru, ve
kterém se extrahoval ale ktery se nafedi alespon 1:2 dalsim
pufrem, aplikuje na iontoménicovou kolonu, naprfiklad DEAE
nebo Q-Sepharosa (agarézovad kulickova kolona s kvarternimi
aminoskupinami), kterd se pred tim uvedla do rovnové&iného
stavu pufrem, ktery obsahoval pfribliZzné 1/10 koncentrace
detergentu a disulfid-redukujiciho &inidla. HAO se nasledné
eluuje sniZenim pH pribliZné na 8,5. Eluovany HAO se
aplikuje na kationtoménicovou kolonu ve v podstaté stejném
pufru. Kontaminujici létky se eluuji sniZenim pH priblizZné
na 7,4, a nasledné se HAO eluuje zvySenim koncentrace soli

na 0,15 M NacCl.

Tento vyhodny zplsob purifikace bude podrobnéji popsén

Preparace rekombinantni HA-obsahujici membrénové frakce

Buiiky exprimujici rekombinantni HA (6,2 g bunék =z
0,34 1 kultury) se suspenduji pri 100 mg/ml v ledové
studeném 100 mM pyrofosfdtu sodném, 100 mM chloridu
sodného, 250 mM sacharézy, 0,1% PB-merkaptoethanol, pH 10,5.
Butiky se rozrudily pomoci homogenizéru Polytron (Brinkman
Instruments Inc., Westbury, NY) pri dvouminutovénm
nastaveni 4. Pro zvySeni rozpustnosti kontaminujicich
proteinti a zvySeni &istoty membranového prfipravku Jje treba

pouZit alkalické pH homogenizacniho média. Homogenizdt se




01-2810-97 Ce

23

odstfeduje 30 minut p¥i 9 200 g. Supernatant se rozrusi a
pelety se shromdZdi. Po ©preparaci membranové frakce
nasleduje promyvaci krok, ve kterém se membrénovd frakce
promyvad roztokem s nizkou iontovou silou. Peleta se
resuspenduje do pavodniho objemu v ledové studeném 0,1% B-
merkaptoethanolu, 10,5, a homogenizuje za pouziti
homogenizeru Polytron pfi dvou minutovém nastaveni 4.
Homogenizat se odstf¥eduje 30 minut pri 9 200 g. Supernatant
se odstrani a pelety se seberou. Tento prGplach s nizkou
iontovou silou odstrani dal3i cast perifernich membranovych
proteini. Preparace membranové frakce vede ke =znacnému
obohaceni rekombinantniho HA a k odstranéni kontaminujicich

nukleovych kyselin.

Extrakce rekombinantniho HA

Rekombinantni HA se nésledné selektivné extrahuje z
membranové pelety za podminek, které nedenaturuji antigen.
Membrénova peleta se homogenizuje ve 41 ml ledové studeného
10 mM ethanolaminu, pH 9,5, 1% Tritonu N101, 0,1% B-
merkaptoethanolu, 25 mM NaCl a 400 mM betainu za pouziti
homogenizéru Polytron p¥i dvouminutovém nastaveni 4. Po
StyFicetiminutové inkubaci pf¥i 23°C se smés odstfeduje
30 minut p¥i 9 200 g. Supernatant obsahujici rekombinantni

HA se oddekantuje a nafedi na dvojnésobek stejnym pufrem.

Proteiny se analyzuji pomoci SDS polyakrylamidové
gelové elektroforézy. Vzorky se rozru3i desetiminutovym
pobytem ve vrouci vodni lazni v pfitomnosti
2% dodecylsulfatu sodném (SDS) a 5% P-merkaptoethanolu,
podrobi elektroforéze na 11% polyakrylamidovém gelu v

p¥itomnosti 0,1% SDS a nésledné se zabarvi mod¥i Coomassie.
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Chromatografickd purifikace

Chromatografickd purifikace rekombinantniho HA se
zjednodusi a drahd afinitni chromatografie na dodkové
lectin-sepharéze se z procesu vylouci a nahradi
dvoustuptiovym chromatografickym purifikadnim procesemn,
ktery ©poskytne vysoce ©purifikovany rekombinantni  HA
antigen, ktery neni denaturovdn a lze vhodné pouZit jako
slozka chifipkové vakciny pro huménni aplikaci. Jako
chromatografické gelové matrice se pouZily matrice

Pharmacia Q-Sepharose Fast Flow a CM-Sepharose Fast Flow.

Aniontoménicova chromatografie

Celd chromatografie se provaddi pri pokojové teploté.
Extrakt, ktery obsahuje rekombinantni HA, pripraveny vyse
popsanym zplsobem se aplikuje rychlosti 1 ml/min na
Pharmacia Q-Sepharose Fast Flow (5 ml v koloné
C10/10 Pharmacia), kterd se predtim uvede do rovnovainého
stavu 10 mM ethanolaminem ©pH 9,5, 0,1% tritonem N101,
0,01% B-merkaptoethanolem, 25 mM NaCl a 400 mM betainem.
Kolona se potom promyvad vyrovnavacim pufrem, dokud se UV
absorbance odtékajici 1latky nevrati zpét na polatedni
hodnotu. Za téchto podminek se rekombinantni HA vaZe na
kolonu, =zatimco c¢ast kontaminujicich 1latek proudi touto
kolonou bez zachyceni. Céste&né& purifikovany rekombinantni

HA se né&sledné eluuje 30 mM diethanolaminu pH 8,5,
0,1% Tritonem N101, 0,01% B-merkaptoethanolem, 25 mM NaCl a

400 mM betainem.
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Kationtoménicovad chromatografie

Q-Sepharosovy eluat (23 ml) se naredi na dvojnasobny
objem 30 mM diethanolaminem pH 8,5, 0,1% Tritonem N101,
0,01% pB-merkaptoethanolem, 10 mM NaCl a 400 mM betainem.
Kolona se nésledné promyje 35 ml 10 mM fosforelnanem sodnym
pH 7,4, 0,1% Tritonem N101l, 0,01% p-merkaptoethanolem,
10 mM NaCl a 400 mM Dbetainem. Toto oSetfeni eluuje
kontaminujici 1latky =z kolony, zatimco rekombinantni HA
zlstane navazany na CM Sepharose. Detergent se nédsledné
odstrani promyvanim kolony 10 mM fosforednanem sodnym
pH 7,4, 10 mM NaCl, které se ukonCi aZz potom, co UV
absorbance proudu vytékajiciho z kolony dosédhne opét své
pocdtedni hodnoty. Purifikovany rekombinantni HA se eluuje

fosfatem pufrovanym fyziologickym roztokem, pH 7,5 (PBS).

Purifikovany <rHAO se resuspenduje Vv 1isotonickém
pufrovaném roztoku. Po odstranéni detergentu bude

purifikovany HAO uc¢inné aglutinovat cdervené krvinky.

Strukturni a biochemické vlastnosti rekombinantniho HAO

rHAO se purifikuje do dosaZeni alesponn 95% <Jistoty,
vyhodnéji do dosaZeni 99% Cistoty. Na SDS-polyakrylamidovém
gelu migruje, prevdiZné jako jediny, hlavni polypeptid s
molekulovou hmotnosti 68 000. Kvarterni struktura
purifikovaného rekombinantniho HAO antigenu se urduje
pomoci elektronové mikroskopie, trypsinové resistence,
hustotni sedimentac¢ni analyzy a schopnosti aglutinovat
Cervené krvinky. Z vysledkd téchto testd vyplyvd, Ze
rekombinantni HAO tvori trimery, které se sestavuji do

tvaru r@Zic.
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Purifikovany  rHAO neaglutinuje pred odstranénim
detergentu butiky, z &ehoZ vyplyva, Ze aby se antigen mohl
kriZ?ové navazat na Cervené krvinky kurfete, musi vytvorit
komplexy (raZice). Kvahtitativni schopnost purifikovaného
rHAO aglutinovat butiky se vyuZivd jako (lot-to-lot) mira
konzistence antigenu. Hemaglutininové jednotka se
definovala Jjak mnoZstvi antigenu, které Jje potrebné pro
dosaZeni 50% aglutinace ve standardnim hemaglutininovém
testu, provadéném na Cervenych krvinkdch kurete. Srovnavaci
data ukéazala, Ze purifikované rHAO antigeny aglutinuji
Gervené krvinky s G&innosti, srovnatelnou s Uu&innosti

pozorovanou v souvislosti s celkovymi ch¥ipkovymi viriony.

Rekombinantni HAO se mlZe Stépit v misté disulfidové
vazby, coZ mlZe zplsobit konformaéni zmé&nu, ktera vede k

vytvo¥eni dvou fFet&zct, HAl a HA2, jak uvéadi Carr, C.M. a

Kim, P.S., S Spring-loaded Mechanism for the
Conformational Change of Influenza Hemagglutin“, Cell
73:823-832 (1993). Roz3tépeni rekombinantniho HAO0 Je

podrobnéji popsano v niZe uvedeném pfikladu 6. RovnéZ se da
pfedpokladat, Ze po roz3tépeni prirozeného HAO na HALl a
HA2, se Fet&zce stanou infek&nimi ziskanim schopnosti vézat
se na butitky a tak se dosdhne lep3i imunitni odezvy. Toto
zpracovéni antigenli, napfiklad chripkového hemaglutininu,
se projevi navazanim antigenovych peptidd na hlavni
histokompatibilni (MHC) molekuly. Rozpoznéni antigen/MHC
'komplexu T bufikami predstavuje iniciaci imunitni odezvy,
jak prehledné& popisuje Harding a Geuze, Current Opinion in
Cell Biology 5:596-605 (1993). Nicméné rHAO, produkovany v
bakuloviru, je vysoce stabilni a imunogenni Jjako intaktni

molekula. Porovnadni molekul cukru na HAO exprimovaném Vv
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hmyzich burikdch ukédzalo, Ze se tyto glykany 1i8i od glykant

na HAQO, exprimovaném v sav&ich nebo ptadich burikach.

Produkce flznich proteint

Fazni proteiny, tvofené HAQ navazanym na druhy
antigenovy protein, lze produkovat, pokud je antigenicita
druhého proteinu ni%3i nebo pokud je vyhodné vyvolani
imunogenni odezvy na vice antigent. Prikladem druhého
vyhodného antigenu je neuraminidaza produkovand chrfipkou.
Tento antigen mlZe byt tvofen celulédrnim, virovym nebo
bakteridlnim proteinem nebo jeho  antigenovou Casti,
zahrnujici alespofl pét a? osm aminokyselin. Dal$i antigeny
zahrnuji hepatiticky B antigen, HIV antigeny a
karcinoembryonicky antigen. Vyraz ,imunitni odezva™, jak je
zde uveden, ozna&uje bud humorilni odezvu, mé&fenou produkci
protildtky k antigenu, nebo celularni odezvu, m&Fenou
vyvolanim T buiikou mediované odezvy na antigen. V nékterych
pfipadech se miZe mezi HA a antigen zavést ,vazebnik™
neantigenovych aminokyselin a tim tak ddle zvysit
antigenicitu antigenu, v porovnéni s puvodnim HA. Soudasti
zplsobu je =zkonstruovani DNA plasmidu pro fuzi gend
cilového antigenu na celodélkovy HA gen chripkového genu
nebo jeho fragmenty za pouZiti oligonukleotidovych sond a

metodologie polymerdzové ret&zové reakce (PCR) .

Fazni geny HA-cilového antigenu se modifikuji pro
spravnou expresi hmyzich  bun&k deleci pfirozenych
hydrofobnich signalnich peptidovych sekvenci a Jejich
nahradou novym bakulovirovym signdlnim peptidem. Fazni
protein se zavede do bakulovirového expresniho vektoru tak,

Ze bakulovirovy polyhedronovy promotor £idi transkripci
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féznich proteint \% infikovanych hmyzich bunikach.
Osmnédctiaminokyselinovy bakulovirovy signdlni peptid ridi
transkripci fuzniho polypeptidu HA-cilového antigenu do
glykosylaéni drdhy hmyzi buiiky a neni pf¥itomen na zralém

fiznim proteinu.

Napriklad plasmid pA%440, ktery obsahuje HA gen
A/Beijing/32/92 kmene v niZe popsaném pMGS12 bakulovirovém
transferovém plasmidu se pouZije Jjako matrice pro
amplifikaci HA genu polymeracéni retézovou reakci (PCR) a za
pouziti protokolu doporudeného dodavatelem (Gene Amp PCR
cloning kit, Perkin Elmer Cetus). Reakéni smés (100 ul),
obsahovala 20 pmol primerQ navrZenych pro temperaci c&éasti
HA genu. 5’ a 3’ primer byly navrZeny s endonukledzovymi
misty na koncich, které se nenachdzely v HA genu. 5’ PCR
primer (0 aZ 567) pro HAOa HAl fragmenty zacind 52
bazickych para za 5’ koncem sekvenci kédujicich pfirozeny
HA gen, které postrddaji pfirozenou signadlni peptidovou
sekvenci, a pridavad Smal misto bezprostfedné za 5’ na
sekvence kédujici HA. 5’ PCR primer (0 aZ 651) pro HA2
za®ind na nukleotidu 1108 =zralého HA genu, bezprostredné
nasledujicim za kodonem kédujicim argininovy zbytek, ktery
se odstranil béhem rozStépeni HAO na HAl a HA2. Byl navrien
3’ PCR primer (0 aZ 680) pro HAO a HA2 fragmenty, ktery
zavede KpnI mista bezprostr¥edné za HA kédujici sekvence,
které odstratfiuji prirozeny koncovy kodon. 3’ PCR primer pro
HA1 (0 aZ 679) upravuje gen bezprostfedné pred argininoviym
zbytkem odstranénym béhem HAO 3tépeni. Amplifikace
fragmentu HA genu se provadéla ve triceti cyklech, z nichZ
ka?dy sestdval =z Jjednominutové denaturace pri 94°C,
dvouminutového temperovani primert pf¥i 55°C a dvouminutové

extenze pf¥i 72°C. Vysledné amplifikované fragmenty HA genu
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se podrobily elektroforéze na agardzovém gelu, purifikovaly
z gelu pomoci sady GeneClean (Bio 101, Inc.) a ligovaly do
plasmidu, navrZeného tak, aby prijal PCR-generované
fragmenty (pCRII; Invitrogen). TakZe se =ziskaji plasmidy
pBl42, pBl44 a pB330, které obsahuji HAO, HAl, resp. HA2

genové fragmenty.

7 plasmidd pBl42, pBl44 a pB330 se pomoci Smal a Kpnl
restrikénich enzym odstranily HA genové fragmenty, které
se nésledn& subklonovaly standardnimi rekombinantnimi DNA
technikami (Sambrook a kol., 1989) do AcNPV transferového
plasmidu pMGS12. Plasmid pMGS12 obsahuje, smérem od 5’ k
3’, AcNPV polyhedronovy promotor, ATG iniciac¢ni kodon,
sekvenci pro oddtépitelny signdlni peptid z bakulovirového
glykoproteinu s molekulovou hmotnosti 61 000 (61K), Smal a
KonI klonovaci mista pro restrikéni enzym a TAA univerzalni
koncovou kodonovou sekvenci. Tyto regulacdni oblasti lemuje
DNA EcoRI I fragmentu AcNPV genomu (Summers a Smith, ,A
manual of methods for baculovirus vectors and insect cell
culture procedures“, Texas Agricultural Experimental
Station Bulletin ©No. 1555 (1987)). Klonované HA PCR
fragmenty se izoluji z pCRII klonovaciho vektoru pomoci
Smal a KpnI, purifikovanych elektroforézou na agarézovém
gelu a sadou GeneClean, a ligovaly do pMGS12, ktery byl
rovnéd? digerovédn Smal a KpnI. Vysledné AcNPV transferové
plasmidy, pB879, pB1201 a PB1205, obsahovaly kbédovaci
oblasti pro HAO, HAl resp. HA2 navidzané Vv rémci s
roz&t8pitelnym bakulovirovym signdlnim peptidem 61K genu a
polyhedrinovym promotorem. Vysledné AcNPV transferové
plasmidy, pB879, pB1201 a PB1205 lze pouZit pro fizi HAQ,
HA1 nebo HA2 na libovolny sledovany gen.
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Druhym krokem pri konstrukci HA-CEA fdlznich genovych
transferovych plasmidl@ je zavedeni CEA-kédujicich sekvenci
do HA-kédujicich konstrukta. Restriké&ni  endonukledzou
rozpoznavaci/stépnd mista pro Smal a KpnI se umistila PCR
amplifikaci plasmidu pA9080 na oba konce CEA genu. 5’ PCR
primer, 0-649, zacind 82 bazickych parl od 5’ konce genu s
deleci sekvence =zralého CEA signédlniho peptidu. 3’ PCR
primer, 0-650, byl navrZen pro deleci poslednich 72
bazickych partt na 3’ konci genu, ktery kéduje hydrofobni
sekvenci C-koncového Useku. Amplifikace CEA genového
fragmentu se provadi ve triceti cyklech, =z nichzZ kaZdy
sestavd z jednominutové denaturace pf¥i 94°C, dvouminutového
temperovédni primert pf¥i 55°C a dvouminutové extenze prfi
72°C. Vysledny amplifikovany CEA genovy fragment se
podrobil elektroforéze na agardzovém gelu, purifikoval
metodou GeneClean a ligoval do pCRII (Invitrogen) zplsobemn,
ktery doporuduje vyrobce. Vysledny plasmid, pB806, obsahuje
CEA gen bez jeho pfirozeného signdlniho peptidu, C-koncové
hydrofobni domény nebo koncového kodonu, ale jak se Smal,

tak s KpnI mistem na obou koncich genu.

Priprava peptidu ve velkém méritku se provadéla pomoci
plasmidu pB806 a DNA se digerovala bud pomoci Smal nebo
KpnI. CEA-kédujici fragmenty se purifikovaly elektroforézou
na agardzovém gelu pomoci sady GeneClean a purifikované
fragmenty se ligovaly do kaZdého =ze t¥i HA-kéddujicich
konstruktti (pB879, pB1201 nebo pB1205), digerovanych
stejnym restrikénim  enzymem. Napfiklad CEA-kéduijici
fragmenty s SmalI-sest¥iZenymi konci se ligovaly do HAO-,
HAl- a HA2-kédujicich konstrukt®h (pB879, pB1201, resp.
pB1205) sestriZenych Smal tak, Ze vytvorily plasmidy
pB1250, pB1555, resp. pB1584. CEA-kédujici fragmenty s
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KpnI-sestriZenymi konci se ligovaly do HAO-, HAl- a HA2-
kédujicich konstruktl, sest¥iZenych KpnI tak, Ze vytvorily
plasmidy pBl1264 resp. pBl564 a pB1593. Inzerce CEA genu na
Smal misté =zavede CEA- kédujici sekvence za HA-kédujici
sekvence. V pripadé vSech konstruktlh byly navrZeny PCR
primery tak, aby se EA gen vloZzil v ramci HA a aby se fuzni
genova translace ukon¢ila na univerzdlnim transladnim
koncovém signalu (TAATTAATTAA) (SEQ ID NO:4) v pMGS12

vektorovych sekvencich za Kpnl mistem.

Tento konstrukt lze vylepd3it deleci intervenujicich
aminokyselin, bud mezi signdlnim peptidem a HAO, jak bude
popsédno déle, nebo mezi HAO a flznim genem, a zlep$it tak

jeho sbaleni a imunogenicitu.

Formulace a baleni vakciny

rHA lze formulovat a balit samotné nebo v kombinaci s
dalsimi chf¥ipkovymi antigeny, za pouzZiti metod a materiald,
které jsou odbornikim v oboru ch¥ipkovych vakcin znédmy. U
vyhodného provedeni se HA proteiny ze dvou kmend A a

jednoho kmene B slouci za vzniku multivalenéni vakciny.

U zvlasté vyhodného provedeni se HA sloudi s
adjuvansem, ktery se pouZije v mnoZstvi, Uc¢inném pro
zvySeni imunogenni odezvy proti HA proteintim. V soucasnosti
je jedinym, v Sir3im méfitku pouZivanym, adjuvansem u lidi
kamenec (fosforeCnan hlinity nebo hydroxid hlinity).
Saponin a Jjeho purifikovand sloZka Quil A, Freundav
kompletni adjuvans a dal$i adjuvansy pouzivané pri vyzkumu
a pri veterindrnich aplikacich maji toxicitu, kteréd omezuje

jejich potencidlni pouZiti v 1lidskych wvakcindch. Nicméné



01-2810-97

32

nové chemicky definované pripravky, jakymi jsou napriklad
muramyldipeptid, monofosforyl lipid A&, fosfolipidové
konjugaty, napriklad konjugaty, které popsal Goodman-
Snitkoff a kol., J. Immunol. 147:410-415 (1991), a rovnd&Z

by se mélo pouZit zapouzd¥eni proteinu v proteoliposomu,

jak popisuje Miller a kol., J. Exp. Med. 176:1739-1744

(1992), a =zapouzdfeni proteinu v lipidovych vehikulech,
napriklad lipidovych vehikulech Novasome (Micro Vescular

Systems, Inc., Nashua, NH).

U vyhodného provedeni se vakcina bali ve form& jediné
déavky, urcéené pro imunizaci parenterdlnim (tj.
intramuskuldrnim, intradermilnim nebo subkutédnnim) podénim
nebo nazofaryngedlnim (tj. intranazé&lnim) podédnim. U&inna
davka se stanovi zpUsoby, popsanymi v niZe uvedenych
pfikladech. Nosi&em je zpravidla voda nebo pufrovany
fyziologicky solny roztok, s konzervaéni 1latkou nebo bez
konzervaéni 1latky. Antigen se miSe lyofilizovat a v

okamZiku podéni resuspendovat, nebo podévat v roztoku.

Nosicem miZe rovné? byt polymerni systém se ZpoZdénym
uvolnovénim. Syntetické polymery jsou zvla5td pou¥itelné
pri formulaci  vakciny, u které m& Dbyt dosaZeno
kontrolovaného uvoliiovéani antigenfi. Ranym prikladem byla
polymerace methylmethakrylatu do kulicek, s primérem men3Zim
neZz jeden mikrometr, za vzniku takzvanych nano&astic, které

popsal Kreuter J., Microcapsules and Nanoparticles in

Medcine and Pharmacology, M. Donbrow (ed.), CRC Press, str.

125-148. Odezva protilatky, stejn& djako ochrana proti
infikaci ch¥ipkovym virem, byla podstatné lepsi neZ v
pripadé&, kdy se antigen podaval v kombinaci s hydroxidem

hlinitym. Experimenty s dal&imi Casticemi ukazaly, e
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pfidavny udinek téchto polymert zavisi na velikosti &astic

a hydrofobicité.

Mikrozapouzdfenim injekce mikrozapouzdrenych farma-
ceutickych latek se doséhne jejich kontrolovaného
uvolniovéani. Na volbu prislusného polymeru pro
mikrozapouzdrXeni né v1liv celé rada faktora.
Reprodukovatelnost polymerni syntézy a mikrozapouzdrovaci
proces, cena zapouzdfovaciho materidlu a  ekonomické
nidro&nost zpusobu =zapouzdfovéni, toxikologicky profil,
poZadavky pro rl@znou kinetiku uvoliflovani a fyzikochemickou
sluditelnost polymeru a antigend predstavuji faktory, které
je t¥eba vzit pfi rozhodovédni v uvahu. PouZitelnymi
polymery jsou napriklad polykarbonéaty, polyestery,
polyurethany, polyorthoestery a polyamidy, zejména ty,

které jsou biologicky degradovatelné.

