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Inventia se refera la un construct ADN capabil s3 induci un raspuns imun fata de
virusul influenza utilizat ca vaccin impotriva acestui virus sila o compozitie imunogena pe
baza acesteia.

Gripa este o boald acuta febria provocata prin infectarea tractului respirator cu
virusul influenza A sau B. Izbucnirile gnipei se intalnesc pretutindeni in lume, aproape in
fiecare an in perioadele epidemice sau pandemice. Gripa poate produce simptome sistemice
semnificative, boald severa (precum, preumonia virala), care necesita spitalizare sau pneu-
monia bacteriana secundari. Recentsie epidemii din SUA au fost considerate z avea ca
urmare, peste 10000 (pana la 40000) cecese pe an $i 5000 - 10000 in anii lipsiti de epidemii.
Cea mai buna strategie pentru prevenirea morbiditatii i mortalitatii asociate cu ¢ripa este
vaccinarea. Vaccinurile curente autorzz:e sunt derivate de la un virus crescut in oz si apoi
inactivat si includ trei tulpini virale (2 =lpini A $i o0 tulpind B). Sunt accesibile 2 wipini de
vaccin: virus integral, subviron si antizen de suprafata purificat. Numai ultimele cous sunt
folosite la copii din cauza raspunsurilo- febrile crescute cu vaccinuri virus integral. Copii sub
varsta de 9 ani necesits 2 imunizari, i- timp ce adultii necesita o singura injectz-e. Totusi,
s-a sugerat (vezi, Medical Letter 32; £2=90, sept.17, 1993) ca pacientii vaccinati in toamna
devreme pot sa beneficieze de 0 a 6z.2 doza de iarn3 sau primavara devreme. sazat pe
observatiile c& la unii pacienti in varstz. =rurile de anticorp dupa vaccinare pot s sczd3 spre
niveluri mai putin protectoare in Pa. luni sau chiar mai repede. Aceste vzzcinuri se
reformuleaza in fiecare an anticiparzJ-se ce tulpini virale revente vor circulz clinic si
evaluandu-se care tulpind noua viruler:: este de asteptat sa fie predominanta in sezonul de
gripare care urmeaza.

Revaccinarea este recomandata anuz'.

A. Limitele vaccinurilor autorizzs sunt:

1. Variatia antigenic4, in speciz’ la tulpinile A ale virusului influenza, are cz urmare
virusuri care nu sunt neutralizate prin ancorpii generati printr-un vaccin anterior (sau infectie
anterioard). Noi tulpini apar prin mutai punctuale (derivare antigenic3) si prin rearenjarea
(derivare antigenica) genelor care codiica glicoproteinele de suprafatd (hemoglutinina (HA)
$i neuraminidaza), in timp ce proteineie interne sunt mai strict conservate printre tulpinile
derivate si deviate.Imunizarea provoacz imunitate “homoloaga” cu specificitate de tulpind
mediatd de anticorp si cu imunitate teroloaga” comuna grupului, imunitate bezat pe
mediere celulara.

2. Chiar daca tulpinile virusului influenza din circulatie nu sunt derivate sau deviate
de la un an la urmatorul, imunizarea trebuie s3 fie facuta in fiecare an datorita scigds titrului
de anticorp. Desi, anticorpii care inhiba hemaglutinarea (HI) si cei neutralizanti sunt raportati
de catre unii ca persistenti, timp de cateva luni ale anului cu o scidere graduald in
continuare, Comitetul de Avizare al Procedurilor de Imunizare citeaza sciderea titrurilor de
anticorp in anul care urmeaza imunizzri ca motiv pentru imunizare anuala, chiar. cand nu
a existat o derivare sau deviere importantad. (Anticorpii H! inhiba capacitatez virusului
influenza de a aglutina eritrocitele. Ca st anticorpii de neutralizare, ei sunt orientzti initial,
impotriva antigenului HA. Testele de inhibare sunt mai ugoare si mai putin costisitoare de
realizat, decat cele de neutralizare si astfel, sunt folosite adesea drept mijloace pentru
testarea capacititii anticorpilor produsi de una dintre tulpinile influenza de a reactona la o
tulpina diferita. Asa cum s-a mentionat mai sus, Medical Letter sugereaza c3 anum indivizi
mai in varsta, cu risc crescut, ar putea fi vaccinati de doud ori intr-un sezon datorit3 vietii

- Seurte a titrurilor de anticorp de protecte.