Casto volenym nosidem pro farmaceutika a v posledni
dob& &ast&ji pro antigeny je poly(d,l-laktid-ko-glykolid)
(PLGR), co? Jje biologicky degradovatelny polyester, ktery
se v lékarské praxi jiZ dlouhou dobu pouZiva, napriklad v
pripad& vst¥ebavacich stehti, kostnich plotének a dalsich
doasnych implantéatl, kde nevykazuje Zadnou toxicitu. Do
PLGA mikrokapsli se formuluje celé rada rtiznych
farmaceutik. K tomu, aby bylo moZné upravit PLGA tak, aby
kontrolovand uvolifiovala antigen, je tf¥eba shromdZdit urcita
t&lesnad data, jak uvadi napfriklad Eldridge, J.H. a kol.,

Current Topics in Microbiology and TImmunology, 1989,

146: 59-66. Zachyceni antigen v PLGA mikrokulickach o
praméru 1 a¥ 10 pm ukizalo, Ze maji =znacné adjuvansni
G&inek, pokud se podaji oraln&. PLGA mikrozapouzdfovaci
proces pouZiva fdzovou separaci emulze typu ,voda v oleji"v.

Sledovand slouenina se pfipravi jako vodny roztok a PLGA
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se rozpusti ve vhodnych organickych rozpoudtédlech,
napfiklad v methylenchloridu a ethylacetdtu. Tyto dva
nemisitelné roztoky se ko-emulguji vysokorychlostnim
michdnim. Potom se pf¥idd nerozpoustédlo pro polymer, coZ

zplisobi vysrédZeni polymeru okolo vodnych kapidek za vzniku

embryondlnich mikrokapsli. Mikrokapsle se ochladi a
stabilizuji jednim z ¢inidel, ktera zahrnuji
polyvinylalkohol (PVA), Zelatinu, alginaty,

polyvinylpyrrolidon (PVP) a methylceluldézu, a bud suSenim

ve vakuu nebo extrakci rozpousStédla se zbavi rozpoustédla.

‘Vynalez se stane z¥ejmé&jsSim po prostudovani

nédsledujicich prikladu.

Priklady provedeni vyndlezu

Priklad 1
Propagace a purifikace chripkovych virt

7Z FDA v alantoické kapaliné vejce kurete se ziskaly

nidsledujici kmeny chripkové vakciny:

A/Beijing/353/89-podobny (H3N2)
A/Beijing/32/92-podobny (H3N2)
A/Texas /36/91-podobny (HIN1)
B/Panama/45/90.

Pro propagaci plvodni zasoby chripkového viru,
ziskaného 2z FDA, se MDCK buliky infikovaly v pritomnosti
TPCK-oSetfeného trypsinu (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO) a koncentracich fetdlniho bovinniho séra, které Jjsou

v vz

optimdlni pro pfipravu nejvy$8ich titrt viru prvni choroby.
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MDCK buniky se infikovaly chripkovymi kmeny pfi nizké
multiplicité infekce (0,1 aZz 0,5), jak uréil standardni HA
test (Rosen, ,Hemagglutination with Animal Viruses“ in
Fundamental Techniques in Virology, ed. K. Habel a N.P.
Salzman, str. 276-28 (Academic Press, New York 1969)).
Infikované bufky se inkubovaly 48 hodin p¥i 33°C a u média
se provedl test hemaglutininové aktivity. stanovujici
produkci viru. Podminky poskytujici nejvy$3i HA aktivitu se
pouZily pro pripravu velkych z&sob chripkového viru.
Optim&dlni koncentrace TPCK trypsinu a fetdlniho bovinniho
vséra pro vySe uvedené chripkové viry Jsou shrnuty v nizZe

uvedené tabulce 1.
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Purifikace chtipkového viru

Virus se 24 a? 48 hodin po infikaci sklidil z 10 T175
kultiva&nich nddob klarifiacé¢niho média (1 000 x g po dobu
10 minut), chfipkou infikovanych MDCK bunék. Virus se
peletoval 2z média pf¥i 100 000 x g po dobu 1 hodiny.
V¢slednd virovad peleta se resuspendovala v 1 ml fosfatem
pufrovaného fyziologického roztoku (PBS) pH 7,4 a
odst¥edovala pres 20 ml 20-60% (hm./obj.) sacharézového
gradientu v PBS. P&s chripkového viru se sklidil ze 40-45%
sacharbzové oblasti gradientu, nafedil PBS a peletoval pri
100 000 x g. Purifikovand virova peleta se resuspendovala v

0,5 ml PBS, skladovaného pf¥i -70°C.

Priklad 2
Klonovani HA genu influenzy A/Texas/36/91

Specificky pZ¥iklad klonovaného kroku pro Jjeden z
chfipkovych HA gen je zndzornén na obrazku 2. Virova RNA
se extrahovala vy3e ©popsanym zplsobem 2z influenzy
A/Texas/36/91, ziskané z CDC. Univerz4alni primer,
komplementdrni s koncem 3’ ch¥ipkovych RNA segmentl
5’ -AGCARAAGCAGG-3’ (SEQ ID NO:1), se pouzil spolu s
reverzni transkriptédzou viru my3i Maloneyovy leukémie (M-

MulLV) pro vyrobu chf¥ipkové cDNA. Purifikovand virova RNA

nebo mRNA (5 pug) se pouZila jako matrice pro vyrobu cDNA,
pouZivajici M-MuLV reverzni transkriptézu, dodanou
spole&nosti Pharmacia Inc. Vv sadé First-Strand cDNA
Synthesis Kit. Primerem, pouZity pro cDNA virové RNA z

ch¥ipkovych kmen A, byl synteticky oligonukleotidovy
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primexr (5" ~AGCARAAGCAGG-3") (SEQ ID NO:1), ktery Jje

homologicky s koncem 3’ vSech segmentd HA genového virionu.

Amplifikace HA gend z cDNA se provedla polymerazovou
fetdzovou reakci (PCR) =za pouZiti standardnich reakénich
podminek (Gene Amp kits; Cetus/Perkin Elmer, Norwalk, CT).
PCR reakdéni sm&s (100 upL) obsahovala 20 pmolll primera,
specifickych pro 5’a 3’ konec HA genu chfipkového kmene
influenza A (H3) nebo A (H1) nebo chfipkové kmeny influenza
B, jak ukazuji konvenéni sekvence zji3té&né v genové bance
DNA dat, ktera ukazuje tabulka 2. Amplifikace se provadéla
ve tf¥iceti cyklech, z nichZ kaZdy sestaval z jednominutové
denaturace p¥i 94°C, dvouminutové temperace pf¥i 55°C a
t¥iminutové extenze pr¥i 72°C. Sprédvnd velikost PCR produkti

se pfred klonovanim potvrdila na 0,8% agardzovych gelech.

PCR primery z konce 5’ HA genu: 5’-GGG GGT ACC CCC
GGG AGC AAA BAGC AGG GGA AAA TAA AAA-3’ (SEQ ID NO:2) a
konce 3’ HA genu: 5’'GA AAC GTC ACG TCT TAT ACG/T TAG/T ACT
CCA TGG CCC-3' (SEQ ID NO:3) se pouZily p¥i PCR k ziskani
celodélkového HA genu.

Novy 5’ PCR primer byl navrZen z 5’ konce genu:
5’ -GGG GGT ACC CCC GGG GAC ACA ATA TGT ATA GGC TAC CAT-3’'
(SEQ ID NO:4) a 3’ konce genu: 5’'-GA AAC GTC ACG TCT TAT
ACG/T TAG/T ACT CCA TGG CCC-3’ (SEQ ID NO:5). Tyto primery
se pouZily pf¥i PCR k =ziskdni HA genu bez sekvence
signédlniho peptidu. Ten se nésledné& vloZil do TA vektoru
rozdtdpeného KpnI. 61K signdlni peptid pro bakulovirovou
expresi a polyhedrinovy promotor se ndsledné vlozil do TA
vektoru, obsahujiciho HA gen postraddajici  sekvenci
chfipkového signédlniho peptidu. Vysledny bakulovirovy

rekombinantni vektor obsahoval polyhedrinovy promotor,
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61K bakulovirovy signdlni peptid a HA gen pro influenzu
A/Texas/36/91.

HA geny z chfipkovych kment influenzy B se klonovaly z
celkové medidtorové RNA (mRNA), extrahované z MDCK bunék
infikovanych chfipkovym kmenem B, B/Panama/45/90. Celkova
RNA se pfipravila =z 5 T175 ldhvi infikovanych bunék.
Sklizené bunky se lyzovaly v pritomnosti
guanidiniumthiokyandtu a celkovd RNA se purifikovala vyse
popsanym zptsobem. Celkovd mRNA se extrahovala z celularni
RNA za pouZiti vySe popsanych oligo-(dT)-celulbzovych

odstredovanych kolon.

Primerem, pouZitym pro mRNA chf¥ipkovych kmend B byl

nahodily oligonukleotidovy DNA primer (Pharmacia, Inc.).
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Pfiklad produkt® cDNA syntézy pouZil Jjako matrici
virovou RNA chf¥ipkového viru A/Texas/36/91. Oblast cDNA
segmentl, kterd kéduje chripkové proteiny by mohla byt
zji8téna nésledujicim zptsobem. Purifikovand virovid RNA se
slou¢i v reakéni smé&si s univerzalnim jednofet&zcovym DNA
primerem 5’ -AGCAAAAGCAGG-3' (SEQ ID NO: 124) (SEQ ID NO:1).
Tento primer je komplementarni s 3’ koncem jiZ zminénych
segmentl chripkového virionu. Reakce rovnds zahrnovala
pridani [a-**P]dCTP, &imd se zajistila vizualizace cDNA
produktt, které se separovaly na 1,5% alkalickém
hydrolyzaénim gelu (Maniatis a kol., 1982) a exponovaly na

X~OMAT-AR film.

Priklad 3
Klonovédni HA gent do bakteriilnich plasmida

PCR amplifikované rHA geny se klonovaly do
pUC~podobného  plasmidového vektoru, za pouZiti TA
klonovaciho systému (Invitrogen, Inc.). Pritomnost HA genu
se oveérila restrik&n& enzymatickou digera¢ni analyzou
plasmidové DNA, purifikované standardnimi postupy (Maniatis
a kol., 1982). Konec 5’ rHA genti se ndsledné analyzoval DNA
sekvencovanim a pro odstranéni sekvenci, kédujicich
hydrofobni signdlni peptidy na N-konci HA proteinti, byly
navrzeny nové primery. Specifické 57 a 3’ oligonukleotidové
primery, jejich? seznam uvadi tabulka 2, se néasledn&
pouZzily pro amplifikaci cDNA produktl, k niZ se poufila
PCR, a standardnimi klonovacimi metodami se klonovaly do E.
coli TA plasmidovych vektora (Invitrogen, Inc.). Vysledné

DNA klony obsahovaly kédovaci sekvence pro zralé HA.
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rHA geny z A/Texas/36/91, A/Beijing/353/89,
A/Beijing/32/92 a B/Panama/45/90 se subklonovaly
standardnimi postupy (Maniatis a kol., 1982) do
bakulovirovych expresnich vektorfl. HA geny se odstranily z
TA klonovacich plasmidd pomoci vhodnych restrik&nim enzymi
a DNA fragment = purifikovaného HA se vlioZil do
bakulovirového rekombinantniho plasmidu. Vysledné
bakterialni klony se prohledavaly na ampicilinovou
rezistenci a nésledné& sestrihly restrikénimi enzymy,
uvolnily vloZeny HA genu a tim potvrdily jeho pfitomnost.
Rekombinantni plasmidy, obsahujici HA geny, se purifikovaly
na gradientech chloridu cesného a ethidiumbromidu (Maniatis
a kol., 1982). 5’ konec plasmidd se sekvencoval s cilem
potvrdit pritomnost sprévnych bakulovirovych signala
(sekvence AcNPV polyhedrinového promotoru, ATG transladéniho
startovniho signdlu, a bakulovirového signdlu) a spréavnou
HA-kédujici sekvencl ve spréavném Ctecim rémci. DNA sekvence
na 5’ konci HA genl a lemovaci AcNPV polvhedrinovy promotor
a bakulovirovy signalni peptid (prvnich 18 aminokyselin
kaZ?dé aminokyselinové sekvence) je zndzornéno v sekvencnim

protokolu.

SEQ ID NO.6 kbéduje sekvenci 5’ konce HA genu pro
A/Beijing/32/92 (sekvenéni rozsah 1-481). SEQ ID NO:7 Jje
odpovidajici aminokyselinova sekvence (zacina na
startovacim kodonu ,ATG" [nukleotidu 21] SEQ ID NO:6).
Aminokyselinovd sekvence 61K signdlniho peptidu je uvedena

v SEQ ID NO:7 jako aminokyseliny 1-18.

SEQ ID NO. 8 kdéduje sekvenci 5’ konce HA genu pro
A/Texas/36/91 (sekvencni rozmezi 1-481). SEQ ID NO: 9 Ie
odpovidajici aminokyselinovou sekvenci (zadinajici na

startovacim kodonu ,ATG® [nukleotidu 21] SEQ ID NO: 8).
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Aminokyselinové sekvence 61K signdlniho peptidu je uvedena

v SEQ ID NO: 9 jako aminokyseliny 1- 18.

SEQ ID NO: 10 kdéduje sekvenci 5’ konce HA genu pro
B/Panama/45/90 (sekvenéni rozmezi 1-434). SEQ ID NO: 11 je
odpovidajici aminokyselinovou sekvenci (zac¢inajici na
startovacim kodonu ,ATG" [nukleotidu 21] SEQ ID NO: 10).
Aminokyselinovad sekvence 61K signdlniho peptidu je uvedena

v SEQ ID NO. 11 jako aminokyseliny 1-18.

V SEQ ID NO 6, 8 a 10 nukleotidy 1-20 kéduji 3’ konec
polyhedrinového promotoruy, nukleotidy 21-74 kéduji
61K signalni peptid a nukleotidy 75 aZ konec kdéduji 5’

konec HA genu.

Priklad 4
Exprese rekombinantniho HA ve hmyzich bufikéch

Chimerické rekombinantni plasmidy, obsahujici

klonované HA geny se purifikovaly a 2 ug se smisily s 1 ug
standardniho typu DNA AcNPV. DNA se vysraZely s véapnikem a
transfektovaly do bunék S. frugiperda za  pouziti
standardnich postupl (Smith, Summers a Fraser, Mol. and

Cell. Bilol. 3:2156-2165 (1983)). Rekombinantni bakuloviry

se identifikovaly na =z&kladé morfologie plak a nésledné
dadle purifikovaly dal3imi cykly purifikace plak. Plakové
purifikované rekombinantni bakuloviry se prohleddvaly s
cilem analyzovat expresi rHA a pro dals8i vyvoj se zvolil

jediny bakulovirovy expresni vektor.

Bunky S. frugiperda se 1infikovaly bakulovirovym

vektorem, obsahujicim HA gen 2z ch¥ipkového kmene:
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B/Panama/45/90. 24, 48 a 72 hodin po infikaci se 1 x 10

[**SImethioninu po dobu 15 minut,

bunék pulzovalo s 25 puCi
¢imZ se znacené proteiny syntetizovaly. Butiky se sebraly a
proteiny se separovaly na 11% polyakrylamidovém gelu v
pritomnosti 0,1% SDS. Radiologicky znacené proteiny se
detekovaly expozici na X-OMAT-AR film. Umisténi
proteinovych standardl a jejich velikosti v kilodaltonech
(kd) naznacily, Ze 85 kd rekombinantni HA protein je Jjednim

z hlavnich proteinti, které se syntetizovaly v bulikdch

48 hodin a 72 hodin po infikaci.

Priklad 5
Produkce a purifikace rekombinantniho HA

Bakulovirovy expresni vektor A8611, ktery obsahuje gen
pro influenzu A/Beijing/353/89, produkovany v podstaté vyse
popsanym zplsobem pro A/Beijing/32/92 hemaglutinin pod
kontrolou polvhedrinového  promotoru, se pouZil pro
infikovéani bunék S. frugiperda. Builky se nechaly narust pri
27°C do hustoty 1 x 10° bund&k/ml v TNMFH médiu (Gibco BLR,
Gaithersburg, MD) obohaceném 10% fetdlnim bovinnim sérem a
infikovaly se pri multiplicité infekce (MOI) 1 A8611
rekombinantnim bakulovirem. Béhem infikace se hemaglutinin
influenzy A/Beijing/353/89 produkoval za transkripéni
kontroly bakulovirového polyhedrinového promotoru. Bullky se
sklidily 72 hodin po infikaci patnactiminutovym
odstfedovdnim p¥i 3 400 x g a promyly resuspenzi v séru
prostém TNMFH médiu a nésledné tricetiminutovym
odstredovanim p¥i 10 400 x g. Supernatant se oddekantoval a

infikované buné&né pelety se skladovaly p¥i -70°C.
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Vyvinul se zplUsob, ve kterém se rekombinantni HA =za
podminek, které nedenaturuji antigen selektivné extrahoval
z infikovanych bunék. Neni-1li stanoveno jinak, provadi se
v3echny extrakéni kroky p¥i 4°C. Bun&&nid peleta z 0,5 1
kultury (pfibliZn& 5 x 10° bun&k) se rozrudovala 2 minuty
ve 40 ml ledové studenych 30 mM Tris-HCI1, PH 8,4,
25 mM LiCl, 1% (obj./obj.) Tweenu-20, 1 mg/ml leupeptinu za
pouZziti homogenizadtoru Polytron (Brinkmann Instrumens Inc.
Westbury, NY). Homogenat se odstredoval t¥icet minut pfi
9 200 x g. Supernatant se vypustil a pelety se sebraly.
Tento krok odstranil rozpustné a periferni membrinové
proteiny z hmyzich bunék bez extrakce integrilnim
membranovym proteintim podobného rHA. rHA se =z pelet
extrahoval dvouminutovou homogenizaci pf¥i nastaveni 4 ve
40 ml ledové studeného 30 mM Tris, 10 mM ethanolaminu,
pH 11, 25 mM LiCl a % Tweenu-20. Po 3Sedesdtiminutové
inkubaci na ledu se pH hodnota homogendtu nastavila na
8,4 pomoci 1 N HCl a nerozpustny materidl se odstranil
t¥icetiminutovym odstredovénim pf¥i 9 200 x g. Supernatant
obsahujici rozpustny rHA se oddekantoval a pH hodnota se
zkontrolovala, a pokud to bylo nezbytné, tak se nastavila
na 8,4 pri pokojové teploté. Nerozpustny materidl se pro
analytické nGcely resuspendoval ve 40 ml vody. HA integralni
membranovy protein se solubilizoval pf¥i vysokém pH v
pritomnosti detergentu Tween-20 a zlstal v roztoku potom,

co pH pokleslo.

Proteiny se analyzovaly SDS elektroforézou na
polyakrylamidovém gelu. Vzorky se rozru3ily ve vrouci vodni
lazni, kde se ponechaly 10 minut v pritomnosti
2% dodecylsulfatu sodného (SDS) a 5% beta-merkaptoethanolu,

naceZ se podrobily elektroforéze na 11% polyakrylamidovém
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gelu v pritomnosti 0,1% SDS, nal&e? se zabarvily modi

Coomassie.

Pro purifikaci rekombinantniho cHA byl  vyvinut
chromatograficky purifika&ni proces, ktery poskytuje vysoce
purifikovany rekombinantni HA antigen, ktery neni
denaturovany a je vhodny jako slo¥ka chripkové vakciny pro
huménni aplikaci. Pro &i&té&ni A/Beijing/353/89 HA z bundk
S. frugiperda infikovanych rekombinantnim virem A8611 se

pouzil nésledujici postup.

Chromatografickymi gelovymi matricemi, pouZitymi pro
purifikaci HA z 0,5 1 infikovanych bunék S. frugiperda,
bylo 30 ml Pharmacia DEAD Sepharose Fast Flow (v koloné
Pharmacia C16/20) a 4 ml Pharmacia Lentil Lectin Sepharose
4B (v kolon& Pharmacia C10/10). Vystup DEAE kolony Jje
spojen se vstupem Colkové lektinové kolony a S/N 2 bunéény
extrakt, pripraveny vyS$e popsanym zplisobem, se aplikoval do
spojenych kolon rychlosti 1 ml/minutu. Kolony se promyly
30 mM Tris-HCl, pH 8,4, 25 mM LicCl, 0,5% Tween-20 dokud se
hodnota UV absorpce p#i 280 nm proudu vytékajiciho =z
CoCkové lektinové kolony navratila na vychozi hodnotu. Za
téchto podminek se v&t$ina kontaminujicich proteinu
navdzala na DEAE, ale rekombinantni HA proudi kolonou.
Zbyvajici kontaminujici 14tky prochazi &o&kovou kolonou a
glykosylatovany rHA se vadZe na &olkovou lektinovou afinitni
matrici. DEAE kolona se rozpoji a lektinovd kolona se
promyje dal3imi 40 ml 30 mM Tris-HCl, pH 8,4, 25 mM LiCl,
0,5% Tween-20. LektinovAd kolona se nésledné promyla 40 ml
30 mM Tris-HC1, pH 8,4, 25 mM Licl, 0,4% (obj/obj)
deoxycholatu sodného (DOC). Tento krok nahradi detergent
Tween-20 detergentem, jako je DOC, ktery lze =z proteinu

odstranit dialyzou. Rekombinantni HA se nislednd =z
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lektinové kolony eluovala pomoci pfibliZné& 20 ml 40 ml
30 mM Tris-HC1, pH 8,4, 25 mM Licl, 0,4% (obj/obj)
ddeoxycholédtu sodného, obsahujiciho 0,3 M a-D-methyl-

mannosidu. Vysledky se analyzovaly pomoci 11% PAGE.

Diky generické variabilité chf¥ipkovych HA proteint se
detaily, tykajici se vySe uvedeného purifika&niho postupu,
mohou v pripadé kaZdého jedinedného rekombinantniho HA
proteinu 1iSit. zxrHA se mbZe napfiklad vazat na DEAE
intoménicovou kolonu namisto toho, aby touto kolonou
prochézely. V tomto pfipadé by se rHA mohl z DEAE kolony
odstranit promytim kolony pufrem obsahujicim vysokou

koncentraci LiCl, NaCl nebo jiné soli.

Pro odstranéni DOC detergentu a daldich sloZek pufru
se proud vytékajici =z lektinové kolony, ktery obsahuje
purifikovany rHA, dialyzoval proti fosfadtem pufrovanému
fyziologickému roztoku, pH 7,5 (PBS). Purifikovany
rekombinantni HA mél alespon 95% <&istotu, stanoveno

analyzou na SDS polyakrylamidovych gelech.

Priklad 6
Analyza protedzové rezistence rHA

zraly HA tvori trimerové struktury, které Jsou
rezistentni proti rlznym protedzadm vdetné trypsinu, které
degraduji HA monomery (Murphy a Webster, 1290). Rezistence
vici trypsinovému oSetfeni mlZe byt tedy pouZita jako test
pro urc¢eni funkéni trimerové tvorby.vPro studie rezistence
rHA v0OCi protedzovému oSetfeni se pouZil nésledujici

postup.
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Dva alikvotni podily purifikovaného rHA
(A/Beijing/353/89) pri koncentraci 60 pg/ml se inkubovaly
po dobu 30 minut na ledu, v 30 mM Tris-HCl, pH 8,4, 150 mM
NaCl, v pritomnosti a za absence 50 pg/ml TPCK-oSet¥eného
trypsinu. Reakce se ukoncila pridénim 57,4 mM
fenylmethylsulfonylfluoridu v isopropanolu do koned&né
koncentrace 1 mM. Alikvotni podily kaZdého vzorku se
denaturovaly varem v 3% SDS za redukénich podminek,
podrobily elektroforéze na 11,5% polyakrylamidovych gelech
a pomoci westernového prenosu prenesly na nitrocelulézovy
filtr. HA polypeptidy se detekovaly za pouZiti anti-HA séra
morCete, pfipraveného proti purifikovanému rHA a koziho

anti~-mor&eciho IgG alkalinfosfatédzového konjugétu.

NeoSetfeny rHA migroval pfi velikosti HA prekurzoru
(HAO) . Proteazové oSetfeni vedlo k vytvoreni dvou hlavnich
pasl, které migrovaly pri velikostech predpokladanych pro
chripkovy hemaglutinin HA1l a HA2. Vysledky ukézaly, Ze
trypsin roz3tépil rHA protein a dal tak vzniknout dvéma
polypeptidim, JejichZ velikostl odpovidaji pfedpokladanym
HA1l HA2 velikostem. K Zadnému daldimu protalytickému
procesu nedoslo. Tyto vysledky  ukazuiji, Ze rHA,
purifikovany vy3e popsanym zplsobem, Jje rezistentni proti
degradaci protedzou. Tato vlastnost Jje specifickd pro

purifikovany rHA, ktery se nachdzi ve formé& trimerti.
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Priklad 7

Stanoveni imunogenicity rHA pomoci standardizovaného testu

my3i potence

Jednim zplUsobem méreni imunogenicity antigenu je
stanoveni mnoZstvi, nezbytného pro indukci detekovatelné
odezvy na protilatku u mysi (test myS$i potence).
Standardizovany test my3i potence se pouZivd pro méreni
imunogenicity rHAO vakciny. Skupiny péti aZ deseti my$i se
imunizovaly jednou vakcinou, obsahujici postupnd nafedeni
rHA, ty. 0,500 pug, 0,1 ng, 0,02 pg a 0,004 pg
purifikovaného rHA. Séra se odebrala 28 dni po imunizaci a
protildtky proti rHA antigenu se mérily pomoci standardniho
testu (ELISA) v 96jamkovych mikrotitracnich plotnéch. Mys$i
jsou sérokonvertované, pokud je OD450 pri 1:100 narfedéni
28denniho antiséra vys$3i, neZ prﬁmérné hodnota 0OD450 mySiho
pre-imunniho séra, =zvysend o tri standardni odchylky.
U&innad davka vakciny, potrfebnd pro 50% sérokonverzi mydi

(ED50) je mirou imunogenicity antigenu.

Napfiklad  cCtyri skupiny zahrnujici 10 mys3i se
imunizovaly 0,1 ug, 0,02 ug, 0,004 ug nebo 0,0008 ug
(pétindsobné naredéni), rHAO vakcinou. Séra se shroméZdila
28 dnli po imunizaci a pomoci ELISA testu se mérila proti
kaZdému rHAO antigenu ve  vakcing, S cilem urcit
sérokonverzi. Vypodetla se d&avka, potf¥ebnd pro 50%
sérokonverzi my$i (EDso), a pro kazdy rHAO antigen se

uréila minimdlni hodnota EDs.

Predbé&Znéd data ukéazala, Ze jedna davka 0,004 pg rHAO

[]

bude sérokonvertovat alespon 50 % myS3i.
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Priklad 8

Poddni rHA v kombinaci s adjuvansem a srovnani s dostupnymi

chripkovymi vakcinami

My3i potence purifikovaného rHA chfipkového kmene
A/Beijing/353/89 se analyzovala s kamencem nebo bez
kamence a srovnavala s komer¢né dostupnou ch¥ipkovou
vvakcinou FLUZONE (Connaugth Laboratories, Inc. Swiftwater,
PA),., kterd obsahovala A/Beijing/353/89 ch¥ipkovy kmen.
Vakcina se podala v dévce 0,5 ug, 0,1 ug, 0,02 pg a
0,04 pg. Dvacdty osmy den se my3im injektovaly vyse
popsané davky purifikovaného rHA. Ctyficetidvoudenni my3i
sérum se titrovalo v ELISA testu, s cilem stanovit IgG-HA

protildtky.

Vysledky jsou zndzornény na obrazku 3. Za
nepfitomnosti adjuvansu indukovala pouze dévka 0,5 ug
produkci podstatnéjsiho titru protilatky (200 000). V
pritomnosti adjuvansl produkovaly podstatn&j$i mnoZstvi
protilatky 3jiZ davky 0,004 ug rHAO. Zvifata, imunizované
rHA (bez kamence) produkovala pfibliZné stejné koncentrace
anti-HA protilatek jako komeréni vakcina. Kamenec zvysil
imunogenicitu rHA, pficemZ v pfitomnosti adjuvansu se
generovaly minimalné desetindsobné vys$3i anti-HA titry neZ

v nepritomnosti adjuvansu.

Srovndni imunogenicity purifikovanych rHAO s komerdni
celovirionovou ch¥ipkovou vakcinou FLUZONE (Connaugth
Laboratories, Inc. Swiftwater, PA) ukazuje, Ze rHAO
vyvolavad po dobu 48 dnl podobnou imunitni odezvu u mys3i.
Adsorpce rHAO na kamenec podstatné zvysSuje imunogenicitu

purifikovaného rHAO u my3i, jak ukazuji vysledky testu,
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popsaného v prikladu 7. Kombinace s kamencem zpasobuje

vy381 tvorbu IgG hemaglutininovych protildtek neZ chrfipkové

vakciny FLUZONE.

Priklad 9
Studie hemaglutinac¢ni inhibice

Hemaglutinac¢né inhibiéni (HAI) protildtky se vaZi na
tri ze <&tyr =znémych epitopl na hemaglutininu a blokuji
schopnost chripky aglutinovat d&ervené krvinky (Wilson a

kol., ,Structure of the hemaglutinin membrane glycoprotein
of influenza virus at 3A° resolution“. Nature, 289-366-378

(1981)). Tyto antigenni determinaty se shlukuji okolo
vazebného mista receptoru kyseliny sialové na
hemaglutininovych trimerech. Protilatky proti témto mistlim
budou neutralizovat infekdénost viru (Weis a kol.,
»Structure of the influenza virus hemaglutinin comlexed
with its receptor, sialic acid“, Nature 333:426-431
(1988)). Titr a specifiénost HAI protilatek jsou dileZitymi
mirami potence chripkové vakciny chrénit proti infikaci

podobnymi nebo odvozenymi typy ch¥ipky.

Studie, porovnavajici schopnost purifikovaného rHAO
pIipraveného z ch¥ipkového kmene A/Beijing/353/89 a
ch¥ipkové vakciny FLUZONE (Connaugth Laboratories, Inc.
Swiftwater, PA) vyvoldvat tvorbu HAI protildtek, se
provadély na mySich. Skupiny péti my$i se injektovaly nulty
a dvacaty osmy den 0,05 ug, 0,1 pg, 0,02 pg nebo 0,004 ug
rHAO0 nebo trikradt stejnymi mnoZstvimi vakciny FLUZONE,
takZe se podala stejnd mnoZstvi rekombinantniho nebo

virového A/Beijing/353/89 hemaglutininu. Naprfiklad my3i v
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nejvys8i davkové skupiné byly imunizovény 1,5 pg FLUZONE
hemaglutininu (0,5 pg hemaglutininu 2z kaZdého kmene) a

0,5 pg rHAO. Pritomnost dalsiho hemaglutininového antigenu
ve vakciné FLUZONE ze dvou dalsSich chfipkovych kmentt mGZe

v~

vést k uréitym kriZoveé reaktivnim protilatkam.

Anti-hemaglutininové protilatky (hemaglutininovy IgG)
se mérily proti purifikovanému rHAO ve standardnim testu
ELISA. HAT protilatky se mérily proti Ctyrem
hemaglutininovym Jjednotkdm néasledujicich antigent: cely
chfipkovy virus A/Beijing/353/89 (A/Bei), purifikovany rHAQ
A/Beijing/353/89 antigen a FLUZONE. HATI titr odpovida
nejvys$8imu naredéni antiséra, které =z 50 % inhibuje

aglutinaci kufecich cCervenych krvinek.

Tabulka 3 uvadi titry sérového hemaglutininového IgG a
HAT u nmny8i, stanovené 42. den. Vy38i hladiny anti-
hemaglutininovych protildtek produkovala rekombinantni rHAO
vakcina. Tyto titry byly pribliZné desetkrdt vys8i neZ
titry ziskané p¥i aplikaci vakciny FLUZONE. Nejpodstatnéjsi
je to, Ze rHAO vakcina produkovala dobré titry protilétek,
které blokovaly aglutinaci dervenych krvinek, zplsobenou
virem A/Beijing/353/89 a rHAO antigeny. TakZe rHAO vakcina
produkovala HAI protildtky, které rozpozndvaly stejné dobfe
imunogen a chfipkovy vir A/Beijing. Nizs$i HAI titry,
naméfené proti vakciné FLUZONE, mohou byt zplasobeny
neschopnosti antiséra Dblokovat aglutinaci zplsobovanou
daldimi dvéma kmeny hemaglutininu ve vakciné FLUZONE. Na
druhé strané mys$i imunizované vakcinou FLUZONE produkuji
vysoké titry HAI protildtek v pripadé, Ze se méfeni provadi
proti vakciné FLUZONE. HAI titry proti chrfipkovému viru
A/Beijing/353/89 a rHAO antigenu byly podstatné niZsi.
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Podobné schéma bylo moZné pozorovat u my3i, spadajicich

nizgich davkovych skupin.

do
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Z téchto vysledkl rovnéZ vyplyvéd, Ze mezi chfipkovym
kmenem A/Beijing/353/89 ve vakciné& FLUZONE a stejnym
chr¥ipkovym kmenem ziskanym z FDA a pfed pouZitim v HAI
testu jednou pasdZovanym ve vejcich jsou genetické rozdily.
Skutecnost, Ze protildtky ©produkované v odezvé na
rekombinantni HAOQ, klonovany z ch¥ipkového viru
A/Beijing/353/89, blokuji aglutinaci cervenych krvinek
zpusobovanou timto chripkovym kmenem Jje dobrym dakazem
toho, Ze béhem klonovédni nedo3lo k Zadnym genetickym
zméndm, které by ovlivnily vazebné misto receptoru kyseliny

sialové na purifikovaném rHAO antigenu.

Priklad 10
Formulace a klinickd Gc¢innost chripkové vakciny 1993/1994

Provedla se celd fada humdnnich klinickych testn,
které mély charakterizovat bezpeCnost a imunogenicitu
experimentdlni chripkové vakciny, obsahujici rekombinantni
HA u 1lidi a pomoci ziskat predbé&Znd data, tykajici se
ochranné Wuc¢innosti této vakciny proti prirozené infikaci
béhem epidemického obdobi. Vysledky ukazuji, Ze vakciny
obsahujici rekombinantni chfipkovy hemaglutinin (rHAO),
pfipraveny zde popsanymi zplsoby zplsobovaly méné mistnich
neZddoucich reakci a poskytovaly stejnou nebo lepsi
ochrannou imunitni odpovéd v ©porovndni s komerdéné
dostupnou, licenci opatfenou, zfedénou ch¥ipkovou vakcinou

vyrabénou ve vejcich.
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Materidly a metody
Vakciny

Rekombinantni HA vakciny pouzité v této studii
zahrnovaly celodélkovy neStépeny HA (HAO) glykoprotein =z
chrfipkového viru A/Beijing/32/92 (H3N3). Rekombinantni HAO
(RHAO) se produkoval v kulturdch motylich (hmyzich) bunék,
nacez nésledovala expozice bakulovirovym vektorem
obsahujicim c¢DNA inzerty kdédujici HA gen. Exprimovany
protein se purifikoval za nedenaturacnich podminek do 95%
Gistoty, mé&feno kvantitativni skenovaci densitometrii
objemného antigenu separovaného elektroforézou na natrium
dodecylsulfatpolyakrylamidovych gelech. Identita peptidu se
potvrdila aminokyselinovou analyzou, N-koncového
sekvencovani a analyzy westernového blotu protichripkovym
A/Beijing/32/92 sérem. rHAO vakciny obsahovaly specifické
mnozstvi synteticky syntetického HA antigenu bud
rozpudt&ného ve fosfadtem pufrovaném fyziologickém roztoku
nebo adsorbovaném na fosforeCnanu hlinitém (kamenci), Jjako
adjuvansu, ve form& gelové suspenze. Schvalend trojvalencéni
subvirionovd vakcina pouZitd pri studii obsahovala
15 ng/davku kaZdého HA z chripkového viru A/Texas/36/91
(N1N1), ch¥ipkového viru A/Beijing/32/92 (H3N2) a
chripkového viru B/Panama/45/90 fedéné chripkové vakciny

FLUZONE vyradbéné ve vejcich (Connaugth Laboratories, Inc.

Swiftwatexr, PA).
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Klinické testy

Instituciondlnimi posudkovymi tymy Univerzity Saint
Louis a Univerzity v Rochesteru schvdlily identické
studijni protokoly. Studii na obou univerzitdch se
G&astnily zdravi dospé&li Jjedinci ve véku 18 az 45 let.
Subjekty se nahodile rozdélily do skupin, kterym se
nadsledné aplikovala Jjedna z néasledujicich péti vakcinovych
prfipravkll dvojim slepym zplsobem: (1) 15 pug rHAO, (2) ug
rHAO0 plus kamenec, (3) 90 uwg rHAO, (4) schvilena
trojvalendni inaktivovand chripkovd vakcina, nebo (5)
fyziologické placebo. Vakciny se podévaly intramuskulédrni
injekci v objemu 0,5 ml. Pro polételni odhad bezpelnosti
t¥1 wvakcinovych pZipravki obsahujicich rHAO, se =zvolilo
nahodile a nezavisle na ostatnich subjektech prvnich 25
jedinct, kteri m&li byt vakcinovéani, (tj. 5 osob na studii)
a tyto jedinci byli 48 hodin po vakcinaci pfed tim, neZ se
aplikovaly zbyvajici vakciny, nepretrZité telefonicky
sledovani. V&ichni zvoleni jedinci byli instruovéni tak,
aby vypliiovali denni zpradvu a v ni uvedli vesSkeré neZadouci
reakce v&etné lokélnich a systemickych priznakl, které se u
nich projevily b&hem prvnich Sesti dni po vakcinaci. Pokud
jde o povahu priznakl, jedinci sami tyto priznaky hodnotili
jako mirné, stfedni nebo v&Zné. Pokud sledovani Jjedinci
citili, %e maji zvySenou teplotu, potom rovnéZ zaznamenali
hodnoty oradln& m&rené teploty. Pokud se na misté& po injekci
objevilo lokadlni zdufeni nebo erytém, potom se hodnotilo
zda je plocha zdufeni nebo erytému mendi, resp. ve€t$i neiZ
gtvrtdolar. VSechny vakciny se aplikovaly v prab&hu
posledniho tydnu m&sice listopadu a prvniho tydné mésice
prosince 1993. Vzorky séra se odebraly kaZdému jedincl v

okam¥iku vakcinace, tri t¥ydny po vakcinaci a znovu koncem
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brezna nebo v mésici dubnu 1994 alespoil dva aZ tr¥i tydny
potom, co jiZ viry necirkulovali v mistnich komunitéach.
U¢astnici studie byly rovné&Z instruovani, aby kontaktovali
studijni centrum, pokud  béhem zimniho chripkového
epidemického obdobi prodélaji chripce podobnou chorobu.
Chfipce podobnd choroba byla definovéna Jjako vyskyt
jakéhokoliv respiraéniho priznaku trvajiciho déle neZ dva
dny a doprovazeného horeCkou a/nebo systemickymi priznaky
myalgie nebo nachlazeni. Jedinclm, ktefi =zaznamenali
ch¥ipkové priznaky, se provedly nosohltanové vytéry za
Udelem =ziskdni a identifikace virové kultury. Klinické
vzorky se opatfily identifikacnimi kdédy a zpracovaly slepim

zplasobem.

Sérologie

Pro jednotlivé typy sérologickych testd se vSechny
vzorky shromdZdéné v obou institucich testovaly najednou v
jediné laboratori. Hemaglutinadéné inhibid&ni (HAT)
protildtky proti antigenu chfipkového viru A/Beijing/32/93
(H3N2) se mé&f¥ily v séru standardnim mikrotitracnim testem,
nale? nésledovalo odstranéni nespecifického inhibitoru
pomoci enzymu nic¢iciho receptor a odstranéni studenych
aglutinin® hemadsorpci pf¥i 4°C. Titr se definoval jako
nejvy83i nafedéni séra, které zcela zabrénilo hemaglutinaci
zplisobené &tyrmi antigenovymi jednotkami viru, pficemZz jako
vychozi na¥edéni se zvolilo nafedéni 1:4. Protildatky
sérového HA-specifického imunoglobulin G (IgG) se mérily
pomoci testu ELISA, pri kterém se jako potahovy antigen
pouZzil purifikovany rHAO chripkového viru A/Beijing/32/92

(H3N2). Sled reakénich <¢inidel smérem ven 2z pevné féaze
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tvor¥il (1) purifikovany rHAO antigen, (2) vzorek séra,
(3)alkalinfosfatdza-konjugovand s kozim anti-humannim IgG a
(4) substradt na béazi p-nitrofenylfosfatu disodného. ELISA
titr se exprimoval jako nejvy3s3i naredéni, pri kterém byla
optickd hustota obsahu jamky obsahujici antigen alespoii
dvakridt wvys3i, neZ optickd hustota obsahu odpovidajici
kontrolni jamky bez antigenu. Neutralizované protilatky se
mérily =za pouZiti mikroneutraliza¢niho testu, ktery JjiZ
popsal Treanor J.J. a Betts R.F., J. Infect. Dis. 168:455-
459 (1993). Postupnd naredéni tepelné inaktivovaného séra
se smisila s pf¥ibliZné& 100 TCIDs, chripkového viru
A/Beijing/32/92 (H3N2) a inkuboval Jjednu hodinu p¥i 37°C.
Sm&s viru a séra se nasledné adsorbovala pri pokojové
teploté v pribéhu jedné hodiny na splyvajici monovrstwvu
ledvinovych bunék psa Madin-Darby (MDCK) v jamkéch
devadeséatiSestijamkovych ploten. Plotny se promyly =za
G&elem odstranéni zbytkového inokula a opd&t naplnily séra
prostym Dulbeccovym MEM s 2 ug/ml trypsinu a sedmdesdt dva
hodin inkubovaly v 5% CO, pf¥i 33°C. Builky se nésledng&
fixovaly methanolem a virovéd replikace se vyhodnotila za
pouZiti seznamu nySich monoklondlnich protilatek
specifickych pro matrici a nukleoproteiny chripkového viru
A (Centers for Disease Control, Atlanta, GA), a nésledné
alkalinfosfatdzou-konjugovanou s anti-myS8im IgG. Posledni
titr séra se definoval Jjako nejvy38i naredéni, které
zplisobuije 50% redukci signalu v porovnani S

neneutralizovanymi kontrolnimi jamkami.
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Virologie

Virové kultury vzorkdl nosohltanovych vytérad se
zpracovaly v kaZdé 1nstituci standardnimi technikami.
Vzorky se ocCkovaly bud v MDCK nebo ledvinovych buiikdch
makaka a inkubovaly 14 dni p¥i 33°C. Hemadsorpce bun&&nych
monovrstev se testovala pomoci 0,4% roztoku erythrocytta
mor&ete. Chfipkové viry se identifikovaly v hemadsorpéné
pozitivnich kulturdch HAI za pouZiti H3-specifického

antiséra (Centers for Disease Control).

Statistické analyzy

Reciproky HAI, ELISA IgG a titry neutralizacdni
protildtky se logaritmicky transformovaly pro ucely
statistické analyzy. Jako vyznamnd odpovéd na vakcinaci se
definovalo &tyrnasobné nebo vét3i zvySeni titru protilatky
mezl vzorky séra odebranymi pred vakcinaci a po vakcinaci.
Laboratorni dtkaz chripkového virové infekce A (H3N2) se
definoval jako izolace viru z nosohltanovych sekretll a/nebo
Styrnédsobné a véts8i zvySeni titru HAI protilatky v séru
mezi tritydennim post-vakcinaénim vzorkem (presezonni)
odebranym v prosinci a odpovidajicim (postsezonnim)
vzorkem, odebranym  nasledujici jaro. Rozdily mezi
vakcinovanymi skupinami se analyzovaly pomoci Fisherova
exaktniho testu, jehoZ cilem je porovnat podily subjektd s
neZddoucimi reakcemi, s podstatnou protildtkovou odezvou
nebo laboratorn& potvrzenou chripkovou nemoci nebo infekci,
a analyzovanim rozdilu (ANOVA), a porovnat postvakcinacni
prim&rny reciproky log, titrd protildtky. Modifikovany test

Bonferroniho nepravidelnosti a Tukey-Kramerav test se
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aplikovaly v pfipadé, kdy bylo pro dosaZeni konedného

vysledku vhodné provést vice moZnych srovnani.

Vysledky
Reaktogenicita

rHAO vakciny v této studii byly Dbezpeéné a velmi
tolerantni. Nezdédlo se, Ze by byla frekvence neZadoucich
reakci ovlivnéna zménou davky rHAO antigenu v rozmezi od
10 ug do 90 pg, ale pridanim kamence se miZe mirné zvysit.
Lokalizovany erytém, citlivost a Dbolestivost v misté
injekce byly <castéji =zaznamendny u jedincl, kterym se
aplikovala schvdlend subvironovd vakcina, neZ u Jjedinct
kterym se aplikovalo 15 ug nebo 90 pug rHAO ve fyziologickém
roztoku. S vyjimkou Jjediné osoby, kterd pocitovala po
imunizaci schvalenou vakcinou v paZi st¥edné silnou bolest,
citlivost a ztuhlost, byly vSechny priznaky hodnoceny jako
priznaky mirné povahy, které zpravidla trvaly 1 aZ 2 dny.
Lokalizovany erytém a/nebo zatvrdnuti, pokud se objevilo,

bylo podstatné men3i nez Ctvrtdolar.