3. Eficacitatea vaccinului este suboptimald. Dezvolitarea vaccinului sezonului urmitor
pe baza presupunerilor asupra tulpinilor care urmeaza sa intre in circulatie (pe baza probelor
de veghe din ASIA) este inexacta $i poate avea ca urmare o potrivire redus3 intre tulpinile
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folosite pentru vaccin si cele care circuli in prezent. Mai mult decat atat. asa cum s-a
intdmplat in timpul sezonului de gnripd 1992 - 1993, o tulpina noui H3N2 (ABeijing/92) a
devenit aparent clinic in timpul fazei mai tarzii a sezonului de gripd. Aceasta a initiat 0 schim-
bare in compozitia vaccinului 1993 - 1 994, datorita inter-reactivitatii scizute cu anticorpul
A/Beijing/92, indus prin tulpina H3N2 mai timpurie (A/Beijing/89) datorita deviesii antigenice.
Cu toate acestea, datorit3 timpului lung necesar pentru a produce si formula vaccinul auto-
rizat curent, noua tulpina de vaccin nu s-a putut introduce in sezonul 1992 - 1993 in ciuda
evidentei privind protectia scazuta de la vaccinul existent $i a virulentei crescute a noii tulpini
H3N2 aflata in circulatie.

Chiar cand, intre vaccin si tulpinile in circulatie exista o potrivire, vaccnul autorizat
previne boala in numai circa 70% din copiit sanatosi si adultii tineri si in 30...40 % dintre
adultii debili mai in varsta. Astfel, pentru a indica eficacitatea vaccinului se folosesc alte
criterii cand tulpinile de vaccin corespund tulpinilor in circulatie. Aceste criterii includ preve-
nirea bolii severe si a complicatiilor secundare, care se reflects prin prevenirea spitalizarii
(70 % pentru batranii care locuiesc zcas3 fatd de 50...60 % pentru batranii care locuiesc in
case de ingrijire) si prevenirea decesului (80% pentru rezidentii caselor de ingrijire). Un alt
avantaj al imunizarii se considera imunitatea puternica pentru reducerea raspandirii infectiei
intr-o casa de ingrijire.

B. Caracteristicile unui vaccin influenteaza universal ideal

1. Asigurarea protectiei comune de grup (heteroloagd).

Un vaccin universal va fi capabil s3 protejeze contra tulpinilor diferite, dintr-un subtip
H3N2, de exempluy, si posibil chiar subtipuri incrucisate, de exemplu, de la HIN1 Ia H3N2.
De asemenea, aceasta va fi mediats prin limfocite T citotoxice (CTL) care recunosc antigeni
din proteinele virale interne conservete, degi anticorpii orientati impotriva porsiunilor legate
la membrana ar putea, de asemenez, s3 joace un rol.

2. Domeniul crescut al raspunsului anticorp.

Deoarece CTL sunt considerate a juca un rol in recuperarea din boalz. un vaccin
bazat numai pe un raspuns CTL este de asteptat sa scurteze durata bolii (potential pan3 Ia
punctul transmiterii bolii subclinice). dar el nu va putea preveni complet boala. Metoda
producerii vaccinului influenza prin pasare in ou s-a dovedit experimental ca find capabil3
sa selecteze subpopulatiile virale care au antigenitate HA modificati. Ca un reziltat, eficaci-
tatea vaccinului poate fi diminuat3 datorits anticorpului provocat de vaccin, acesta neputand
fi complet eficient fata de tulpinile predominante in circulatie. Tn acest fel, primul ar putea
genera anticorpi, care au un domeniu al raspunsului imbunatatit in comparatie cu vaccinul
curent, prin aceea ca, vaccinul a fost folosit A/Beijing/89 a generat anticorpi care zu fost mai
putin inter-reactivi (si putin protectivi) fata de noua tulpina A/Beijing/92, care de asemenea,
a fost mai virulenta. Ambele tulpini sunt H3N2, adici apartin aceluiasi subtip. in termenii
secventei aminoacide, totusi, tulpinile asemenea A/Beijing/92 diferi de tulpinile asemenea
A/Beijing/89 prin numai 11 mutatii punctuale (pozitile 133, 135, 145, 156, 157. 186, 190,
191, 193, 226 si 262) din regiunea HA1. Nu se cunoaste daca, procedeul obignuit de
fabricare a influentat lipsa de interactivitate, dar este clar ¢3 o imbunatatire in ceea ce
priveste largirea domeniului de raspuns anticorp este de dorit.