Imunogenicita

Zakladni titry sérové HAT protilatky proti chrfipkovému
viru A/Beijing/32/92 (H3N2) dosahovaly maximdlné 1:8 u
64 (50%) ze 127 zulastnénych subjektli. Vétdina subjektd v
kaZzdé ze &tyr vakcinovanych skupin poskytla HA-specifickou
sérologickou odpovéd, méreno pomoci HATI a testu ELISA
(tabulka 4). Postvakcinac¢ni titry sérové HAI protilatky

dosahovaly u v3ech osob, kterym byla podédna vakcina
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maximédlné 1:32 s vyjimkou dvou osob, kterym bylo podéno
15 pg rHAO a jedné osoby, kterd byla podédna jiZ schvélena
vakcina. Vakcinace byla jinak u vétS8iny dobrovolnikd
spojena s produkci neutralizaéni protilatky. Primérné
zvy$eni titrG protildtky a hodnoty sérokonverze po
imunizaci 15 pg rHAO Dbylo ponékud niZsi neZ v pfipadée
imunizace JjiZ schvalenou vakcinou, nicméné tyto rozdily
nemé&ly statisticky vyznam. Protilatkova odezva na rHAO se
pridédnim kamence nezvySila. Subjekty imunizované 90 pg rHAO
dosdhly po vakcinaci pr@mérného titru HAI a ELISA IgG
protildtky, ktery byl dvakrat aZ pétkrat vyS8i nei v
pripad& zbyvajicich t¥i vakcinaénich skupin (rozdily
zjisté&né pri porovndvani  titrd  sérového HAI  byly

statisticky vyznamné) .

Ochrannd Gc¢innost

V pribéhu sledované periody, =zaznamenalo celkem 28
subjektd chorobu podobnou chfipce. Cty¥em z téchto jedinct
(z nich? t¥em bylo aplikovéno placebo a jednomu, ktery byl
imunizovan 15 pg rHAO) byl z nosohltanovych kultur izolovan
ch¥ipkovy virus typu A (H3N2). Podstatné zvySeni titru HAI
protilatky proti chf¥ipkovému viru A/Beijing/32/92 (H3N2)
mezi predsezénnim a postsezdédnnim vzorkem séra bylo rovnéZ
zji%tén ve trech ze Ctyfech pripadech, kdy byl v kultufe
potvrzen virus, ale u Zadného dal3iho Jjedince, ktery
zaznamenal chorobu. Jediny rHAO prijemce, u kterého se
nésledné& vyvinula laboratorné potvrzéné chripkova choroba,
m&l pozitivni kulturu =ziskanou 31 dni po imunizaci a
sérokonvertoval se z prevakcinaéniho HAI titru, ktery byl

mendi neZ 1:4, na postvakcinacni (pfedsezdé4nni) titr, ktery
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dosahoval 1:32. Dvé dalsi osoby, kterym se podévalo
placebo, a Jjeden dobrovolnik imunizovany JiZ schvélenou
vakcinou mél sérologicky dakaz infikace chfipkovym virem A
(H3N2) v prub&hu epidemického obdobi pri absenci klinické
nemoci. Pr¥i srovnani vSech vakcinovanych subjektd (neboli
v8ech subjektli, kteri prijali libovolnou rHAO vakcinu) se
zjistilo, Ze u Jedincl, kterym bylo aplikovano pouze
placebo, bylo zaznamendno podstatné vys$3i procento jedinct,
kteri prodélaii laboratorné potvrzenou chripku typu A
(H3N2) (p<0,05) nebo kte¥i byly infikovani Jejim virem
(p<0,005) .

Vy8e uvedené vysledky naznacuji, Ze chripkové vakciny
obsahujici purifikovany rHAO antigen, pripravené zpusobem
popsanym ve vy3e uvedené patentové pifihléasce, jsou
tolerantni a schopné vyvoldvat ochranné imunitni odezvy u
lidskych subjektd. I p¥i dévce 90 pg nebyl rHAO, hodnoceny
v této studii, reaktogenidté&jdi neZ placebo na bazi
fyziologického roztoku a zplsoboval podstatné méné mistnich
nefddoucich reakci neZ jiZ schvdlend a patentovana
trojvalendni subvirionovd vakcina obsahujici poloviéni

mnoZstvi (tj. 45 ng) celkového HA antigenu.

Odezvy neutralizadnich HA-specifickych protildtek na
15 pg rHAO pfipravku byly srovnatelné s odezvami vyvolanymi

subvirionovou vakcinou a podstatné se zvy$ily zvySenim

davky rHAO na 90 ug.

Celkova Cetnost infikace a nemoci, zplsobené
pfirozenou expozici cirkulujicimu epidemickému chfipkového
kmenu 2 (H3N2), byla podstatné niZ%i u vakcinovanych
subjekt® neZ? u jedincl, kterym se podalo placebo. Z téchto

vysledkli vyplyvd, Ze ochrannd imunita poskytnuta rHAO,
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pA

zejména pokud je podén ve vys3Sich davkéch, je srovnatelnd
nebo vy33i neZ ochrannd imunita, ziskand aplikaci v

§
souasnosti dostupnych vakcin.
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Priklad 11
Zplisob vyroby zlepSeného HAO klonujiciho vektoru

Byl navrZen vylepSeny klonovaci vektor pro expresi
zralého HA, ve kterém se gen kdédujici HA lokalizoval
bezprostredné =za sekvenci kdédujici chitindzovy signdlni

peptid.

Vytvoril se linedrni pMGS27 s jednoretézcovymi konci

V pMGS12 plasmidu se HA naklonoval do Smal nebo Kpnl
mista bezprostfedné =za chitindzovym signdlnim peptidem.
Nukleokyselinovd a aminokyselinovd sekvence jsou znézornény

jako SEQ ID NO:22, resp. SEQ ID NO:23:

5’ —-chitindzovy signdlni peptid Smal Kpnl
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

Tento Usek se zmé€nil pomoci oligo rizené mutageneze za

vzniku pMGS27 (zménéné baze jsou podtrZené) (SEQ ID NO:24):

57—
TGG TTA GTC GCC GIG TCCTGCAGGCCAGAGAGGCCTT GGT ACC
Pstl

Plasmid pMGS27 se linearizoval Pstl sestfihem (zndzornéné

zbytky 6 az 35 SEQ ID NO. 24):

A GTC GCC GTG TCC TGCA 57 GGCCAGAGAGGCC T
T CAG CGG CAC AGG 57 ACGTCCGGTICTCTCCGG A
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nace? se linedrnim pMGS27 oSet¥il T4 DNA polymerdzou plus
dATP za vzniku vy3e uvedenych jednoretézcovych konch

(zbytky 23 aZ 36 a doplnék zbytklh 6 aZ 18 SEQ ID NO.24):

A 5’ GGCCAGAGAGGCC T
T CAG CGG CAC AGG 5’ A

Cilovy HA gen se naklonoval do pMGS27
Krok 1 Syntetizovaly se PCR primery
Pivodni oligo (SEQ ID NO:25):

5/ GTC GCC GTG TCC AAC GCG (5’ konec 20 bazi zralého HA)

Reverzni oligo (doplnék SEQ ID NO:26):
(3’ konec 20 béazi zralého HA) ATT AA
CCGGTCTCTCCGG 5/

PCR HA genu

PCR cilového HA genu se dvéma oligonukleotidy se

pouzil pro ziskéni (SEQ ID NO:25 a SEQ ID NO:26):

57 GTC GCC GTG TCC AAC GCG (zraly HA)
CAG CGG CAC AGG TTG CGC (zraly HA)

TAA TTGGCCAGAGAGGCC 3’
ATT AACCGGTCTICTCCGG
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Tepelnd hybridizace cilového HA genu do pMHGS27 a

transformace E. coli

Linedrni pMGS27 a T4 DNA polymerdzou oSetfeny PCR
fragment HA genu se smisily. Dvé molekuly vzajemné tepelné
hybridizovaly 2za vzniku kruhového plasmidu, ktery je
pfipraven pro pouZiti pri transformovédni E. coli. Diagram
zahrnuje SEQ ID NOS. 25 a26, zbytky 23 aZ 36 a 6 aZ 18 SEQ
ID NO.24

SEQ ID NO:24.
GTCGCCGTGTCCAACGCG (zraly HA) TAATT
TTGCGC (zraly HA) ATTAACCGGTCTCTCCGG

+
A GGCCAGAGAGGCCT
TCAGCGGCACAGG A
az
chitindzovy signdlni peptid konec
GTCGCCGTGTICCAACGCG (zraly HA TAATTGGCCAGAGAGGCCT

7 vy3e uvedeného vyplyva, Ze mezi signdlnim peptidem a

zralym HA neexistuje Zadnd dalsi aminokyselina.

Priklad 12

Priprava a udéinnost trojvalencénich chripkovych vakcin typu

A a B 1995-19%¢6

Ch¥ipkovéa vakcina, purifikovany rekombinantni

hemaglutinin, trojvalenéni chripkovd vakcina typu A a B
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A/Texas/36/92\1 (HIN1), A/Johanesburg/33/94 (H3N2) a
B/Harbin/7/94) je neinfekéni podjednotka odvozend =z
purifikovanych rekombinantnich chf¥ipkovych hemaglutinino-
vych antigent (HA). HA geny se klonovaly z vy3e popsanych
kmen chripkovych vir A a B, doporuenych instituci pro
kontrolu 1lédiv a k identifikaci jednotlivych klonovanych
geni se pouZila DNA sekvencni analyza. Bakulovirové
expresni vektory obsahujici klonované HA geny z chfipkovych
virovych kmen® A/Texas/36/91 (HIN1), A/Johanesburg/33/94
(H3N2), B/Harbin/7/94 se pouzily pro vyrcbu rekombinantnich
HA antigentt v kultivovanych hmyzich burnikdch. Rekombinantni
HA proteiny jsou celodélkové, nestépené hemaglutininy
(rHAO) s molekulovou hmotnosti pribliZné 69 000. rHAO se
produkuji v bunécné 1linii Spodoptery frugiperdy (fad
motyld) uchoVévané v séru prostém kultivaénim médiu.
T¥ivalenéni vakciny jsou tvoreny purifikovanym (s vice neZ
95% d&istotou, pravdépodobnéji s 99% Cistotou) rHAO ze dvou
chfipkovych A kmen a Jjednoho B kmene, smichanymi ve
stejném poméru. Vakcina, kterd se dodavd pro klinické
pouZiti, je tvorena purifikovanymi typy A B rHAO proteint
ve fosfatem pufrovaném fyziologickém roztoku bez

konzervadnich latek.

Studie, testujici jednovalendni, dvouvalencni a
trojvalenéni rHAO vakciny na zvifatech, mély ukézat, :Zze
jsou v podstaté netoxické. ve vakciné nebyla zjisténa ZAadna
toxickd léatka. Studie obecné bezpelnosti a imunogenicity
A/Beijing/32/92 a A/Texas/36/91 rHAO se provadély na mySich
a moratech. PF¥i téchto studiich nebyly zaznamendny Zadné
neZddouci reakce. U my3i Jjedinad imunizace 15 mikrogramy
rHAO antigend bez adjuvansu vyvolala béhem dvou az tri

tydntt vytvoreni vysoké hladiny anti-HA IgG protilatek,
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hemaglutininové inhibiénich (HAI) protilétek a

neutralizadénich protiléatek.

V jedné studii se skupiny deseti my3i imunizovaly
15 pg purifikovaného rHAO A/Beijing/32/92 (H3N2) vyrobeného
v bunikdch pfizplsobenych médiu obsahujicimu 10% fetdlni
bovinni sérum nebo rHAO, vyrobenym v hmyzich buiikach
pfizpasobenych médiu obsahujicimu 10% fetdlni bovinni sérum
nebo rHAO vyrobeném v hmyzich bullkdch prizplsobenych séra
prostému médiu (rHAO-SF). Dva a tri tydny po infikaci se
my3im odebrala krev a pfipravily se vzorky séra. U kazZdého
séra se stanovoval obsah anti-HA IgG a HAI protilétek. Jak
rHAO, tak rHAO-SF antigeny poskytuji podobné titry anti-HA
a HAI protilatek. Dva tydny po imunizaci méla vétSina mysi
zna¢né titry HAI protildtek a do tf¥i tydnd osm z deseti
ny3i v kaZdé skupiné mélo HAT titry 32 nebo vy38i. Tyto a
dal$i biochemické a imunologické studie ukédzaly, Ze 1rHAO
produkovany Vv séra prosté hmyzi bunééné kulture, je
nerozligitelny od rHAO vyrobeného =za sérum obsahujicich

fermentac¢nich podminek.

Cilem dal3i studie bylo porovnat 1994-1995 formulaci
trojvalendni rHAO chripkové vakciny s JiZ schvalenou
vakcinou Fluvirin povrchového antigenu purifikovaného viru
(fed&né chripkovd virova vakcina obsahujici 15 pg rHAO nebo
virového HA na 0,5 ml z A/Texas/36/91 (HIN1),
A/Shangdong/9/93 (H3N2) a B/Panama/45/90 chripkovych kment.
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Tabulka 5

Srovnani trojvalen¢éni rHAO vakciny s Fluvirinem

GMT (n=10 mysi) [Trojvalencni rHAO Fluvirin CHripkova
Virovy kmen pouZity|vakcina GMT (n=10 mySi)
jako antigen anti-HA IgG anti-HA IgG

Tyden O Tyden 3 Tyden O Tyden 3
A/Texas/36/91 (HIN1) [<1000 103.000 <1000 11.200
A/Shangdong/32/92 <1000 162.400 <1000 41.000
(H3N2)
B/Panama/45/90 <1000 164.800 <1000 26.000
Virovy kmen pouZzity|HAI HAI
jako antigen
A/Texas/36/91 (HIN1) |<8 1.522 <8 1.088
A/Shangdong/32/92 <8 494 <8 435
(H3N2)
B/Panama/45/90 <8 174 <8 42
Virovy kmen pouzity|Neutralizacni Ab Neutralizacni Ab

jako antigen

A/Texas/36/91 (HIN1l) {<100 5.800 <100 2.720
A/Shangdong/32/92 <100 840 <100 360
(H3N2)

B/Panama/45/90 <100 1.300 <100 700

Konedné je treba uvést, Ze vySe popsané zpusoby a
kompozice maji pouze ilustrativni charakter a nikterak
neomezuji rozsah vynédlezu, ktery Jje Jjednoznalné vymezen

prfiloZenymi patentovymi naroky.
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Sekvenéni protokol

(1) tdaje k SEQ ID NO:1:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 12 bdzickych paru
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednoduchy
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA (genomovéa)
(iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) PROTISMYSLNY: ne
(vi) pPUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANIZMUS: chfipkovy vir
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:1:

AGCAAAAGCA GG

(1) ddaje k SEQ ID NO:2:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 39 bazickych parla
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednoduchy
(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) DRUH MOLEKULY: DNA (genomova)

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:2:

GGGGGTACCC CCGGGAGCAA AAGCAGGGGA AAATAAAAR

(1) ddaje k SEQ ID NO:3:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 35 bazickych parh
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednoduchy
(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) DRUH MOLEKULY: DNA (genomova)

(x1i) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:3:

CCCGGTACCT CAKATKCATA TTCTGCACTG CAAAG

(1) tdaje k SEQ ID NO:4:

12

39

35
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(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(ii)

(xi)

GGGGGTACCC

(A) DELKA: 39 bazickych parl
(B) TYP: nukleovéd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednoduchy
(D) TOPOLOGIE: lineérni
DRUH MOLEKULY: DNA (genomové)
POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:4:

CCGGGGACAC AATATGTATA GGCTACCAT

(1) tdaje k SEQ ID NO:5:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(i)

{xi)

CCCGGTACCT

(A) DELKA: 35 bazickych paru
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednoduchy
(D) TOPOLOGIE: linearni
DRUH MOLEKULY: DNA (genomovéa)
POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:5:

CAKATKCATA TTCTGCACTG CAAARG

(1) udaje k SEQ ID NO:6:

(1)

(ii)
(iii)
(iv)

(vi)

(ix)

(ix)

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 1793 bazickych parl
(B) TYP: nukleova kyselina

(C) DRUH RETEZCE: jednoduchy
(D) TOPOLOGIE: lineérni

DRUH MOLEKULY: DNA (genomova)

HYPOTETICKA: ne

PROTISMYSINY: ne

pUOVODNI ZDROJ:

(A) ORGANIZMUS: chfipkovy vir

(C) INDIVIDUALNI IZOLAT: A/Bejing/32/92 rHA
ZNAKY

(A) NAZEV/KLIC: vedouci polyhedrinové mRNA (Gastelna)
(B) POZICE: 1 aZ 18
ZNAKY

(A) NAZEV/KLIG: kédujici oblast AcNPV 61K proteinové
signadlni sekvence

(B) POZICE: 19 aZ 72

39

35

e

L X

e
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(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(x1)

ZNAKY

() NAZEV/KLIC:
POZICE:

(B)
ZNAKY

(A) NAZEV/KLIC:

(B)
ZNAKY

73

75

kédujici oblast zralé rHA

az 11728

KponI restrik&ni mista

POZICE: 1771 az 1777

() NAZEV/KLIC: BglII restrikéni mista

(B)
ZNAKY

POZICE: 1776 aZ 1782

() NAZEV/KLIC: univerzdlni transladni termina&ni signal

(B) POZICE: 1783 aZ 1793

POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:6:

TAAAAAAACC TATAAATAAT GCCCTTGTAC AAATTGTTAA

GTTTCTAACG CGATTCCCGG GGACTTTCCA

CTGGGACATC
GAAGTGACTA
CCTCACCGAA
CATTGTGATG
AGCAACTGTT
TCAGGCACCC
GGAAGCTATG
CACAAATCAG
GACARATTGT
TATGTTCGAG
CCGAATATCG
ACAATAGTAA
CGGGGTTACT
GGCACCTGCA
CAAAATGTAA
AAATTGGCAA
ATCGCAGGTT
CATCARAATT
GACCAAATCA

ATCGAAAARG

ATGCAGTGCC
ATGCTACTGA

TCCTTGATGG

GCTTCCARAR

ACCCTTATGA
TGGAGTTTAT
CTTGCAAAAG
ARTACAAATA
ACATTTGGGG
CATCAGGGAG
GGTCTAGACC
AACCGGGAGA
TCAAAATACG
GTTCTGAATG
ACAGGATCAC
CAGGGATGCG
TCATAGARARA
CTGAGGGCAC
ACGGGAAACT

AATTCTCAGA

ARACGGAACG
GCTGGTTCAG
ARARAACTGC
TAAGGAATGG
TGTACCGGAT
CAATGAAGAC
GGGATCTGTT
TCCAGCGCTG
GGTTCACCAC
AGTCACAGTC
CTGGGTAAGG
CATACTTTTG
ARATGGGAAA
CATCACTCCA
ATATGGGGCC
GAATGTACCA
TGGTTGGGAG
AGGACAAGCA
GAATAGGTTA

AGTAGARGGG

GGARATGACA
CTAGTGAARA

AGTTCCTCAA
ACACTGATAG
GACCTTTTTG
TATGCCTCCC
TTCAARTTGGA
AACAGTTTICT
AACGTGACTA
CCGAGCACGG
TCTACCARAAR
GGTCAGTCCA
ATTAATAGCA
AGCTCAATAR
AATGGARGCA
TGCCCCAGAT
GAGARACARAA
GGAATGGTAG
GCAGATCTTA
ATCGAGAAAA

AGAATTCAGG

ACGTTTTGTG

ACAGCACAGC
CAATCACGAA

CAGGTAGAAT
ATGCTCTATT
TTGAACGCAG
TTAGGTCACT
CTGGAGTCGC
TTAGTAGATT
TGCCAAACAA
ACAGAGACCA
GAAGCCARCA
GTAGAATAAG
CAGGGAARTCT
TGAGGTCAGA
TTCCCAATGA
ATGTTAAGCA
CTAGAGGCAT

ACGGTTGGTA

ARAGCACTCA

CGAACGAGAR

ACCTCGAGAA

GTTGGTCGCC

ARACGCTGTGC
TGATCAAATT

ATGCGACAGT
GGGAGACCCT
CAAAGCTTAC
AGTTGCCTCA
TCAGGATGGG
GAATTGGTTG
TGGCAAATTT
ARCCAGCCTA
AACTGTAACC
CATCTATTGG
AATTGCTCCT
TGCACCCATT
CAAACCTTTT
ARACACTCTG
ATTCGGCGCA
CGGTTTCAGG
AGCAGCAATC
ATTCCATCAR

ATATGTTGAA

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

1020
1080
1140;
1200
1260

1320
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GACACTAAAA TAGATCTCTG GTCTTACAAC GCGGAGCTTC TTGTTGCCCT GGAGAACCAA 1380
CATACAATTG ATCTAACTGA CTCAGAAATG AACAAACTGT TTGAAAAAAC AAGGAAGCAA 1440
CTGAGGGAAA ATGCTGAGGA CATGGGCAAT GGTTGCTTCA AAATATACCA CAARATGTGAC 1500
AATGCCTGCA TAGGGTCAAT CAGAAATGGA ACTTATGACC ATGATGTATA CAGAGACGAR 1560
GCATTAAACA ACCGGTTCCA GATCAAAGGT GTTGAGCTGA AGTCAGGATA CAAAGATTGG 1620
ATCCTATGGA TTTCCTTTGC CATATCATGC TTTTTGCTTT GTGTTGTTTT GCTGGGGTTC 1680
ATCATGTGGG CCTGCCAAAA AGGCAACATT AGGTGCAACA TTTGCATTTG.AGTGTATTAA 1740
TTAAARACAC CCTTGTTTCT AGGATGATTC 1793

GGTACCAGAT CTTAATTAAT TAA

SEQ ID NO:7:
CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(1) ddaje k
(1)

(A) DELKA: 570 aminokyselin

(B)
(c)
(D)
DRUH MOLEKULY: peptid

TYP: aminokyselina
DRUH RETEZCE: jednoduchy
TOPOLOGIE: -linedrni
(ii)
(1ii) HYPOTETICKA: ne
(iv) PROTISMYSLNY: ne

(v)

(vi)

DRUH FRAGMENTU: fragment N-konce
PUVODNE ZDROJ:

(A) ORGANIZMUS: chfipkovy vir

(¢) INDIVIDUALNI IZOLAT: A/Bejing/32/92 rHA
ZNAKY

(A) NAZEV/KLIC: AcNPV 61K proteinova signalni sekvence

(ix)

(B) POZICE: 1 aZ 18
(ix) ZNAKY

() NAZEV/KLIE: zrala rHA

(B) POZICE: 19 aZ 552
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:7:

Ala Leu Glu
450
Lys

Thr Asp Ser Glu Met

460

Gln Leu Arg Glu Asn Ala Glu
475 480

Tyr His Lys Cys Asp Asn Ala

Gly s Ar 1 490 495
Y ser g Asn Gly Thr Tyr As
. 500 508 P Val Tyr Arg

5
Leu Asn Asn Arg ggg Gln Ile Lys Gig Leu Lys
Trp Ile Leu Trp
535

Val Leu Leu Gly Phe Ile
550 555
Cys Asn Ile Cys Ile

570

val Asn Gln His Thr Ile Asp Leu
455

Lys Thr Arg Lys

470

Cys Phe Lys Ile

Asn Phe Glu
465

Asp
Cys
Asp

Leu

Giy
485
Ile

Met Gly Asn

Ile His Asp

Glu Ala
515

Gly Tyx
530

Leu

Gly Val
525

Phe Ala

540

Met Trp

Ser Lys Ile Ser

Cys
Ile

Asp Ile Ser Cys

Phe val
545

Lys

Leu Ala Cys Gln

Asn 560

Gly Axg

565
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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
165 170 175
Ser Glu Tyr Lys Tyr Pro Ala Leu Asn Val Thr Met Pro Asn Asn Gly
180 i85 150
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 Axg 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
290 295 300
Asn Gly Ser Ile Pro Asn Asp Lys Pro Phe Gln Asn Val Asn Arg Ile
305 310 315 320
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

(1) ddaje k SEQ ID NO:8:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 1766 bazickych part
(B) TYP: nukleova kyselina
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(C) DRUH RETEZCE: jednoduchy
(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA (genomova)
(iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) PROTISMYSLNY: ne
(vi) PUVODNE ZDROJ:
s (A) ORGANIZMUS: chfipkovy vir
(C) INDIVIDUALNI IZOLAT: A/Texas/36/91 rHA
. (ix) ZNAKY
() NAZEV/KLIC: vedouci polyhedrinovi mRNA (E&stednd)
(B) POZICE: 1 azZ 18
(ix) ZNAKY
(A) NAZEV/KLIC: kédujici oblast AcNPV 61K proteinového
signédlniho peptidu
(B) POZICE: 19 az 72
(ix) ZNAKY
(A) NAZEV/KLIC: SmaI restrikéni mista
(B) POZICE: 76 aZ 81
(ix) ZNAKY
(A) NAZEV/KLIC: KnpI restrikéni mista
(B) POZICE: 82 az 87
(ix) ZNAKY
(A) NAZEV/KLIC: Smal restrikéni mista
(B) POZICE: 88 aZ 93
(ix) ZNAKY
(A) NAZEV/KLIC: kédujici oblast zralé rHA
(B) POZICE: 73 az 1734
- (ix) ZNAKY
(A) NAZEV/KLIC: KnpI restrikéni mista
> (B) POZICE: 1744 aZ 1749
(ix) ZNAKY
(A) NAZEV/KLIC: BglII restrikéni mista
(B) POZICE: 1750 az 1755
(ix) ZNAKY
(A) NAZEV/KLIC: univerzdlni transladni terminadni signal
(B) POZICE: 1756 aZ 1766
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:8:
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TAAAARRACC
GTTTCTAACG
AACAACTCAA

GTCAACCTAC

CTACAATTGG
CTGTTTTCTA
TGTTACCCAG

TCATTCGAGA

ARAGGAGTAR

TGGCTGACGG
GAGAAAGAAG
GCCATCTATC
TTCACCCCAG
TACTGGACTC
GCGCCATGGT
GCATCAATGG
CTTCCTTTCC
ACAAAATTAA
TTTGGAGCCA
GGTTATCATC
AATGCCATTA
TTCACAGCTG
AARGTTGATG
GAAAATGGAA
ARRAGCCAAT
AAGTGTAACA
TCCGAAGAAT
GTCTATCAGA
CTGGGGGCAA

TGAGGTACCA

TATAAATAAT
CGATTCCCGG
CCGACACTGT

TTGAGGACAG

GTAATTGCAG
AGGAATCATG
GGTATTTCGC
GATTCGAAAT
CGAGATCATG
AGAAGAARTGG
TCCTTGTACT
ATACAGAAAA
AAATAGCAARA
TGCTGGAACC
ATGCTTTCGC
ATGAATGTGA
AGAATGTACA
GGATGGTTAC
TTGCCGGTTT
ATCAGAATGA
ACGGGATTAC
TGGGCARAGA
ATGGATTTCT
GGACTTTGGA
TGAARGAATAA
ATGAATGCAT
CAAAGTTAAA
TTCTGGCGAT
TCAGCTTCTG

GATCTTAATT

GCCCTTGTAC
GGGTACCCCC
TGACACAGTA

TCACAACGGA

CGTTGCCGGA
GTCCTACATT
CGACTATGAG
ATTCCCCARA
CTCCCATAAT
CTTGTACCCA
ATGGGGTGTT
TGCTTATGTC
AAGACCCARAA
CGGGGACACA
ACTGAGTAGA
CGCGAAGTGT
CCCAGTCACA
AGGACTAAGG
CATTGAAGGG
ACAAGGATCT
ARACAAGGTG
ATTCAACAAA
GGACATTTGG
TTTTCATGAC
TGCCAAAGAA
GGAAAGTGTG
CAGGGGAAAA
CTACTCAACT
GATGTGTTCT

ARTTAA

79

ARATTGTTAA
GGGGACACAA
CTTGAGAAGA

AAACTATGTC

TGGATCTTAG
GCAGAAACAC
GAACTGAGGG
GAAAGCTCAT
GGGARAAGCA
AATCTGAGCA
CATCACCCGT
TCTGTAGTGT
GTAAGAGATC
ATAATATTTG
GGCTTTGGGT
CAAACACCCC
ATAGGAGAGT
AACATCCCAT
GGGTGGACTG
GGCTATGCTG
AATTCTGTAA
TTAGAAAGAA
ACATATAATG
TCAAATGTGA
ATAGGGAACG
ARAAATGGARA
ATTGATGGAG
GTCGCCAGTT

AATGGGTCTT

ACGTTTTGTG
TATGTATAGG
ACGTGACAGT

GACTAAAGGG

GARACCCAAR
CAAACCCTGA
AGCAATTGAG
GGCCCAACCA
GTTTTTACAG
AGTCCTATGT
CTAACATAAG
CTTCACATTA
AAGAAGGAAG
AGGCAAATGG
CAGGAATCAT
AGGGAGCTAT
GTCCAAAGTA
CCATTCAATC
GAATGATAGA
CGGACCAAAA
TCGAGAAAAT
GGATGGAARA
CAGAATTGTT
AGAATCTGTA
GGTGTTTTGA
CTTATGACTA
TGAAATTGGA
CACTGGTGCT

TGCAGTGCAG

GTTGGTCGCC
CTACCATGCG
GACACACTCT

AATAGCCCCA

ATGCGAATCA
GAATGGAACA
TTCAGTATCA
CACCGTAACC
ARATTTGCTA
ARACAACARA
GGACCARAGG
TAGCAGAAGA
AATTAACTAC
AARTCTAATA
CACCTCAAAC
ARRCAGTAGT
TGTCAGGAGT
CAGAGGTTTG
TGGATGGTAT
AAGCACACAR
GAACACTCAA
CTTAAATARA
GGTTCTACTG
TGAGAAAGTA
ATTCTATCAC
TCCAARATAT
ATCAATGGGA
TTTGGTCTCC

AATATGAATC

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

1766
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(1) udaje k SEQ  ID NO:9:

(1)

(ii)

(iii)

(iv)

(vi)

(v)

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

80

(A) DELKA: 572 aminokyselin

(B) TYP: aminokyselina

(C) DRUH RETEZCE: jednoduchy

(D) TOPOLOGIE: lineérni

DRUH MOLEKULY: peptid

HYPOTETICKA: ne

PROTISMYSINY: ne

DRUH FRAGMENTU: fragment N-konce

(A) ORGANIZMUS: chiipkovy vir

PUVODNI ZDROJ:

(C) INDIVIDUAILNT IZOLAT: A/Texas/36/91 rHA

(ix) ZNAKY

(A) NAZEV/KLIC: ACNPV 61K proteinovi sign&lni sekvence

(B) POZICE: 1 aZ 18

(ix) ZNAKY

(z1)

(A) NAZEV/KLIC: zrald rHA
(B) POZICE: 19 aZ 554

POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:9:

Met Pro Leu Tyr Lys

1
Asn

His
Val
Lys
€5

Ser
Ser
Gly
Gln

Glu
145

Ala
Ala
Thr
Leu
val
Lys
Thr
Leu

130
Ser

Ile
Asn

35
val

Cys
Ala

Glu

Cys
115
Ser

Ser

Pro
20

Asn
Thr
Arg
Gly

Ser
100

Tyr

Ser

Trp

5
Gly

Ser
His
Leu

Trp
85

Trp
Pro

val

Pro.

Leu
Gly
Thr
Ser
Lys
70

Ile
Ser
Gly

Ser

Asn
150

Leu Asn Val Leu

Thr
Asp
val
55

Gly

Leu

Ser
135
His

Pro
Thr
40

Asn
Ile
Gly
Ile
Phe
120
Phe

Thr

Gly
25

val
Leu
Ala
Asn
Ala
105
Ala
Glu

Val

10
Asp

Asp
Leu
Pro
Pro
90

Glu
Asp
Arg

Thr

Thr
Thr
Glu
Leu
75

Lys

Thr

Phe

Lys
155

Leu
Ile
Val
Asp
Gln
Cys
Pro
Glu
Glu

140
Gly

val

Cys
Leu
45

Ser
Leu
Glu
Asn
Glu
125
Ile

Val

Ala
Ile
Glu
His
Gly
Ser
Pro
110
Leu

Phe

Thr

Val Ser
15

Gly Tyr
Lys Asn
Asn Gly
Asn Cys
80

Leu Phe
95

Glu Asn
Arg Glu
Pro Lys

Arg Ser
160
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Cys
Tﬁr
Asn
Asn
Ser
225
Lys
Thr
Leu
Gly
Gln
305
His
Leu
Gly
Met
Gly
385
Thr
Ala
Asn

Glu

Ser
465

Asn

Lys
Lys

val
545

Trp

Ser
Glu
Lys
Ile
210
Val
Arg
Leu
Ile
Ile
290
Thr
Pro
Arg
Leu
Ile
370
Tyr

Asn

Val
Lys
Leu

450
Asn

Ala
Asn
Tyr
Leu
530
Ala

Met

His
Lys
Glu
195
Arg
val
Pro
Leu
Ala
275
Ile
Pro
val
Met
Phe
3558
Asp
Ala

Lys

Gly
Lys
435
Leu

val

Lys
Glu
Ser
515
Glu

Ser

Cys

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

Lys

Glu

cys
500
Glu
Ser
Ser

Ser

Gly
165
Gly
Glu
Gln
Ser
val

245
Pro

Trp
Ser
Gly
Ile
325
Thr
Ala
Trp
Asp

Asn
405

Glu
Asp
Leu

Asn

Ile
485
Met
Glu
Met
Leu

Asn
565

Lys
Leu
Val
Arg
His
230
Arg
Gly
Tyxr
Asn
Ala
310
Gly
Gly
Ile
Tyr
Gln
390
Ser
Phe
Asp
Leu

Leu
470

Gly
Glu
Ser
Gly
Val

550
Gly

Ser

Leu
Ala
215
Asp
Asp
Ala
Ala
295
Ile
Glu
Leu
Ala
Gly
375
Lys

Val

Asn
Gly

Glu
455

Tyr
Asn
Ser
Lys
Val
535

Leu

Ser

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
val
Leu
520
Leu

Leu

81

Phe
Asn

185
Leu

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

Gly

Lys

Cys
Lys
505
Asn
Gln
val

Gln

L X ]

L X ]

Tyr Arg Asn Leu Leu Trp Leu

170
Leu

Trp
His
Arg
Gly
250
Ile
Leu
Asp
Ser
Lys
330
Ile
Ile
His
Gln

Lys
410

Glu
Asp
Arg
Val

Phe
490
Asn
Arg
Ile

Ser

Cys
570

Ser
Gly
Thr
Phe
235
Arg
Phe
Ser

Glu

Leu
315

Tyr
Pro
Glu
Gln
Asn
3958
Met
Arg
Ile

Thr

Lys
475

Glu
Gly
Gly
Leu
Leu

555
Arg

Lys
Val
Glu
220
Thr
Ile
Glu
Arg
Cys
300
Pro
Val
Ser
Gly
Asn
380
Ala

Asn

Arg

Trp
Leu

460
Ser

Phe
Thr
Lys
Ala
540
Gly

Ile

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

Thr

Met

Thr
445
Asp

Gln

Ile
525
Ile

Ala

Tyr
190

His
Ala
Glu

Tyr

Asn
270
Phe
Ala
Gln

Ser

Gln
350

Trp
Gln
Asn
Gln
glu
430
Tyr
Phe

Leu

His

Asp
510
Asp

Tyr
Ile

175
Val Asn

Pro Ser

Tyr Val

Ile Ala
240

Tyr Trp
255
Gly Asn

Gly Ser
Lys Cys
Asn Val
320
Thr Lys
335
Ser Arg
Thr Gly
Gly Ser

Gly Ile

400
Phe Thr
415

Asn Leu
Asn Ala
His Asp

Lys Asn
480

Lys Cys
495
Tyr Pro

Gly val
Ser Thr

Ser Phe
560
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(1) Gdaje k SEQ
(1)

82

ID NO:10:

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 1799 bazickych part
(B) TYP: nukleovA kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednoduchy
(D) TOPOLOGIE: lineérni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA (genomové)
(iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) PROTISMYSLNY: ne
(vi) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANIZMUS: chfipkovy vir
(C) INDIVIDUALNI IZOLAT: B/Panama/45/90 rHA
(ix) ZNAKY
(A) NAZEV/KLIC: vedouci polyhedrinovid mRNA (&Astednd)
(B) POZICE: 1 aZ 18
(ix) ZNAKY
(A) NAZEV/KLIC: kédujici oblast AcNPV 61K signélni
peptidové sekvence
(B) POZICE: 19 aZ 69
(ix) ZNAKY
(A) NAZEV/KLIC: SmaIl restrikéni mista
(B) POZICE: 22 aZ 27
(ix) ZNAKY
(A) NAZEV/KLIC: kédujici oblast zralé rHA
(B) POZICE: 70 aZ 1773
(ix) ZNAKY
(A) NAZEV/KLIC: KpnI restrikéni mista
(B) POZICE: 1777 a% 1782
(ix) ZNAKY
(A) NAZEV/KLIC: BglII restrikéni mista
(B) POZICE: 1783 a% 1788
(ix) ZNAKY

(x1i)

(A) NAZEV/KLIC: univerzalni translaéni terminadni signal

(B) POZICE: 1789 aZ 1799

POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:10:
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TAARAAAACC TATAAATAAT GCCCGGGAAG GCAATAATTG TACTACTCAT GGTAGTAACA 60
TCCAACGCAG ATCGAATCTG CACTGGGATA ACATCTTCAR ACTCACCTCA TGTGGTCAAA 120
ACAGCTACTC AAGGGGAAGT CAATGTGACT GGTGTGATAC CACTGACAAC AACACCAACA 180
AAATCTCATT TTGCAAATCT AAAAGGAACA AAGACCAGAG GGARACTATG CCCAAACTGT 240
CTCAACTGCA CAGATCTGGA TGTGGCCTTG GGCAGACCAA TGTGTGTGGG GACCACACCT 300
TCGGCAAAAG CTTCAATACT CCACGAAGTC AGACCTGTTA CATCCGGGTG CTTTCCTATA 360
ATGCACGACA GAACAAAAAT CAGACAGCTA CCCAATCTTC TCAGAGGATA TGAARATATC 420
AGATTATCAA CCCAARACGT TATCAACGCA GAAAGAGCAC CAGGAGGACC CTACAGACTT 480
GGAACCTCAG GATCTTGCCC TAACGTTACC AGTAGAGACG GATTCTTCGC AACAATGGCT 540
TGGGCTGTCC CAAGGGACAA CAARACAGCA ACGAATCCAC TAACAGTAGA AGTACCATAC 600
ATTTGTACCA AAGGAGAAGA CCARATTACT GTTTGGGGGT TCCATTCTGA TAACAAAATC 660
CAAATGAARA ACCTCTATGG AGACTCAAAT CCTCAAAAGT TCACCTCATC TGCCAATGGA 720
GTAACCACAC ATTATGTTTC TCAGATTGGT GGCTTCCCAA ATCAAACAGA AGACGGAGGS 780
CTACCACAAA GCGGCAGAAT TGTTGTTGAT TACATGGTGC AAAAACCTGG GAAAACAGGA 840
ACAATTGTCT ATCAAAGAGG TGTITTTGTTG CCTCAAAAGG TGTGGTGCGC AAGTGGCAGS 900
AGCAAGGTAA TAAAAGGGTC CTTGCCTTTA ATTGGTGAAG CAGATTGCCT TCACGAARAA 960
TACGGTGGAT TAAACAAAAG CAAGCCTTAC TACACAGGAG AACATGCAAA AGCCATAGGA 1020
AATTGCCCAR TATGGGTGAA AACACCTTTG AAGCTTGCCA ATGGAACCAA ATATAGACCT 1080
CCTGCAARAC TATTAAAGGA AAGGGGTTTC TTCGGAGCTA TTGCTGGTTT CTTAGAAGGA 1140
GGATGGGAAG GAATGATTGC AGGTTGGCAC GGATACACAT CTCATGGAGC ACATGGAGTG 1200
GCAGTGGCAG CAGACCTTAA GAGTACGCAA GAAGCCATAA ACAAGATAAC AAAAAATCTC 1260
AATTCTTTGA GTGAGCTAGA AGTAAAGAAT CTfCAAAGAC TAAGTGGTGC CATGGATGAA 1320
CTCCACAACG AAATACTCGA GCTGGATGAG ARAGTGGATG ATCTCAGAGC TGACACAATA 1380
AGCTCGCAAR TAGAGCTTGC AGTCTTGCTT TCCAACGAAG GAATAATAAA CAGTGAAGAT 1440
GAGCATCTAT TGGCACTTGA GAGAAAACTA AAGARAAATGC TGGGTCCCTC TGCTGTAGAC 1500
ATAGGGAATG GATGCTTCGA AACCARACAC AAGTGCAACC AGACCTGCTT AGACAGGATA 1560
GCTGCTGGCA CCTTTAATGC AGGAGAATTT TCTCTTCCCA CTTTTGATTC ACTGAATATT 1620
ACTGCTGCAT CTTTAAATGA TGATGGATTG GATAATCATA CTATACTGCT CTACTACTCA 1680
ACTGCTGCTT CTAGTTTGGC TGTAACATTG ATGATAGCTA TTTTTATTGT TTATATGGTC 1740
TCCAGAGACA ATGTTTCTTG TTCCATCTGT CTGTGAGGTA CCAGATCTTA ATTAATTAA 1799
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(1) Udaje k SEQ ID NO:11:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 585 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednoduchy
s (D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) DRUH MOLEKULY: peptid
; (iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) PROTISMYSINY: ne
(v) DRUH FRAGMENTU: fragment N-konce
(vi) pOVODNI ZDROJ:
(A) ORGANIZMUS: chfipkovy vir
(C) INDIVIDUALNI IZOLAT: B/Panama/45/90 rHA
(ix) ZNAKY
() NAZEV/KLIC: HA signalni peptid
(B) POZICE: 1 az 17
(ix) ZNAKY
(A) NAZEV/KLIC: zrala rHA
(B) POZICE: 18 az 568
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:11:
Met Pro Gly Lys Ala Ile Ile Val Leu Leu Met Val Val Thr Ser Asn
1 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 Val Ile Pro
35 40 45
' Leu Thr Thr Thr Pro Thr Lys Ser His Phe Ala Asn Leu Lys Gly Thr
B 50 55 60
Lys Thr Arg Gly Lys Leu Cys Pro Asn Cys Leu Asn Cys Thr Asp Leu
) 65 70 75 80
T 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
C 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
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Pro
Val
Pro
His
Pro
225
Ser
Gin
Thr
Trp
Ile
305
Ser
Pro
Arg
Ala
Gly
385
Lys
Leu
Asp
Leu
Ser

465
Glu

Asn

Phe

Asp
545

Ala

Asp

Asn
Pro
Tyr
Ser
210
Gln
Gln
Ser
Gly
Cys
290
Gly
Lys
Ile
Pro
Gly
370
Tyr
Ser
Ser
Glu
Arg
450

Asn

Arg

Gly
Ile
Asp

530
Asn

Ce

vVal Thr

Arg Asp
180

Ile Cys

195

Asp Asn

Lys Phe
Ile Gly

Gly Arg
260

Thr Ile

275

Ala Ser

Glu Ala

Pro Tyr

Trp Val
340

Pro Ala

355

Phe Leu

Thr Ser
Thr Gln
Glu Leu
420
Leu His
435
Ala Asp
Glu Gly
Lys Leu
Cys Phe
500
Ala Ala
515
Ser Leu

His Thr

Ser
165
Asn
Thx
Lys
Thxr
Gly
245
Ile
Val
Gly
Asp
Tyr
325
Lys
Lys
Glu
His
Glu
405
Glu
Asn
Thr
Ile

Lys
485

Glu
Gly
Asn

Ile

Arg
Lys
Lys
Ile
Ser
230
Phe
val
Tyr
Arg
Cys
310
Thr
Thr
Leu
Gly
Gly
390
Ala
Val
Glu
Ile
Ile
470
Lys
Thr
Thr
Ile

Leu
550

Asp
Thr
Gly
Gln
215
Ser
Pro
Val
Gln
Ser
295
Leu
Gly
Pro
Leu
Gly
375
Ala
Ile
Lys
Ile
Ser
455

Asn

Met

Lys
Phe

Thr
535
Leu

85

Gly Phe

Ala Thr
185
Glu Asp
200
Met Lys

Ala Asn

Asn Gln

Asp Tyr
265

Arg Gly

280

Lys Val

His Glu
Glu His

Leu Lys
345

Lys Glu

360

Trp Glu

His Gly
Asn Lys

Asn Leu
425
Leu Glu
440
Ser Gln

Ser Glu
Leu Gly
His Lys

505
Asn Ala

520
Ala Ala

Tyr Tyr

Val Thr Leu Met Ile Ala Ile Phe

565

Asn Val Ser Cys Ser Ile Cys Leu

580

585

Phe
170
Asn
Gln
Asn
Gly
Thr
250
Met
Val
Ile
Lys
Ala
330
Leu
Arg
Gly
Val
Ile
410
Gln
Leu
Ile
Asp

Pro
490

Cys
Gly
Ser

Ser

Ala
Pro
Ile
Leu
val
235
Glu
val
Leu
Lys
315
Lys
Ala
Gly
Met
Ala
395
Thr
Arg
Asp
Glu
Glu
475
Ser
Asn
Glu

Leu

Thr
555

Thr
Leu

Thr

Tyr
220
Thr
Asp
Gln
Leu
Gly
300
Gly
Ala
Asn
Phe
Ile
380
val
Lys
Leu
Glu
Leu
460
His

Ala

Gln
Phe
Asn

540
Ala

Ile Val Tyr

570

Met
Thr
Val
205
Gly
Thr
Gly
Lys
Pro
285
Ser
Gly
Ile
Gly
Phe
365
Ala
Ala
Asn
Ser
Lys
445
Ala

Leu

Val

Thr
Ser
525
Asp

Ala

Met

Ala

Val
180

Trp
Asp
His
Gly
Pro
270
Gln
Leu
Leu
Gly
Thr
350
Gly
Gly
Ala
Leu
Gly
430
val
val
Leu
Asp
Cys
510
Leu