3. Cregterea duratei raspunsurilor anticorp.

Din cauzi c3 unul dintre grupurile foarte expuse morbiditatii si mortalitatii (batrani)
datorate infectiei cu virus influenza, grup la care de asemenea, titrurile de anticorp de
protectie pot s& scad3 atat de rapid la imunizarea actuala printr-un vaccin imbundtatit, s-ar
putea genera titruri de anticorpi protectivi care s3 persiste mai muit.
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C. Polinucleotide ca vaccin

Inocularea intramuscular3 a constructelor polinucleotidice, adicad plasmidele
ADN care codifici proteine, s-a dovedit a avea ca rezultat generarea in situ. in celulele
musculare, a proteinei.

Prin folosirea plasmidelor cADN care codifics proteine virale, s-au generat, atat
raspunsuri anticorp cat si CTL, furnizand protectie omoloagé, cat si heteroloaga, fz:3 de pro-
vocarea ulterioara, fie cu tulpini omolcage, cat si respectiv, tulpini incrucisate. Fiecare din
aceste tipuri de raspunsuri imune oferz un avantaj potential fata de strategiile de vaccinare
existente. Folosirea PNV-urilor pentru generarea anticorpilor poate avea ca rezultz* o durata
maritd a raspunsurilor anticorp,precum si asigurarea unui antigen care poate zvea, atat
secventd exactd a tulpinii virale afiz:3 clinic in circulatie, precum si modificzile post-
translationale corespunzitoare si coriormatia proteinei native (fata de o proteinz recom-
binatd). Generarea rispunsurilor CTL prin aceste mijloace ofera beneficiile protectiei de
tulpina incrucisata fara folosirea unui vector viu potential patogen sau a unui virus atenuat.

Astfel, o provocare principalz centru dezvoltarea vaccinurilor impotriva virusurilor
precum influenza, impotriva ciruia sur generati anticorpi de neutralizare, este diversitatea
proteinelor invelisului viral printre diferi: zolate sau tulpini. Deoarece, limfocitele T citotoxice
sunt capabile s& recunosc# epitopi cdzvati de la proteinele virale interconserva:s. atat |a
oameni, cat si la soareci (J.W.Yewdell s colab., Proc.Natl.Acad.Sci. (USA) 82, 17&5 (1985);
A.R-M. Townsed si colab., Cell 44, 95¢ 11986); A.J.Mc.Michael si colab., J.Gen. Virol.67, 719
(1986); J.Bastin si colaboratori., JExp.Med.165, 1508 (1987); A.R.M. Townsend si
H.Bodmer, Ann.Rev.Immunol.7, 601 (1689) si sunt considerate a fi importante in réspunsul
imun impotriva virusurilor (Y.-L. Lin si EA Askonas, J.Exp.Med.154, 225 (1981); L.Gardner
$i colab., Eur. J.Immunol. 4,68 (1974); KL.Yap si G.L.Ada, Natura 273, 238 (1978);
A.J.McMichael si colab., New Engl. JMed.309, 13 (1983); P.M. Taylor si B.A. Askona,
Immunol 58, 417 (1986), eforturile zu fost orientate spre dezvoltarea vaccinurilor CTL
capabile sa asigure protectie heterolozga fata de diferite tulpini virale.

CTL CD8* omoara celule infecizte viral cand receptorii celulei T recunosc peptide
virale asociate cu molecule MHC clasz | (R.M.Zinkernagel si P.C.Doherty, ibidem, 141, 1427
(1975); R.N. Germain Nature 353, 605 (1991). Aceste peptide sunt derivate de Iz proteine
virale sintetizate endogen, indiferent de localizarea sau functia proteinei in virus. Astfel, prin
recunoasterea epitopilor din regiunile virale, limfocitele T citotoxice (CTL) pot asigura pro-
tectie de tulpina incrucisata. Peptide czpabile de asociere (CTL) pot asigura protectie de
tulpind incrucisata. Peptide capabile de asociere cu MHC clasa | recunosc pentru CTL
originea din proteinele care sunt prezenie sau trec prin citoplasma sau reticulul endoplasmic
(J.W.Yewdell si R.J. Bennink, Science 244, 1072 (1989); A.R.M-Townsend si colab.. Nature
340, 443 (1989); J.G.Nuchtern $i colab.. ibid. 339, 223 (1989).