Asp

Ser

Val

175
Glu

Gly

Ser

Leu
255
Gly
Lys
Pro
Asn
Asn
335
Lys
Ala
Trp
Asp
Asn
415
Ala
Asp
Leu

Ala

Ile
495

Leu
Pro
Gly

Ser

Ser
575

Ala
Val
Phe
Asn
Val
240
Pro
Lys
Val
Leu
Lys

320
Cys

Ile
His
Leu
400
Ser
Met
Asp
Leu
Leu
480
Gly
Asp
Thr

Leu

Leu
560

Arg
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(1) udaje k SEQ ID NO:12:

(1)

(ii)
. (1ii)

(iwv)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

- {ix)

(ix)

(ix)

(x1)

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 1811 bazickych péara
(B) TYP: nukleova kyselina

(C) DRUH RETEZCE: jednoduchy

(D) TOPOLOGIE: linearni

DRUH MOLEKULY: DNA (genomova)

HYPOTETICKA: ne

PROTISMYSLNY: ne

PUVODNT ZDROJ:

(A) ORGANIZMUS: chfipkovy vir

(C) INDIVIDUALNY IZOLAT: B/Netherlands/13/94 rHA
ZNAKY

() NAZEV/KLIC: vedouci polyhedrinovd mRNA (&astedni)
(B) POZICE: 1 az 18
ZNAKY

(A) NAZEV/KLIC: kédujici oblast AcNPV 61K proteinové

signédlni sekvence

(B) POZICE: 19 a% 72
ZNAKY

() NAZEV/KLIC: Smal restrikéni mista

(B) POZICE: 76 aZ 81
ZNAKY

() NAZEV/KLIC: kédujici oblast zralé rHA

(B) POZICE: 73 aZ 1785
ZNAKY

() NAZEV/KLIC: KpnI restrikéni mista

(B) POZICE: 1789 a% 1794
ZNAKY

() NAZEV/KLIC: BglII restrik&ni mista

(B) POZICE: 1795 aZ 1800
ZNAKY

(a) NAZEV/KLIC: univerzalni transladni terminaéni signal

(B) POZICE: 1801 az 1811

POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:12:
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TARAAARRACC
GTTTCTAACG
CATGTAGTCA
ACRACACCAA
TGCCCARACT
GGGATCACAC
TGCTTTCCTA
TATGAARACA
CCCTACAGAC
GCAACAATGG
GAAGTACCAT
GATAACARAA

TCTGCCAARTG

GARAGACGGAG
GGGAAAACAG
GCAAGTGGCA
CTTCACGARA
AAAGCCATAG
AGATATAGAC
TTCTTAGRAG
GCACATGGAG
ACAARAAATC
GCCATGGATG
GCTGACACAA
AACAGTGAAG
TCTGCTGTAG
TTAGACAGGA
%CACTGAATA
CTCTACTACT
GTTTATATGG

TAATTAATTA

TATAAATAAT
CGATTCCCGG
ARACAGCTAC
CARRATCTCA
GTCTCAACTG
CTTCGGCARR
TAATGCATGA
TCAGACTATC
TTGGAACCTC
CTTGGGCTGT
ACATTTGTAC
CCCARATGAA

GAGTAACCAC

GACTACCACA
GAACAATTGT
GGAGCAAGGT
AATACGGTGG
GAAATTGCCC
CTCCTGCARR
GAGGATGGGR
TGGCAGTGGC
TCAATTCTTT
AACTCCACAR
TARGCTCGCA
ATGAGCATCT
ACATAGGGAR
TAGCTGCTGG
TTACTGCTGC
CAACTGCTGC
TCTCCAGAGA

A

GCCCTTGTAC
GGATCGAATC
TCAAGGGGAG
TTTTGCARAT
CACAGATCTG
AGCTTCARTA
CAGARCAARR
AACCCARRAC
AGGATCTTGC
CCCAAGGGAC
GARRGGAGAA
AAACCTCTAT

ACATTATGTT

ARGCGGCAGA
CTATCARAGR
AATARRAGGG
ATTAAACAAR
AATATGGGTG
ACTATTARAG
AGGAATGATT
AGCAGACCTT
GAGTGAGCTA
CGAAATACTC
AATAGAGCTIT
ATTGGCACTT
TGGATGCTTC
CACCTTTAAT
ATCTTTAAAT
TTCTAGTTIG

CAATGTTTCT

87

ARATTGTTAA
TGCACTGGGA
GTCARTGTGA
CTCAAAGGARA
GATGTGGCCT
CTCCACGARG
ATCAGACAGC
GTTATCARCG
CCTAACGTTA
AACAAARCAG
GACCAAATTA
GGAGACTCAA

TCTCAGATTG

ATTGTTGTTG
GGTATTTTGT
TCCTTGCCTT
AGCAAGCCTT
ARARCACCTT
GAAAGGGGTT
GCAGGTTGGC
ARAGAGTACGC
GAAGTAARGA
GAGCTGGATG
GCAGTCTTAC
GAGAGAARAC
GARACAARAC
GCAGGAGAAT
GATGATGGAT
GCTGTARCAT

TGTTCCATCT

ACGTTTTGTG
TAACATCTTC
CTGGTGTGAT
CARAGACCAG
TGGGCAGACC
TCAGACCTGT
TACCCAATCT
CAGRARAGGC
CCAGTAGARC
CAACGAATCC
CTGTTTGGGG
ATCCTCARAA

GTGGCTTCCC

ATTACATGGT
TGCCTCAAAA
TAATTGGTGA
ACTACACAGG
TGARGCTTGC
TCTTCGGAGC
ACGGATACAC
AAGAAGCCAT
ACCTTCARAG
AGARAGTGGA
TTTCCAACGA
TAAAGARART
ACARGTGCAA
TTTCTCTTCC
TGGATAATCA
TGATGATAGC

GTCTGTGAGG

GTTGGTCGCC
ARAATCACCT
ACCACTGACG
AGGGAARCTA
AATGTGTGTIG
TACATCCGGG
TCTCAGAGGA
ACCAGGAGGA
CGGATTCTTC
ACTAACAGTA
GTTCCATTCT
GTTCACCTCA

AGATCARARCA

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

TACCAGATCT

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
1800

1811
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(1) ddaje k SEQ ID NO:13:

(1)

(ii)
(iidi)
(iv)

(v)

(vi)

(ix)

(xi)

Met
Asn
Ser
Gly

Leu
65

Cys
Thr
Ser
Pro
Val
145
Ser
Met
Thr

Val

88

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 589 aminokyselin

(B) TYP: aminokyselina

(C) DRUH RETEZCE: jednoduchy

(D)
DRUH MOLEKULY: peptid

TOPOLOGIE: linedrni

PUVODNI ZDROJ:

HYPOTETICKA: ne
PROTISMYSLNY: ne
DRUH FRAGMENTU: fragment N-konce

(A) ORGANIZMUS: chripkovy vir
(C) INDIVIDUALNI IZOLAT: B/Netherlands/13/94 rHA
(ix) ZNAKY

(A) NAZEV/KLIC: ACNPV 61K proteinovad signalni sekvence
(B) POZICE: 1 aZ 18

ZNAKY
(A) NAZEV/KLIC: zrala rHA
(B) POZICE: 19 a% 571

Pro

Ala

PI'O»

val
S50

Lys
Thr
Pro
Gly
Asn
130
Ile
Gly
Ala

val

210

Leu
Ile
His
Ile

Gly

Asp
Ser

Cys
115
Leu

Asn
Ser
Trp

Glu
195
Gly

POPIS SEKVENCE:

SEQ ID NO:13:

Tyr Lys Leu
5

Gly Asp

Pro
20

val
Pro

Thr

Leu
Ala
100
Phe
Leu

Ala

Ala
180
val

Phe

val
Leu
Lys
Asp
85

Lys
Pro
Arg
Glu
Pro
165
Val

Pro

His

Lys
Thx

Thr
70

val
Ala
Ile
Gly
Lys
150
Asn

Pro

Sex

Leu
Arg
Thr
Thr

55
Arg

Ala
Ser

Met

Tyx
135

Ala
val
Arg
Ile

Asp
215

Asn
Ile
Ala
40

Thr

Gly

Leu

Ile
His
120
Glu
Pro
Thr
Asp

Cys
200
Asn

Val
Cys
25

Thr
Pro

Lys

Gly
Leu
105
Asp
Asn
Gly
Ser
Asn
185
Thr

Lys

Leu
10

Thr
Gln
Thr

Leu

Arg
90

His
Arg
Ile
Gly
Arg
170
Lys
Lys

Thr

Trp
Gly
Gly
Lys

cys
75

Pro
Glu
Thr
Arg
Pro
155
Thr
Gly

Gln

Leu Val Ala

Ile Thr Ser
30
Glu Vval Asn
45
Ser His Phe
60
Pro Asn Cys

Met Cys Val

Val Arg Pro
110
Lys Ile Arg
125
Leu Ser Thr
140

Tyr Arg Leu
Gly Phe Phe

Ala Thr Asn
- 180

Glu Asp Gln
205

Met Lys Asn

220

Val Ser
15

Ser Lys
val Thr
Ala Asn

Leu Asn
- BO

Gly Ile

95

val Thr

Gln Leu

Gln Asn

Gly Thr
160

Ala Thr

175

Pro Leu

Ile Thr
Leu Tyr
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Gly Asp Ser
225
Thr His

Tyr

Gly Gly Leu

Lys Pro Gly
275
Pro Gln Lys
. 290
Ser Leu
305

Gly

Pro

Leu Asn

Ile Gly Asn

Gly Thr Arg

355

Phe Gly Ala
370

Ala Gly

385

Ala

Trp

Ala Asp

Asn Leu Asn
Ala
435

Asp

Ser Gly
val
450
val

Lys

Ala
465
Leu

Leu

Leu Ala

Val Asp Ile

Thr Leu
515
Pro

Cys

Leu
530

Ser

Asp
545
Ala

Asp Gly

Ser Ser

Met Val Ser

89

Pro Gln Lys
230

Gln

Asn Phe Thr Ser

val Ser Ile
245

Gln

Gly Phe
250

Val

Gly

Ile
265
Val

Pro Ser
260

Lys

Gly Arg

Thr Thr Ile
280

Ser

Gly
val Ala
295
Glu

Trp Cys Gly

Ile

Arg

Leu Gly Ala
310

Lys

Asp
Tyr
Lys

345
Lys

Thr
330
Thr

Ser Pro
325

Pro

Lys

Cys
340

Tyxr
Ile

Ile val

Trp
Ala
360
Leu

Arg Pro Pro Leu
Phe
375

Thr

Ala Gly Glu Gly

His Gly Tyr Ser His

380
Ser

Gly

Thr Gln Glu Ala

410
Val

Leu Lys
405
Leu Glu Glu
425

Asn

Ser Ser Leu

420
Met His Glu
440
Asp

Asp Glu Leu
Ala
455

Glu

Asp Leu Arg Thr Ile

Asn Ile Ile
470

Arg

Leu Ser Gly

Glu Leu
485
Asn

Leu Lys Lys Lys

490
Phe Glu Thr
505

Gly

Gly
500
Asp

Gly Cys

Ala Ala
520
Leu

Arg Ile Thr

Thr Phe Ser Asn Ile

535

Asp

Asn His Thr Ile Leu

5§50
val

Leu Asp

Met Ile
570

Ser

Ala Thr Leu
565

Asp

Leu

Asn Val Ser Cys

585

Arg
580

(1) ddaje k SEQ ID NO:14:

(1)

(A)
(B)
(C)
(D)

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

DELKA: 1557 bazickych part
TYP: nukleovéd kyselina
DRUH RETEZCE: jednoduchy
TOPOLOGIE: linearni

(ii) DRUH MOLEKULY: DNA (genomova)

Ser
235
Pro
Val
Gln
Ser
Leu
315
Gly
Pro
Leu
Gly
Ala
395
Ile
Lys
Ile
Ser
Asn
475
Met
Lys
Phe
Thr
Leu
555
Ala

Ile

Ala
Asp
Asp
Arg
Lys
300
His
Glu
Leu
Lys
Trp
380
His
Asn
Asn
Leu
Ser
460
Ser
Leu
His
Asn

Ala
540

Tyxr
Ile

Cys

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

L]
[ XX RN 24
ee
(X ]

Gly vVal Thr

240

Thr Glu Asp
255

Met Val Gln

270

Ile

Leu Leu

Ile Lys

Tyx

Lys
335
Ala

Gly
Lys Gly

320
Ala Ala
Leu Asn
350
Arg

Gly Phe

Gly Met Ile

Val Ala Val

400

Ile Thr Lys
415

Gln Arg

430

Leu

Leu

Asp Glu

Ile Glu Leu
His
480
Ala

Asp Glu
Ser
495
Asn

Pro
Cys Gln
510
Gly

Glu Phe

Ser Leu Asn

Ala
560

val Tyr
575

Ser Thr

Ile
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{iid)

(iv)

HYPOTETICKA: ne
PROTISMYSLNY: ne
PUVODNI ZDROJ:

90

(vi)
(A) ORGANIZMUS: chfipkovy vir
(C) INDIVIDUALNI IZOLAT: A/Shandong/9/93 rHA
(ix) ZNAKY
(A) NAZEV/KLIC: vedouci polyhedrinova mRNA (&4stednd)
(B) POZICE: 1 a% 18
(ix) ZNAKY
(A) NAZEV/KLIC: kédujici oblast AcNPV 61K proteinové
signdlni sekvence
(B) POZICE: 19 aZ 72
(ix) ZNAKY
(A) NAZEV/KLIC: SmaI restrikéni mista
(B) POZICE: 76 aZ 81
(ix) ZNAKY
(A) NAZEV/KLIC: kédujici oblast zralé rHA
(B) POZICE: 73 az 1728
(ix) ZNAKY
() NAZEV/KLIC: KpnI restrikéni mista
(B) POZICE: 1735 aZ 1740
(ix) ZNAKY
(A) NAZEV/KLIC: BglII restrikéni mista
(B) POZICE: 1741 a% 1746
(ix) ZNAKY
(A) NAZEV/KLIC: univerzalni transladni terminaini signal
(B) POZICE: 1747 a% 1757
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:14:

TARRAARACC TATAAATAAT GCCCTTGTAC AAATTGTTAA ACGTTTTGTG

GTTTCTAACG
TGCCTGGGAC
ATTGAAGTGA
AGTCCTCACC
CCTCATTGTG
TACAGCAACT
TCATCAGGCA
GGGGGAAGCT

TTGCACAAAT

CGATTCCCGG
ATCATGCAGT
CTAATGCTAC
GAATCCTTGA
ATGGCTTCCA
GTTACCCTTA
CCCTGGAGTT

ATGCTTGCAA

GCAAGACCTT CCAGGAAATG ACAACAGCAC
GCCAAACGGA ACGCTAGTGA AAACAATCAC
TGAGTTGGTT CAGAGTTCCT CAACAGGTAG
TGGAAAAAAC TGCACACTGA TAGATGCTCT
ARATAAGGAA TGGGACCTTT TTGTTGAACG
TGATGTGCCG GATTATGCCT CCCTTAGGTC
TATCAATGAA GACTTCAATT GGACTGGAGT

ARGAGGATCT GTTAACAGTT TCTTTAGTAG

TAGAATACAA ATATCCAGCG CTGAACGTGA CTATGCCAAA

GTTGGTCGCC
AGCAACGCTG
GAATGATCAA
AATATGCGGC
ATTGGGAGAC
CAGCAAAGCT
ACTAGTTGCC
CGCTCAGGAT
ATTGAATTGG
CAATGGCAAA

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600
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TTTGACAAAT TGTACATTTG GGGGGTTCAC CACCCGAGCA CGGACAGT&A CCAAACCAGC 660
CTATATGTTC GAGCATCAGG GAGAGTCACA GTCTCTACCA AAAGAAGCCA ACAAACTGTA 720
ACCCCGAATA TCGGGTCTAG ACCCTGGGTA AGGGGTCAGT CCAGTAGAAT AAGCATCTAT 780
TGGACAATAG TAAAACCGGG AGACATACTT TTGATTGATA GCACAGGGAA TCTAATTGCT 840
CCTCGGGGTT ACTTCAARAT ACGAAATGGG AAAAGCTCAA TAATGAGGTC AGATGCACCC 900
ATTGGCAACT GCAGTTCTGA ATGCATCACT CCAAATGGAA GCATTCCCAA TGACAAACCT 960
TTTCAAAATG TARACAGAAT CACATATGGG GCCTGCCCCA GATATGTTAA GCAAAACACT 1020
CTGAAATTGG CAACAGGGAT GCGGAATGTA CCAGAGAAAC AAACTAGAéG CATATTCGGC 1080
GCAATCGCAG GTTTCATAGA AAATGGTTGG GAGGGAATGG TAGACGGTTG GTACGGTTTC 1140
AGGCATCAAA ATTCTGAGGG CACAGGACAA GCAGCAGATC TTAAAAGCAC TCAAGCAGCA 1200
ATCGACCAAATTCAACGGGAA ACTGAATAGG TTAATCGAGA AAACGAACGA GAAATTCCAT 1260
CARATCGARA AAGAATTCTC AGAAGTAGAA GGGAGAATTC AGGACCTCGA GAAATATGTT 1320
GAAGACACTA ARATAGATCT CTGGTCTTAC AACGCGGAGC TTCTTGTTGC CCTGGAGAAC 1380
CAACATACAA TTGATCTAAC TGACTCAGAA ATGAACAAAC TGTTTGAAAR AACAAGGAAG 1440
CAACTGAGGG ARAATGCTGA GGACATGGGC AATGGTTGCT TCAAAATATA CCACAAATGT 1500
GACAATGCCT GCATAGGGTC AATCAGAAAT GGAACTTATG‘ACCATGATGT ATACAGAGAC 1560
GAAGCATTAA ACAACCGGTT CCAGATCAAA GGTGTTGAGC TGAAGTCAGG ATACAAAGAT 1620
TGGATCCTAT GGATTTCCTT TGCCATATCA TGCTTTTTGC TTTGTGTTGT TTTGCTGGGG 1680
TTCATCATGT GGGCCTGCCA AAAAGGCAAC ATTAGGTGCA ACATTTGCAT TTGAGGTACC 1740

AGATCTTAAT TAATTAA 1757

(1) tdaje k SEQ ID NO:15:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 571 aminokyselin
{B) TYP: aminokyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednoduchy
(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii) DRUH MOLEKULY: peptid
(iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) PROTISMYSLNY: ne
(v) DRUH FRAGMENTU: fragment N-konce
(vi) PUOVODNI ZDROJ:
(A) ORGANIZMUS: chfipkovy vir
(C) INDIVIDUALNI IZOLAT: A/Shandong/9/93 rHA
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(ix) ZNAKY
(A) NAZEV/KLIC: AcNPV 61K proteinova signalni sekvence
(B) POZICE: 1 aZ 18
(ix) ZNAKY
(A) NAZEV/KLIG: zrala rHA
(B) POZICE: 19 aZ 553
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:15:

Met Pro Leu Tyr Lys Leu Leu Asn Val Leu Trp Leu Val Ala Val Ser
1 5 10 15
Asn Ala Ile Pro Gly Gln Asp Leu Pro Gly Asn Asp Asn Ser Thr Ala
20 25 30
Thr Leu Cys Leu Gly His His Ala Val Pro Asn Gly Thr Leu Val Lys
35 40 45
Thr Ile Thr Asn Asp Gln Ile Glu Val Thr Asn Ala Thr Glu Leu Val
50 55 60
Gln Ser Ser Ser Thr Gly Arg Ile Cys Gly Ser Pro His Arg Ile Leu
65 70 75 80
Asp Gly Lys Asn Cys Thr Leu Ile Asp Ala Leu Leu Gly Asp Pro His
85 S0 95
Cys Asp Gly Phe Gln Asn Lys Glu Trp Asp Leu Phe Val Glu Arg Ser
100 105 110
Lys Ala Tyr Ser Asn Cys Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Ser
115 120 125 C
Leu Arg Ser Leu Val Ala Ser Ser Gly Thr Leu Glu Phe Ile Asn Glu
130 135 140

Asp Phe Asn Trp Thr Gly Vval Ala Gln Asp Gly Gly Ser Tyr Ala Cys -
145 150 155 ’ 16
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 : 190
Gly Lys Phe Asp Lys Leu Tyr Ile Trp Gly Val His His Pro Ser Thr
195 200 205
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 Sexr 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
260 265 270
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
290 295 . 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 R
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
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Tyr Val

Glu

Asp Thr

435
val Ala
450

Asn

Leu Leu Glu
Met
465

Glu

Lys Leu Phe

Met Asn
485
Ser

Asp Gly

Ala Cys Ile Gly
500
Glu Ala
515

Gly

Axrg Asp Leu
Ser
530

Phe

Lys Tyr

Leu

Lys
Cys Leu
545
Gln

Cys

Ile
565

Lys Gly Asn

(1) Udaje k SEQ ID NO:16:

Lys Ile
Gln
455
Lys

Asn

Glu
470
Gly Cys

Ile Axg

Asn Asn

Asp Trp
535
val val
550

Arg Cys

Asp
440
His
Thr
Phe
Asn
Axg
520
Ile

Leu

Asn

Leu
Thr
Arg
Lys
Gly
505
Phe
Leu

Leu

Ile

Trp
Ile
Lys
Ile
490
Thr
Gln
Trp
Gly

Cys
570

Ser Tyr

Leu
460
Leu

Asp

Gln
475

Tyr
Tyr
Ile

His
Asp
Lys
Ile Ser
540
"Phe Ile
555

Ile

Asn Ala
445
Thr Asp

Arg Glu
Lys Cys
His

510
Gly Val
525
Phe Ala

Met Trp

Asp

Glu
Ser
Asn
Asp
495
val
Glu
Ile

Ala

(1)

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A)
{B)

DELKA: 1814 bazickych part

TYP: nukleova kyselina

()
(D)

DRUH RETEZCE: jednoduchy
TOPOLOGIE: linedrni

(ii) DRUH MOLEKULY: DNA (genomova)
(iii) HYPOTETICKA: ne

(iv) PROTISMYSLNY: ne
(vi) POVODNI ZDROJ:
(A) ORGANIZMUS: chfipkovy vir
(C) INDIVIDUALNI IZOLAT: B/Shanhai/4/94 rHA
(ix) ZNAKY
(A) NAZEV/KLIC: vedouci polyhedrinovid mRNA (&astedni)
(B) POZICE: 1 aZ 18
(ix) ZNAKY
(A) NAZEV/KLIC: kédujici oblast AcNPV 61K proteinové
signélni sekvence
(B) POZICE: 19 aZ 72
(ix) ZNAKY
() NAZEV/KLIC: smal restrik&ni mista
(B) POZICE: 76 aZ 81
(ix) ZNAKY
(A) NAZEV/KLIC: KpnI restrikéni mista
(B) POZICE: 82 aZ 87 |
(ix) ZNAKY

Leu
Glu
Ala

480
Asn -

Leu
Ser

cys
560
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(A) NAZEV/KLIC: kédujici oblast zralé rHA

(B)

(ix)

POZICE: 73 aZ 1794

ZNAKY

(A) NAZEV/KLIC: univerzAilni transladni terminadni signal

(B)

(1)

TAARAAAAACC
GTTTCTAACG
TCACCTCATG
CTGACAACAA
ARACTATGCC
TGTGTGGGGA
TCCGGGTGCT
AGAGGATATG
GGAGGACCCT
TTTTTCGCAA
CTAACAGTAG
TTCCATTCTG
TTCACCTCAT
GATCAAACAG
CARAARAACCTG
GTGTGGTGCG
GCAGATTGCC
GAACATGCAA
AATGGAACCA
ATTGCTGGTT
TCTCACGGAG
AACAAGATAR

CTAAGTGGTG

POZICE:

POPIS SEKVENCE:

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

CCATGGATGA

1804 aZz 1814

SEQ ID NO:16:

GCCCTTGTAC
GGGTACCGAT
AGCTACTCAA
ATCTCATTTIT
CAACTGCACA
GGCAAAAGCT
GCACGACAGA
ATTATCAACC
AACCTCAGGA
GGCTGTCCCA
CATTTGCACA
CCAAATGAARA
AGTAACCACA
GCTACCACAA
AACAATTGTC
GAGCARAGTA
ATACGGTGGA
AAATTGCCCA
TCCTGCAAAR
AGGATGGGAA
GGCAGTGGCA
CAATTCTTTG

ACTCCACAAC

AAATTGTTAA
CGAATCTGCA
GGGGAGGTCA
GCAAATCTCA
GATCTGGATG
TCAATACTCC
ACAAARATCA
CAARACGTTA
TCTTGCCCTA
AGGGACAACA
ARAGGAGAANG
AACCTCTATG
CATTATGTTT
AGCGGCAGAA
TATCAGAGAG
ATAARAGGGT
TTAAACAARA
ATATGGGTGA
CTATTARAGG
GGAATGATTG
GCAGACCTTA
AGTGAGCTAG

GAAATACTCG

ACGTTTTGTG
CTGGGATAAC
ATGTGACTGG
AAGGAACAAA
TGGCCTTGEE
ACGAAGTCAG
GACAGCTACC
TCAACGCAGA
ACGCTACCAG
ACARAACAGC
ACCAAATTAC
GAGACTCARA
CTCAGATTGG
TTGTTGTTGA
GTGTTTIGIT
CCTTGCCTTT
GCAAGCCTTA
ARRCACCTTT
ARAGGGGTTT
CAGGTTGGCA
AGAGTACGCA
AAGTARAGAA

AGCTGGATGA

GTTGGTCGCC
ATCTTCAAAC
TGTGATACCA
GACCAGAGGG
CAGACCAATG

ACCTGTTACA .

CAATCTTCTC
AAAGGCACCA
TAGAAGCGGA
AACGAATCCA
TGTTTGGGGG
TCCTCAAAAG

CGGCTTCCCA

TTACATGGTG -

GCCTCARAAG
AATTGGTGAA
CTACACAGGA
GAAGCTTGCC
CTTCGGAGCT
CGGATACACA
AGAAGCCATA
TCTTCARAGG

GAAAGTGGAT

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

1380
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GATCTCAGAG CTGACACAAT AAGCTCGCAA ATAGAACTTG CAGTCTTGCT TTCCAACGAA

GGAATAATAA ACAGTGAAGA TGAGCATCTA TTGGCACTTG

CTGGGTCCCT CTGCTGTAGA CATAGGAAAT GGATGCTTCG

CAGACCTGCT TAGACAGGAT AGCTGCTGGC ACCTTTAATG

ACTTTTGATT CACTGAATAT TACTGCTGCA TCTTTAAATG

ACTATACTGC TCTACTACTC AACTGCTGCT TCTAGTTTGG

ATTTTTATTG TTTATATGGT CTCCAGAGAC AATGTTTCTT

TCTTAATTAA TTAA

(1) ddaje k SEQ ID NO:17:

(i

1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A7)
(B)
(C)
(D)

TYP: aminokyselina

TOPOLOGIE: linedrni
DRUH MOLEKULY: peptid
HYPOTETICKA: ne
PROTISMYSLNY: ne

DELKA: 592 aminokyselin

DRUH RETEZCE: jednoduchy

AGAGAAAACT AAAGAAAATG
AAACCARACA CAAGTGCAAC
CGGGAGAATT TTCTCTTCCC
ATGATGGATT GGATAACCAT
CGGTAACATT GATGATAGCT

GCTCCATCTG TCTGTGAGGA

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

Val Ala Vval
15

Leu

1814

Ser

Thr Gly Ile Thr Ser

30
Gly Glu Vval
45
Lys Ser His

Gln Asn

Thr Phe

Leu Cys Pro Asn Cys
80
val

Arg Pro Met Cys

(iv)
(v) DRUH FRAGMENTU: fragment N-konce
(vi) pUvoDNI zDROJ:
(A) ORGANIZMUS: chfipkovy vir
(C) INDIVIDUALNI I1ZOLAT: B/Shanhai/4/94 rHA
(ix) ZNAKY
(A) NAZEV/KLIC: AcNPV 61K proteinovy signalni peptid
(B) POZICE: 1 aZ 18
(ix) ZNAKY
(p) NAZEV/KLIC: zrald rHA
(B) POZICE: 19 aZ 574
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:17:
Met Pro Leu Tyr Lys Leu Leu Asn Vél Lgu Trp
isn Ala Ile Pro gly Gly Thr Asp ggg éle Cys
Ser Asn Ser ggo His Val val Lys Thr Ala Thr
val Thr éiy val Ile Pro Leu ;gr Thr Thr Pro
Ala ign Leu Lys Gly Thr i;s Thr Arg Gly Lys
65 70 75
Leu Asn Cys Thr ggp Leu Asp Val Ala ggu Gly

95,
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Gly
Val
Gln
Gln
145
Gly
Ala
Asn

Gln

Asn
225

Gly
Thr
Met
val
Ile
305
Lys
Ala

Leu

Gly
385
Val
Ile
Gln
Leu
Ile
465
Asp

Pro

Gly
Ser
545
Ser

Ile

Thr
Thr
Leu
130
Asn
Thr
Thr
Pro
Ile

210
Leu

val
Glu
val
Leu

290
Lys

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

val

Thr
Ser
115
Pro
Val
Sex
Met
Leu
195
Thr

Tyr

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

Pro
100
Gly
Asn
Ile
Gly
Ala
180
Thr
Vval

Gly

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

Ser
Cys
Leu
Asn

Ser
165

Trp
Val
Trp
Asp
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

Ala
Phe
Leu
Ala
150
Cys
Ala
Glu
Gly

Ser
230

Leu
Gly
Lys
Pro
310
Asn
Asn
Lys
Ala

Trp
390
Asp
Asn
Ala
Asp
Leu
470
Ala
Ile
Leu
Pro
Gly
550

Ser

Ser

Lys
Pro
Arg
135
Glu
Pro
Val
val
Phe

215
Asn

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

Leu

Arg

Ala
Ile
120
Gly
Lys
Asn
Pro
Pro
200
His
Pro
Ser

Gln

Thr
280

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

Asp

96

Ser
105
Met

Tyr
Ala
Ala
Arg
185
Tyxr
Ser

Gln

Gln
Ser
265
Gly
Cys
Gly
Lys
Ile
345
Pro
Gly
Tyr
Ser
Ser
425
Glu
Arg
Asn
Arg
Gly
505
Ile
Asp
Asn
val

Asn
585

Ile
His
Glu
Pro
Thr
170
Asp
Ile
Asp

Lys

Ile
250
Gly
Thr
Ala
Glu

Pro
330

Trp
Pro
Phe
Thr
Thr
410
Glu
Leu
Ala
Glu
Lys
490
Cys
Ala
ser
His
Thr

570
Val

Leu
Asp
Asn
Gly
155

Ser

Asn

Asn

Phe
235

Gly
Arg
Ile
Ser
Ala
315
vVal
Ala
Leu
Ser
395
Gln
Leu
His
Asp
Gly
475
Leu
Phe
Ala
Leu
Thr
555

Leu

Ser

His
Arg
Ile
140
Gly
Arg
Asn
Thxr
Lys

220
Thr

Gly
Ile
Val
Gly

300
Asp

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

Cys

Glu
Thr
125
Arg
Pro
Ser
Lys
Lys
205
Pro

Ser

Phe

Val

Tyr
285
Arg
Cys
Thr
Thr
Leu
365
Gly
Gly
Ala
val
Glu
445
Ile
Ile
Lys
Thr
Thr
525
Ile
Leu

Ile

Ser

Val
110
Lys
Leu
Tyx
Gly

Thr

‘190

Gly
Gln

Ser

Pro
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

Arg
Ile
Ser
Arg
Phe
175
Ala
Glu
Met

Ala

Asp
255

Asp .

Arg
Lys
His
Glu
335
Leu
Lys
Trp
His
Asn
415
Asn
Leu
Ser
Ser
Leu
485
His
Asn

Ala

Ile
575

cys

Pro
Arg
Thr
Leu
160
Phe
Thr
Asp
Lys

Asn
240

Gln ,

Gly
val
Glu
320
His
Lys
Glu
Glu
Gly
400
Lys

Leu

Glu

Gln
Glu
480
Gly
Lys
Ala
Ala
560
Phe

Leu
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(1) tdaje k SEQ ID NO:18:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 1802 bazickjych part
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednoduchy
(D) TOPOLOGIE: line&rni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA (genomova)
(1ii) HYPOTETICKA: ne
(iv) PROTISMYSLNY: ne
(vi) POVODNI ZDROJ:
(A) ORGANIZMUS: chfipkovy vir
(C) INDIVIDUAILNT IZOLAT: B/Harbin/7/94 rHA
(ix) ZNAKY
(A) NAZEV/KLIC: vedouci polyhedrinovi mRNA (Zastedni)
(B) POZICE: 1 az 18
(ix) ZNAKY
(A) NAZEV/KLIC: kédujici oblast HA signalni peptidové
sekvence
(B) POZICE: 19 aZ 69
(ix) ZNAKY
() NAZEV/KLIC: Smal restrik&ni mista
(B) POZICE: 22 az 27
(ix) ZNAKY
() NAZEV/KLIC: kédujici oblast zralé rHA
(B) POZICE: 70 aZ 1776
(ix) ZNAKY
(A) NAZEV/KLIC: KpnI restrikdéni mista
(B) POZICE: 1780 aZ 1785
(ix) ZNAKY
() NAZEV/KLIC: BglII restrik&ni mista
(B) POZICE: 1786 aZ 1791
(ix) ZNAKY
() NAZEV/KLIC: univerzdlni transla&ni terminadni signil
(B) POZICE: 1792 az 1802
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:18:
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TAARAARACC
TCCAACGCAG
ACAGCTACTC
ARATCTCATT
CTCAACTGCA
TCGGCAAARG
ATGCACGACA
AGATTATCAA
GGAACCTCAG
TGGGCTGTCC
TACGTTTGTA
GCCCARATGA
GGAGTAACCA
GGGCTACCAC
GGAACAATTG
AGGAGCAAAG
ARATACGGTG
GGARATTGCC
CCTCCTGCAA
GGAGGATGGG
GTGGCAGTGG
CTCAATTCTT
GAACTCCATA
ATARGCTCGC
GATGAGCATC
GACATAGGGA

ATAGCTGCTG
ATTACTGCTG

TCARCTGCTG
GTCTCCAGAG

AR

TATAAATAAT
ATCGAATCTG
AAGGGGAAGT
TTGCAAATCT
CAGATCTGGA
CTTCAATACT
GARCAARRAT
CCCAAAACGT
GATCTTGCCC
CAAGGGACGA
CAGAAGGAGA
ARAACCTCTA
CACATTATGT
ARAGCGGCAG
TCTATCAAAG
TAATAARAGG
GATTAARRCAA
CAATATGGGT
AACTATTARA
ARGGAATGAT
CAGCAGACCT
TGAGTGAGCT
ACGAAATACT
AAATAGAACT
TATTGGCACT
ATGGATGCTT

GCACCTTTAA
CATCTTTARA

CTTCTAGTTT

ACAATGTTTC

GCCCGGGAAG
CACTGGGATA
CAATGTGACT
ARARGGAACA
TGTGGCCTTG
CCACGAAGTC
CAGACAGCTA
TATCAATGCA
TAACGCTACC
CAACARRACA
AGACCARATT
TGGAGACTCA
TTCTCAGATT
AATTGTTGTT
AGGTGTTTTG
GTCCTTGCCT
AAGCAAGCCT
GAAARCACCT
GGARAGGGGT
TGCAGGTTGG
TAAGAGTACG
AGAAGTAAAG
CGAGCTGGAT
TGCAGTCTTG
TGAGAGARAA
CGAARCCAAA

TGCAGGAGAA
TGATGATGGA

GGCTGTAACA

ATGCTCCATC

98

GCAATAATTG
ACATCTTCAA
GGTGTGATAC
ARGACCAGAG
GGCAGACCAA
AGACCTGTTA
CCCAATCTTC
GAAAAAGCAC
AGTAGAAéCG
GCAACGAATC
ACTGTTTGGG
AATCCTCAAR
GGCGGCITCC
GATTACATGG
TTGCCTCAAA
TTAATTGGTG
TACTACACAG
TTGAAGCTTG
TTCTTCGGAG
CACGGATACA
CAAGAAGCCA
AATCTTCARA
GAGAAAGTGG
CTTTCCAACG
CTARAGAARAAR
CACAAGTGCA

TTTTCTCTCC
TTGGATAATC

TTGATGATAG

TGTCTGTGAG

TACTACTCAT
ACTCACCTCA
CACTGACARC
GGAAACTATG
TGTGTGTGGG
CATCCGGGTG
TCAGAGGATA
CAGGAGGACC
GATTTTTTGC
CACTAACAGT
GGTTCCATTC
AGTTCACCTC
CAGATCAAAC
TGCAAAAACC
AGGTGTGGTG
ARGCAGATTG
GAGAACATGC
CCAATGGARC
CTATTGCTGG
CATCTCACGG
TAARCARGAT
GACTAAGTGG
ATGATCTCAG
ARGGAATAAT
TGCTGGGTCC
ACCAGACCTG

CCACTTTTGA
ATACTATACT

CTATTTTTAT

GTACCAGATC

GGTAGTAARCA

TGTGGTCARA
AACACCAACA
CCCAAACTGT
GACCACACCT
CTTTCCTATA
TGAAAATATC
CTACAGACTT
AACAATGGCT
AGAAGTACCA
TGATARCAAA
ATCTGCTAAT
AGAAGACGGA
TGGGARAACA
CGCGAGTGGC
CCTTCACGAA
ARAAAGCCATA
CAAATATAGA
TTTCTTAGAA
AGCACATGGA
AACAAAARAT
TGCCATGGAT
AGCTGACACT
AAACAGTGAA
CTCTGCTGTA
CTTAGACAGG
TTCACTGAAT
GCTCTACTAC
TGTTTATATG

TTAATTAATT

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
‘€60
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260 -
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800

1802




01-2810-97 Ce

(1) Gdaje k

Met
Ala
Val
Leu
Lys
65

Asp
Lys

Pro

Glu
145
Pro
Val
val
Phe

Asn
225

SEQ ID NO:19:

99

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 586 aminokyselin

(B) TYP: aminokyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednoduchy

(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) DRUH MOLEKULY: peptid

(iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) PROTISMYSLINY: ne
(v) DRUH FRAGMENTU: fragment N-konce

(vi) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANIZMUS: chfipkovy vir

(C) INDIVIDUAINI IZOLAT: B/Harbin/7/94 rHA

(ix) ZNAKY

() NAZEV/KLIC: HA signalni peptid
(B)

(ix) ZNAKY
(A) NAZEV/KLIC: zrald rHA

POZICE: 1 aZ 17

(B} POZICE: 18 aZ 569

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:

Pro Gly
Asp Arg

Lys Thr
35

Thr Thr

50

Thr Arg

Val Ala
Ala Ser

Ile Met
115

Gly Tyr

130

Lys Ala

Asn Ala
Pro Arg

Pro Tyr
195

His Ser
210
Pro Gln

Lys
Ile
20

Ala
Thr
Gly
Leu
Ile
100
His
Glu
Pro
Thr
Asp
180
Val
Asp

Lys

Ala
5

Cys
Thr
Pro
Lys
Gly
Leu
Asp
Asn
Gly
Ser
165
Asp
Cys
Asn

Phe

Ile
Thr
Gln
Thr
Leu
70

Arg
His
Arg
Ile
Gly
150
Arg
Asn
Thr
Lys

Thr
230

Ile
Gly
Gly
Lys
55

Cys
Pro
Glu
Thr
Arg
135
Pro
Ser
Lys
Glu
Ala

215
Ser

Val Leu

Ile Thr
25

Glu Vval

40

Ser His

Pro Asn
Met Cys

Val Arg
105

Lys Ile

120

Leu Ser

Tyr Arg
Gly Phe

Thr Ala
i85
Gly Glu
200
Gln Met

Ser Ala

19:

Leu
10

Ser
Asn
Phe
Cys
Val
Pro
Arg
Thr
Leu
Phe
170
Thr
Asp
Lys
Asn

Met
Ser
Val
Ala
Leu
Gly
Val
Gln
Gln
Gly
155
Ala
Asn
Gln

Asn

Gly
235

Val
Asn
Thr
Asn
60

Asn
Thr
Thr
Leu
Asn
140
Thr
Thr
Pro

Ile

- 205

Leu
220
val

Val Thr Ser Asn

Ser
Gly
45

Leu
Cys
Thr
Ser
Pro
125
Val
Ser
Met
Leu
Thr
Tyr
Thr

Pro
30

Val
Lys
Thr
Pro
Gly
110
Asn
Ile
Gly
Ala
Thr
190
Val
Gly

Thr

15
His Vval

Ile Pro

Gly Thr

Asp Leu
80

Ser Ala

S5

Cys Phe

Leu Leu

Asn Ala

Ser Cys
160

Trp Ala

175

Val Glu .

Trp Gly
Asp Ser

His Tyr
. 240
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val
Pro
Lys
Val
Leu
305
Lys
Cys
Tyr
Ile
His

385
Leu
Ser
Met
Asp
Leu
465
Leu
Gly
Asp
Thr
Leu

545
Leu

Ser
Gln

Thr

290
Ile

Ser
Pro
Arg
Ala

370

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

Asp

Gln
Ser
Gly
275
Cys
Gly
Lys

Ile

Pro

355

Gly
Tyx
Ser
Ser
Glu
435

Arg
Asn
Arg
Gly
Ile
515
Asp
Asn

Val

Asn

Ile
Gly
260
Thr
Ala
Glu

Pro

Trp
340
Pro
Phe
Thr
Thr
Glu
420
Leu
Ala
Glu
Lys
Cys
500
Ala
Ser
His
Thr

val
580

Gly Gly
245
Arg Ile

Ile Val

Ser Gly

Ala Asp
310

Tyr Tyr

325

Val Lys

Ala Lys
Leu Glu

Ser His
390

Gln Glu

405

Leu Glu

His Asn
Asp Thr

Gly Ile
470

Leu Lys

485

Phe Glu

Ala Gly
Leu Asn

Thr Ile
550

Leu Met

565

Ser Cys

(1) tdaje k SEQ ID NO:20:

(1)

(id)
(iii)
(iv)

{vi)

PUVODNI ZDROJ:

Phe
Val
Tyr
Arg
2958
Cys

Thr
Thr

Leu

Gly
375

Gly
Ala
Vval

Glu
Ile

455

Ile
Lys

Thr
Thr
Ile
535
Leu

Ile

Ser

PROTISMYSINY: ne

Pro
Val
Gln
280
Ser
Leu
Gly
Pro
Leu

360
Gly
Ala

Ile

Lys

Ile

440

Ser
Asn
Met

Lys

Phe

520

Thr
Leu

Ala

Ile

100

Asp
Asp
265
Arg
Lys
His
Glu
Leu
345
Lys
Trp
His
Asn
Asn
425
Leu
Ser
Ser
Leu
His
505
Asn

Ala

Ile

Cys
585

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A)
(B)
(c)
(D)

Gln
250
Gly
val
Glu
His

330
Lys
Glu
Glu
Gly
Lys

410

Leu

Glu

Gln

Glu
Gly
490
Lys
Ala

Ala

Phe
570
Leu

TYP: nukleova kyselina

DRUH RETEZCE: jednoduchy
TOPOLOGIE: linedrni
DRUH MOLEKULY: DNA (genomova)
HYPOTETICKA: ne

(A) ORGANIZMUS: chfipkovy vir

Thr
Met
Val
Ile
Lys
315
Ala
Leu
Arg
Gly
val
395
Ile
Gln
Leu
Ile
Asp
475
Pro
Cys
Gly
Ser
Ser

555
Ile

DELKA: 1757 bazickych part

Glu
val
Leu
Lys
300
Tyr
Lys
Ala
Gly
Met
380
Ala
Thr
Axg
Asp
Glu
460
Glu
Ser
Asn
Glu
Leu
540
Thr

Val

Asp Gly

Gln Lys
270

Leu Pro

285

Gly Ser

Gly Gly
Ala Ile

Asn Gly
350

Phe Phe

365

Ile Ala

Val Ala
Lys Asn
Leu Ser
430
Glu Lys
445
Leu Ala
His Leu
Ala Vval
Gln Thr
510
Phe Ser
525
Asn Asp

Ala Ala
Tyr Met

Gly
255
Pro
Gln
Leu
Leu
Gly
335
Thr
Gly
Gly
Ala

Leu

415

Gly
val
val

Leu

Asp

495
Cys

Leu

Asp

Ser

val
575

Leu
Gly
Lys
Pro

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

Gly

Ser

560
Ser
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(C) INDIVIDUALNI IZOLAT: A/Johannesburg/33/94 rHA

(ix) ZNAKY

(A) NAZEV/KLIC: vedouci polyhedrinovi mRNA (&Astedna)

(B) POZICE: 1 az 18
(ix) ZNAKY

() NAZEV/KLIE: kédujici oblast AcNPV 61K proteinového

signadlniho peptidu

(B) POZICE: 19 az 72
ZNAKY

(A) NAZEV/KLIC: Smal restriké&ni mista
(B) POZICE: 76 aZ 81

ZNAKY

(ix)

(ix)
(A) NAZEV/KLIC: kédujici oblast zralé rHA
(B) POZICE: 73 az 1731

ZNAKY
(A) NAZEV/KLIC: KnpI restrikéni mista
(B) POZICE: 1735 az 1740
ZNAKY

(ix)

(ix)
(A) NAZEV/KLIC: BglII restrikéni mista
(B) POZICE: 1741 az 1747

(ix) ZNAKY

(A) NAZEV/KLIC: univerzAilni transla&ni terminadni signal

(B) POZICE: 1747 aZ 1757

(x1)

TAAAAMARACC
GTTTCTAACG'
TGCCTGGGAC
ATTGAAGTGA
AGTCCTCACC
CCTCATTGTG
TACAGCAACT
TCATCAGGCA
GGGAARAGCT .
TTGCACAAAT
TTTGACARAT
C&ATATGTCC

ATCCCGGATA

TATARATAAT
CGATTCCCGG
ACCATGCAGT
CTAATGCTAC
GAATCCTTGA
ATGGCTTCCA
GTTACCCTTA
CCCTGGAGTT
ATGCTTGCAA
TAGAATACAA
TGTACATTTG
GAGCATCAGG