Ca urmare, in general, proteincle endogene care intra pe ciclul prelucriri endo-
zomale (ca in cazul antigenilor prezentzt de molecule MHC clasa I1), nu sunt eficiente pentru
generarea raspunsurilor CTL CD8*,

Cele mai multe eforturi de a genera raspunsuri CTL au folosit, fie replicarea vectorilor
pentru a produce proteina antigen in celula (J.R.Bennink si colab.., ibid. 311, 578 (1984);
J.R.Bennink si J.W.Yewdell. Curr. Top.Microbiol.Immunol. 163, 153 (1990), C.K Stover si
colab., Nature 351, 456 ( 1991); A Aldovini si R.A. Young, Nature 351, 479 (1991); R Schafer
si colab., J.Immunol. 149, 53 (1992); C.S.Hahn si colab., Proc.Nat! Acad.Sci. (USA) 89, 2679
(1992), sau ele au fost concentrate pe introducerea peptidelor in citosol (F.R.Carbone si
M.J.Bevan, J.Exp.Med, 1 69, 603 (1989); K.Deres $i colab., Nature 342, 561 (1989),
H.Takahashi si colab., ibid.344, 873 (1990), D.S.Collins si colab., J.Immunol, 148, 3336
(1992); M.J. Newman si colab.., ibid.148, 2357 (1992). Ambele abordari au limite care pot
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reduce utilitatea lor ca vaccinuri. Vectorii retrovirali au restrictii privind marimea §i structura
polipeptidelor care pot fi exprimate ca fuziune proteinic3, cu mentinerea in acelasi timp a
capacitatii de replicare a virusului recombinat (A.D.Mitter, Curr. Top.Microbiol.Immunol.158,
1 (1992) si eficacitatea vectorilor, precum vaccinia, pentru imunizari ulterioare, poate fi com-
promisa prin raspunsuri imune fata de vector insusi/E.L.Cooney si colab., lancet 337, 567
(1991). De asemenea, vectorii virali si patogeni modificati prezinta riscuri inerente care pot
limita utilizarea la oameni (R.R.Redfield si colab., New Engl. J Med.316, 673 (1987);
L.Mascola si colab., Arch Intern.Med. 149, 1569 (1989). Mai mult decat atét selectarea
epitopilor peptidici prezentati este dependents de structura antigenelor MHC ai unui individ
$i ca urmare, vaccinurile peptidice pot avea eficacitate limitat3 datorit3 diversitatii haplo-
tipurilor MHC la populatii din afara speciei.

Benvenisty. N., si Reshef, L. (PNAS 83, 9551 - 9555 (1986) au aratet ca poate fi
exprimat ADN precipitat CaCl, introdus in soareci intraperitoneal, intravenos sau intra-
muscular. Injectarea intramusculz-a (i.m) la soareci a vectorilor de expresie ADN s-a
demonstrat c3 are ca rezultat abscrotia ADN-ului de catre celulele musculare si expresia
proteinei codificate de citre ADN (J A.-Wolff si colab., Science 247, 1465 (1990): G.Ascadi
$i colab., Nature 352, 815 (1991). Fiasmidele s-au dovedit a fi mentinute si nu au replicat.
Ulterior, s-a observat expresie persisientd dupa injectare i.m. in muschii scheletci ai sobo-
lanilor, pestilor si primatelor st in muschiul cardiac al sobolanilor (H.Lin si colab.. Circulation
82, 2217 (1990), R.N. Kitsis $i colab. Proc.Natl.Acad. Scil USA) 88, 4138 (1991); E.Hansen
si colab., FEBS Lett. 290, 73 (18¢1): S.Jiao si colab., Hum.Gene Therapy 3. 21 (1992);
J.A.Wolff i colab., Human Mol.Genet. 1,363 (1992). Tehnica folosirii acizilor nucleici ca
agenti terapeutici s-a raportat in WO 90/11092 (4 octombrie 1990), in care s-au folosit
polinucleotide dezvelite pentru vaccinarea vertebratelor.