TCGGGTATAG

GCCCTTGTAC
GCAGGACCTT
GCCARACGGA
TGAGCTGGTT
TGGAAAGAAC
ARATAAGGAA
TGATGTGCCG
TATCAACGAA
ARGGGGATCT
ATATCCAGCG
GGGGGTTCAC
GAGAGTCACA

ACCATGGGTA

POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:20:

AAATTGTTAA
CCAGGARAATG
ACGCTAGTGA
CAGAGTTCCC
TGCACACTGA
TGGGACCTTIT
GATTATGCCT
AACTTCAATT
GTITAACAGTT
CTGAACGTGA
CACCCGAGCA
GTCTCTACCA

AGGGGTCAGT

ACGTTTTGTG
ACAACAGCAC
ARACAATCAC
CAACAGGTAG
TAGATGCTCT
TTGTTGAACG
CCCTTAGGTC
GGACTGGAGT
TCTTTAGTAG
CTATGCCAAA
CGGACAGTGA
ARAGAAGCCA

CCAGTAGAAT

GTTGGTCGCC
AGCAACGCTG
GAATGATCAA
AATATGCGAC
ATTGGGAGAC
CAGCAAAGCT
ACTAGTTGCC

CGCTCAGGAT

ATTGAATTGG

CAATGGCAAA
CCARACCAGC
ACAAACTGTA

AGGCATCTAT

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

780
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TGGACAATAG TAARACCGGG AGACATACTT TTGATTAATA GCACAGGGAA TCTAATTGCT 840
CCTCGGGGTT ACTTCAAAAT ACGAAATGGG AAAAGCTCAA TAATGAGGTC AGATGCACCC 900
ATTGGCAACT GCAGTTCTGA ATGCATCACT CCAARATGGAA GCATTCCCAA TGACAAACCT 960
TTTCAAAATG TAAACAGGAT CACATATGGG GCCTGCCCCA GATATGTTAA GCAAAACACT 1020
CTGAAATTGG CAACAGGGAT GCGGAATGTA CCAGAGARAC AAACTAGAGG CATATTCGGC 1080
GCAATCGCAG GTTTCATAGA AAATGGTTGG GAGGGAATGG TAGACGGTTG GTACGGTTTC 1140
AGGCATCAAA ATTCTGAGGG CACAGGACAA GCTGCAGATC TTAAARAGCAC TCAAGCAGCA 1200
ATCGACCAAN TCAACGGGAA ACTGAATAGG TTAGTCGAGA AARCGAACGA GAAATTCCAT 1260
CAAATCGAAA AAGAATTCTC AGAAGTAGAA GGGAGAATTC AGGACCTCGA GAAATATGIT 1320
GAAGACACTA AAATAGATCT CTGGTCTTAC AATGCGGAGC TTCTTGTTGC TCTGGAGAAC 1380
CAACATACAR TTGATCTAAC TGACTCAGAA ATGAACAARAC TGTTTGAAAG AACARGGAAG 1440
CAACTGAGGG AAAATGCTGA GGACATGGGC AATGGTTGTT TCAAAATATA CCACAAATGT 1500
GACAATGCCT GCATAGGGTC AATCAGAAAT GGAACTTATG ACCATGATGT ATACAGAGAC 1560
GAAGCATTAA ACAACCGGTT CCAGATCAAA GGTGTTGAGC TGAAGTCAGG ATACAAAGAT 1620
TGGATTCTAT GGATTTCCTT TGCCATATCA TGCTTTTTGC TTTGTGTTGT TTTGCTTGGG 1680
TTCATCATGT GGGCCTGCCA AAAAGGCAAC ATTAGGTGCA ACATTTGCAT TTGAGGTACC 1740

AGATCTTAAT TAATTAA 1757

(1) tddaje k SEQ ID NO:21:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 571 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednoduchy
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) DRUH MOLEKULY: peptid
(iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) PROTISMYSLNY: ne
(v} DRUH FRAGMENTU: fragment N-konce
(vi) pOvVODNI ZDROJ:
(A) ORGANIZMUS: chfipkovy vir
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(ix)

(ix)

(x1i)

Met
Asn
Thr
Thr
Gln
Asp
Cys
Lys
Leu
Asn
145
Lys
Lys
Gly
Asp
Val
225
Ile
Ile
Met
Pro
305
Ile

Leu

Phe

103

(C) INDIVIDUALNI IZOLAT: A/Johannesburg/33/94 rHA

ZNAKY
(A) NAZEV/KLIC: ACNPV 61K proteinova signalni sekvence
(B) POZICE: 1 azZ 18

ZNAKY

(A) NAZEV/KLIC: zralad rHA

(B)

Pro
Ala
Leu
Ile
Ser
Gly
Asp
Ala
Arg
130
Phe
Arg
Leu
Lys
Ser
210
Ser
Pro
Val
Ala
Arg
230
Asn
Thr
Ala

Gly

POZICE: 19 aZ 569
POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:21:

Leu
Ile
Cys
35

Thr
Ser
Lys
Gly
Tyr
115
Ser
Asn
Gly
Glu
Phe
195
Asp
Thr
Trp
Lys
Pro
275
Ser
Gly
Tyr
Thr

Ala
355

Tyr
Pro
20

Leu
Asn
Pro
Asn
Phe
100
Ser
Leu
Trp

Ser

Tyr
180
Asp
Gln
Lys
Val
Pro
260
Arg
Asp
Ser
Gly
Gly

340
Ile

Lys
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

Leu
Gln
His
Gln
Gly
Thr
Asn
Cys
Ala
Gly

150
Asn

Tyr
Leu
Ser
Ser
230
Gly
Asp
Tyxr
Pro
Pro
310
Cys
Arg

Gly

Leu
Asp
His
Ile
55

Arg

Leu

Lys

Ser
135
Val
Ser
Pro
Tyr
Leu
215
Gln
Gln
Ile
Phe
Ile
295
Asn
Pro
Asn

Phe

Asn Val

Leu Pro
25
Ala Vval

Glu Vval
Ile Cys
Ile Asp

Glu Trp
105

Pro Tyr

120

Ser Gly

Ala Gln
Phe Phe

Ala Leu
185

Ile Trp

200

Tyr Val

Gln Thr
Ser Ser

Leu Leu
: 265
Lys Ile
280
Gly Asn

Asp Lys

Arg Tyr

Val Pro

345
Ile Glu
360

Leu
Gly
Pro
Thr
Asp
Ala
90

Asp
Asp
Thr
Asp
Ser
170
Asn
Gly
Arg
Val
Arg
250
Ile
Arg
Cys
Pro
Val
330
Glu

Asn

Trp
Asn
Asn
Asn
Ser
Leu
Leu
Val
Leu
Gly
155
Arg
Val
val
Ala
Ile
235
Ile
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
Ser
300
Gln
Gln

Gln

val
Asn
Thr
Thr
His
Gly
Val
Asp
125
Phe
Serxr
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

Tyr
Ile

Trp
Pro
190
Pro
Arg
Ile
Tyr
Gly
270
Ser
Cys
Val
Thr
Arg

350
Gly

Val
Thr
Val
Leu
Ile
Pro
95

Arg
Ala
Asn
Ala
Leu
175
Asn
Ser
Val
Gly
Trp
255
Asn
Ser
Ile
Asn
Leu
335
Gly

Met

Ser
Ala
Lys
Val
Leu
80

His
Ser
Ser

Glu

Cys
160
His
Asn
Thr

Thr

Tyr
240

Thr
Leu
Ile
Thr
Arg
320
Lys -
-Ile

Val
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Asp
Ala
385
Lys
Glu
Tyr
Leu
Met
465
Glu
Ala
Arg
Lys
Cys

545
Gln

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

Lys

(1) Gdaje

(xi)

Trp
Asp
Asn
Glu
Glu
435
Ala
Lys
Met
Ile
Glu
515
Gly

Leu

Gly

Tyr
Leu
Arg
Phe
420
Asp
Leu
Leu
Gly
Gly

500
Ala

Tyr
Leu

Asn

Gly Phe

Lys Ser
. 390
Leu Val
405

Ser Glu

Thr Lys
Glu Asn

Phe Glu
470

Asn Gly

485

Ser Ile

Leu Asn
Lys Asp
Cys Val

550

Ile Arg
565

k SEQ ID NO:22:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A)
(B)
(C)
(D)

DELKA: 39 bazi

Arg
375
Thr
Glu
val
Ile
Gln
455
Cys
Arg

Asn

Trp
535
Val

Cys

His
Gln
Lys
Glu
Asp
440
His
Thr
Phe
Asn
Arg
520
Ile

Leu

Asn

104

Gln
Ala
Thr
Gly
425
Leu
Thx
Arg
Lys
Gly
505
Phe
Leu

Leu

Ile

TYP: nukleova kyselina

Asn Ser

Ala Ile
395
Asn Glu
410
Arg Ile

Trp Ser
Ile Asp

Lys Gln
475

Ile Tyr

490

Thr Tyr

Gln Ile
Trp Ile
Gly Phe

555

Cys Ile
570

DRUH RETEZCE: jednoduchy

TOPOLOGIE: linearni

POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:22:

TGGTTGGTCG CCGTTTCTAA CGCGATTCCC GGGGGTACC

(1) tdaje k SEQ ID NO:23:

(1)

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A)
(B)
(C)
(D)

DELKA: 13 aminokyselin

TYP: aminokyselina

DRUH RETEZCE: jednoduchy

TOPOLOGIE: linedrni

(ii) DRUH MOLEKULY: peptid

(x1)

POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:23:

Glu
380
Asp
Lys
Gln
Tyr
Leu
460
Leu
His
Asp
Lys
Ser

540
Ile

Trp Leu Val Ala Val Ser Asn Ala Ile Pro Gly Gly Thr

1

5

(1) ddaje k SEQ ID NO:24:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

10

Gly
Gln
Phe
Asp
Asn
445
Thr
Arg
Lys
His
Gly
525
Phe

Met

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

Trp

Gly
Asn
Gln
415
Glu
Glu
Ser
Asn
Asp
495
Val
Glu
Ile

Ala

Gln
Gly
400
Ile
Lys
Leu
Glu
Ala

480
Asn

Leu
Ser

Cys
560

39
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(A) DELKA: 43 bazickych partd
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednoduchy
(D) TOPOLOGIE: lineérni

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:24:

TGGTTAGTCG CCGTGTCCTG CAGGCCAGAG AGGCCITGGT ACC

(1) Gdaje k SEQ ID NO:25:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 18 bazickych part
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednoduchy
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:25:

GTCGCCGTGT CCAACGCG 18

(1) Gdaje k SEQ ID NO:26:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 18 bazickych part
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednoduchy
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:26:

TAATTGGCCA GAGAGGCC 18

(1) Gdaje k SEQ ID NO:27:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 39 bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednoduchy
(D) TOPOLOGIE: lineérni
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:27:

GGGGGATCCG GTACCAGCAA AAGCAGGGGA TAATTCTAT

(1) udaje k SEQ ID NO:28:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 38 bazi

43

39
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(B) TYP: nukleovA kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednoduchy
(D) TOPOLOGIE: linedrni

{xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:28:

GGGGGTACCC CCGGGGACTT TCCAGGAAAT GACAACAG 38

(1) ddaje k SEQ ID NO:29:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 44 bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednoduchy
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:29:

CCCGGTACCG AATCATCCTA GAAACAAGGG TGTTTTTAAT TAAT 44

(1) tdaje k SEQ ID NO:30:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 47 bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednoduchy
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:30:

GGGGAATTCG GTACCCCCGG GAAGGCAATA ATTGTACTAC TCATGGT 47

(1) 4daje k SEQ ID NO:31:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 36 bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednoduchy
(D) TOPOLOGIE: linearni
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:31:

GGTACCCCCG GGGATCGAAT CTGCACTGGG ATAACA 36

(1) 4daje k SEQ ID NO:32:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 50 bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
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(C) DRUH RETEZCE: jednoduchy
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:32:

GGGGAATTCG GATCCGGTAC CTCACAGACA GATGGARCAA GAAACATTGT

» . LA 4 ae
e o » v s
M - s e
PY e 9 eec e
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PATENTOVE NAROKY

1. Rekombinantni chfipkovy HAO hemaglutininovy protein
exprimovany % bakulovirovém expresnim systému v

kultivovanych hmyzich burnikach.

2. Rekombinantni chfipkovy HAO hemaglutininovy protein
podle ndroku 1, vy zn a & e n ¥y t im, Ze dale
zahrnuje bakulovirovy signélni peptid, ktery se véZe pfimo

na HAO protein bez intervenujicich aminokyselin.

3. Rekombinantni chfipkovy HAO hemaglutininovy protein
podle néaroku 1, vyznadceny t im, Ze déale
obsahuje farmaceuticky pfijatelny nosid pro podéni ve formé

vakciny.

4. Rekombinantni chripkovy HAO hemaglutininovy protein
podle ndroku 1, v y z n a ¢ e n ¥ t im, Ze déle
zahrnuje adjuvans a farmaceuticky pf¥ijatelny nosi& pro

podéni ve formé& vakciny.

5. Rekombinantni chfipkovy HAO hemaglutininovy protein

podle néroku 3, vy zmna c¢eny t i m, Ze
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farmaceuticky pfijatelnym nosiem Jje polymerni dopravni

systém.

6. Rekombinantni chf¥ipkovy HAO hemaglutininovy protein
podle naroku 1, vyznadceny t im, Ze ch¥ipka se
zvoli ze skupiny tvorené chr¥ipkovymi kmeny A a chfipkovymi

kmeny B.

7. Rekombinantni chripkovy HAO hemaglutininovy protein
podle n&roku 6, vy znadceny tim, Ze chripka

infikuje 1lidi.

8. Rekombinantni chripkovy HAO hemaglutininovy protein
podle néroku 1, v y z n a ¢ e n ¥ t im, Ze déle

obsahuje druhy protein, ktery se vaZe na hemaglutinin.

9. Rekombinantni chripkovy HAO hemaglutininovy protein
podle ndroku 8, vyznadceny t im, Ze se zvoli
ze skupiny tvorené virovymi proteiny hepatitidy B, proteiny

HIV, karcinoembryonickym antigenem a neuraminidazou.

10. Vektor pro vyrobu rekombinantniho chripkového HAO
hemaglutininového proteinu obsahujiciho nésledujici 5’ ->
3’ sekvence: polyhedrinovy promotor =z bakuloviru, ATG
translaéni startovaci kodon, signdlni peptid, kdédujici

sekvence pro zraly hemaglutinin =z chripkového kmene,
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translacni terminadni kodon a polyhedrinovy RNA
polyadenylac¢ni signéal.
11. Vektor podle néroku 10, vy z na c¢eny
t im, Ze signdlnim peptidem je bakulovirovy protein
majici molekulovou hmotnost priblizZné 61K a

aminokyselinovou sekvenci tvorenou prvnimi osmnécti

aminokyselinami sekvence ID NO 7.

”.

12. Vektor podle naroku 10, Vy zna c¢emny
t im, Ze signdlnim peptidem je chfipkovy hemaglutininovy

proteinovy promotor.

‘.

13. Vektor podle néroku 10, vy zmnadc¢eny
t i m, Ze sekvence kddujici signdlni peptid a hemaglutinin

nekéduji Zadnou intervenujici aminokyselinu.

.

14. Vektor podle néaroku 10, vy zmna c¢eny
t im, Ze didle zahrnuje sekvenci kédujici druhy protein,

ktery se exprimuje jako fuzni protein s hemaglutininem.

-

15. Vektor podle néroku 10, vy zna c¢eny

t im, Ze je transfektovdn v kultivovanych hmyzich

bunikach.
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16. Zpusob vyroby rekombinantniho chripkového
hemaglutininového proteinu, v v zn a & en ¥ tim, Ze
zahrnuje infikaci kultivovanych hmyzich bunék vektorem
obsahujicim nésledujici 5’ -> 3’ sekvence: polyhedrinovy
promotor =z bakuloviru, ATG translaéni startovaci kodon,
signédlni peptid, kédujici sekvence pro zraly hemaglutinin z
chr¥ipkového kmene, translacni terminadni kodoen a
polyhedrinovy RNA polyadenyladni signdl, a kultivaci bunék

v Zivném prostredi.

s

17. Zplsob podle néroku 16, vy znac¢ en y
t i m , Ze d&le zahrnuje izolaci HAO ch¥ipkového

hemaglutininového proteinu z bunék v Cistoté alesponn 95%.

18. Zplsob podle naroku 17, vy zna c¢eny
t i m , Ze protein se izoluje separaci hemaglutininu =z
nemembrédnovych proteindd p¥i alkalickém pH, promytim
proteind navdzanych na membranu, pr¥i kterém se eluuje
hemaglutinin, separovani hemaglutininu od dalSich proteint
navdzanim na aniontoménicovou pryskyr¥ici zménou pH, a
separovanim hemaglutininu od ostatnich proteint navazéanim

na kationtoménicovou pryskyrici zménou koncentrace soli.

19. Zplsob vyroby vektoru obsahujiciho nésledujici 5’
~> 3’ sekvence: polyhedrinovy promotor z bakuloviru, ATG
translacni startovaci kodon, signdlni peptid, kddujici
sekvence pro zraly hemaglutinin =z ch¥ipkového kmene,
translacni terminadéni kodon a polyhedrinovy RNA

Z

polyadenylacni signdl, v y z n a ¢ e n ¥ tim, Ze
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zahrnuje sklizenl viru z bunéfného média a izolaci virové
RNA, v pripadé chripkovych kmenl A, nebo mRNA, v pripadé&
ch¥ipkovych kmenti  B; syntetizaci cDNA za  pouZiti
univerzalniho primeru (5’-AGCAARAGCAGG-3’ (SEQ ID NO. 1))
pro virovou RNA z chripkovych kmend A nebo nahodilych
primert pro mRNA z chripkovych kmenll B, pfidemZ primery 5’
a 3’ maji na koncich, které se nenalézaji uvnit?
hemaglutininovych genu, restrikéni enzymova mista;
amplifikaci chripkovych A a B primert a ch¥ipkové cDNA
smisené se segmenty hemaglutininového genu za vzniku
dvoutretézcovych DNA fragmentl obsahujicich celé sekvence
kédujici zraly hemaglutinin; identifikaci signadlniho
peptidu hemaglutininovych gent, potom amplifikaci
hemaglutininovych gent bez signdlniho peptidu; a klonovani
hemaglutininovych gentt bez signdlniho peptidu do vektoru

obsahujiciho AcNPV polyhedrinovy promotor.

’.

20. Zplsob podle naroku 19, v y zna ¢ e ny
t i m, Ze se hemaglutininové geny klonuji do vektoru za
pouZiti PCR tak, Ze vektor kéduje signalni peptid navézany

p¥imo na hemaglutinin bez intervenujicich aminokyselin.

‘.

21. Zplsob podle néaroku 19, v y z n a ¢ e n Yy
t i m, Ze dédle zahrnuje transfektaci vektoru do hmyzich

bunék a vybér bunék pro hemaglutininovou expresi.

22. Zpuasob vakcinace Zivolichd proti ch¥ipce, v y -

znadc¢eny t im, Ze zahrnuje podani 1Uc¢inného

mnozstvi rekombinantniho chripkového HAO hemaglutininového
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proteinu, exprimovaného v bakulovirovém expresnim systému v

kultivovanych hmyzich bunkdch, Zivocichovi.

s

23. Zpuasob podle néroku 22, vy zna c¢eny
t i m , Ze dale =zahrnuje podéni proteinu v polymernim

dopravnim systému.

‘.

24, zZpusob podle néaroku 22, vyzmna c¢eny
t im, Ze se chf¥ipka zvoli ze skupiny tvorené chripkovymi

kmeny A a chfipkovymi kmeny B.

25. Zplsob podle naroku 22, vy zna¢c¢eny
t im, Ze se ZivoCich zvoli ze skupiny tvorené saviimi a

ptad¢imi druhy.

26. Zphsob podle naroku 22, vy zmna c¢eny

t im, Ze Zivolichem je &lovék.

Zastupuje:



OBR. 1

ZASOBA CHRIPKOVEHO
VIRU Z FDA

|

TITR VIRU (HEMAGLUTINACNI TEST)

INJIKACE DESETILDENNIHO VEJCE OPTIMALIZACE 1. TPCK TRYPSINU
2. TBS
ZMRAZENT ZASOBY ALANTOICKE INFIKACE MDCK BUNEK

TEKUTINY

~SKLIZEN VIRU

7
7/
7/

7/
1. HEMAGLUTINACNI TEST e IZOLACE RNA:
2. HA-INHIBICNI TEST K A KMENY - VIROVA RNA
3. TEST NEUTRALIZACE VIRU B KMENY - mRNA

SYNTEZA cDNA:
A KMENY - UNIVERZALNT
PRIMER/VIROVA RNA
B KMENY - NAHODILE PRIMERY/mRNA

PCR PRO AMPLIFIKACI CELEHO HA
GENU

|

KLONOVANT DO E. coli PLASMIDU

l

SEKVENCE KONCE 5’ PRO
IDENTIFIKACI SEKVENCE
SIGNALNIHO PEPTIDU

|

PCR PRO AMPLIFIKACI HA GEWNU
BEZ SIGNALNIHO PEPTIDU

\ KLONOVANT DO BAKULOVIROVEHO
\ REKOMBINANTNIHO VEKTORU
\ |
\ , .
\ TRANSFEKCE HMYZICH BUNEK;
\ VYBER BAKULOVIROVEHO EXPRESNHO
\ VEKTORU
\
\ l
\ PRODUKCE rHA V HMYZTCH BUNKACH;
PURIFIKACE lHA ANTIGENU

zviRECI A HUMANNT STUDIE VAKCINY
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OBR. 2
Influenza A/ Texas/36/91.
Virova RNA Univerzalni primer-
A/ Texas/36/91 5'-AGCAAAGCAGG- 3

N

M-MuLV reverzni transkriptaza

- Chfipkové cDNAs " PCR primery
- 5" konec HA genu:
5'-GGG GGT ACC CCC GGG AGC
AAA AGC AGG GGA AAA TAA
AAA-3
PCR 3’ konec HA genu:
‘ 3' GA AAC GTC ACG TCT TAT
. - - ACG/T TAG/T ACT CCA TGG
.Celodélkovy HA gen CCcC-5

'Sekvence 5’ konce genu.
Navrh nového 5° PCR primeru.

S’ konec bez signalni
T

sekvence :
5'-GGG GGT ACC CCC GGG . GAC :
PCR ACA ATA TGT ATA GGC TAC CAT3

l 3" konec HA genu:

3 GA AAC GTC ACG TCT TAT
- ACG/T TAG/T ACT CCA TGG
HA gen bez signalni CcCC-5

peptidové sekvence

Kpnl i Kpnl
HA gen | _ 61K signaini peptid

LTA vec‘rorj |

polyhedrinovy
| promotor i Kpnl

Kpnl siisaeee -
61K signalni Kpnl MGS 12__)
peptid
polyhedrinovy lenl Kpnl
promotor ‘ —

il HA gene

bakulovirovy rekombinantni :]
vektor
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