Pentru succesul metodei nu este necesar ca imunizarea si fie intramusculara.
Astfel, Tang si colab.,(Natura, 356, 152-154 (1992) au aratat ca introducerea microproiecti-
lelor de aur invelite cu ADN care codifics hormonul de crestere bovin (BGH) in pielea soare-
cilor are ca rezultat producerea in socreci a anticorpilor anti-BGH.Furth si colab., (Analitical
Biochemestry, 205, 365-368, (1992) a aratat ci ar putea fi folosit un jet injector pentru
transfectarea pielii, muschiului, grasima si tesutului mamar al mamiferelor vii.Recent au fost
recenzate de catre Friedman, T., (Science, 244, 1275 - 1281 (1989) diferite metode de intro-
ducere a acizilor nucleici. Vezi, de asemenea, Robinson $i colab., Abstracts of papers
Presented at the 1992 meeting of AIDS, Cold Spring Harbor, p.92, unde administrarea im,
ip siiv a ADN-ului de influenza Ia pasar, s-a sustinut a asigura protectie fatad de provocarea
letala. Cu toate acestea, nu a existat nici o descrierea a genelor virusului influenzz aviar care
s-a folosit. in plus, s-au sustinut numai raspunsurile imune specifice H7, fara vreo mentiune
de inducere a protectiei de tulpina incrucisats.

Astfel, in WO 93/19183 este descris un produs pentru imunizare Ia vertebrate, care
cuprinde o unitate de transcriptie a ADN care cuprinde ADN ce codifici un agent terapeutic
legat operativ de o regiune a promotorului.

Prezenta inventie inlaturs dezavantajele mentionate mai sus prin aceea c. construc-
tul ADN consta dintr-un vector de expresie selectat din grupul constand din pnRSV, VI, VI,
VIJR, VlJns si Vidneo si VIdneo si un terminator de transcriptie legat operativ la o secventa
nucleotidica care codifics o proteina a virusului influenta.

Totodats, compozitia imunogena cuprinde constructul ADN impreuni cu o solutie

acceptabila farmaceutic, cu lipozomi sau cu un adjuvant acceptabil, si optional, cu agenti

care faciliteaza transfectia.” ‘

Inventia de fati prezinta urmatoarele avantaje: marirea domeniului de protectie dato-
rita réaspunsurilor CTL + marirea domeniului anticorpului §i cresterea duratei de protectie.
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Abordarea PNV evit3 nevoia de a face selectia si propag3 resortanti,aga cum se face pentry
vaccinul uzual autorizat, deoarece se poate produce mai direct constructul ADN nou, dintr-un
domeniu izolat clinic.

Inventia asigura vectori de expresie care codifica o protein3 virala influenza ca un
agent imunogen.

Inventia ofer3 un mijloc pentruinducerea imunitétii protectoare de tulpina incrucigata
féra sa fie nevoie de agenti auto-replicativi sau adjuvanti. Suplimentar, imunizarea cu ADN
ofera numeroase alte avantaje. In primu rand, aceasta abordare pentru vaccinare va fi apli-
cabild pentru tumori, la fel de bine ca si pentru agenti infectiosi, deoarece raspunsul CTL
CD8" este important pentru ambele procese patofiziologice. (K.Tanaka si colab.,
Annu.Rev.Immunol. 6,359 1988).

Deci, provocarea unui raspuns imun impotriva unei proteine cruciale pentr.: procesul
de transformare poate fi un mijloc eficient pentru protejarea fatid de cancer szu pentru
imunoterapie. In al doilea rand, generarea unui titru de anticorpi fata de proteine exprimate
dupa injectarea proteinei virale (NP si hemaglutinina) si ADN-ul hormonului uman de
crestere (vezi, de exempluy, D-C.Tang § colab., Nature 256, 152, 1992), arata c3 acesta este
un mijloc facil si extrem de eficient peatru producerea vaccinurilor bazate pe anzcorpi, fie
separat, fie in combinatie cu vaccinul limfocit-T citotoxic indreptat spre antigeni conservati.

Aceasta facilitare a producerii $ purificarii constructelor ADN apare a fi favorabil fata
de purificarea de protein3, usurand generarea combinatiei de vaccinuri. Astfel, constructele
multiple, care codifica, de exemplu, NP. HA, M, PBI, NSI sau oricare alte gene ake virusului
gripei se pot prepara, amesteca si administra impreuna. in sfarsit, deoarece expresia pro-
teinei se mentine dup3 injectare ADN (H.Lin.si colab., Circulation 82, 2217 (1990): R N.Kitsis
si colab.., Proc.Natl. Acad. Sci (USA) 88.4138, (1992); E.Hansen si colab.., FEBS Lett. 290,
73 (1991), S.JiAo si colab.., Hum. Gene. Therapy 3, 21, (1992); J.A. Wolff si colab... Human
Mol. Genet. 1,363 (1 992), persistentz memoriei celulei B $i T poate fi sporita (D.Gray si
P.Matzinger, J.Exp.Med. 174,969 (1921): S.Oehen $i colab., ibid. 176 (1992), prin aceasta
producénd imunitate umoral3 de lunga durata si imunitate mediat3 celular.

Asa cum rezultd de mai sus, prezenta inventie priveste oricare dintre metodele
cunoscute pentru introducerea acizilor nucleici in tesut viu pentru introducerea expresiei pro-
teinelor. Inventia asiguri o metoda pentru introducerea proteinelor virale in ciclul de prelu-
crare antigenica pentru generarea de CTL specifice virusului. Astfel, necesitatea de agenti
terapeutici specifici capabili sa provoace raspunsuri imune profilactice dorite fata de pato-
genii virali, s-a realizat in aceast3 invenfie pentru virusul influenza. De important3 deosebit3,
in aceastd abordare terapeutica este capacitatea de inducere a raspunsurilor imune T-
celulare care pot preveni infectiile, chiar de la tulpini virale care sunt heteroloage fati de
tulpina de la care s-a obtinut gena antigen. Prin urmare, aceasta inventie asigura constructul
ADN care codifica proteine virale ale virusului influenza uman, nucleoproteine (NP), hemo-
glutinine (HA), neuraminidaze (NM), matrice (M), nestructurale (NS), polimerazz (PB1 i
PB2-polimeraze bazice 1 $i 2, PA=polimeraz3 acida) sau oricare alte gene influenza care
codifici produse care genereazi CTL specifice.

Virusul influenza are un genom de acid ribonucleic (ARN) care const3 din numeroase
segmente ARN. Fiecare segment ARN codifici cel putin un produs genetic. Produsul genei
NP se leagd la ARN si translocd ARN-u viral in nucleul celulei infectate. Secventa este con-
servata cu numai 7% divergenta in secventa aminoacida care a aparut dupa o penoada de
S0 de ani. Produsele genei P (PB1, PB2, PA) sunt responsabile pentru sinteza de ARN-uri
virale noi. Aceste gene sunt chiar mai strict conservate decat genele NP. HA este produsul
genetic principal al anvelopei virale. El este conservat mai putin strict decat NP. El leaga un
receptor celular si prin urmare, este instrumentul de initiere a noilor infectii influenza.



RO 117710 B1

Réspunsul anticorpului de neutralizare este in principal orientat catre acest produs genetic.
Un raspuns substantial limfocit T citotoxic este indreptat, de asemenea, impotriva acestei
proteine. Vaccinurile uzuale impotriva virusului influenza uman incorporeaz trei tulpini ale
virusului influenza sau proteinele lor HA. Cu toate acestea, datorita variabilitati din secventa
proteica a HA din diferite tulpini, vaccinul trebuie s fie constant adaptat la tulpinile care
cauzeaza un efect patologic. Totusi. HA daca este prezentat complet trebuie s3 aibi unele
elemente conservate pentru generzrea de CTL. Produsele genei NS1 si NS2 au functiunile
biologice caracterizate incomplet, czr pot fi semnificative in producerea raspunsurilor CTL
protective. in sfarsit, produsele genei M1 $i M2 care sunt usor mai putin conservate decat
in HA, induc un raspuns CTL important. Proteina M1 este un produs genetic viral foarte
abundent.

Eficacitatea protectoare a vzecinarii ADN fata de provocarea viral3 utterioara este
demonstrata prin imunizare cu plasmid ADN nereplicativ care codificd una sau mai multe din
proteinele virale mentionate mai sus. Acesta este avantajos, deoarece nu este implicat nici
un agent infectios, nu este necesarz zsamblarea particulelor virale si este permis3 selectia
predeterminata. Mai mult decat atz: din cauza secventei nucleoproteice si a faptului ca alte
produse genetice virale sunt conservate printre diverse tulpini de influenza, este posibila pro-
tectia fata de provocarea ulterioars printr-o tulpina de influenza virulenta care este omoloaga
sau heteroloaga la tulpina de la care s-a obtinut gena clonata.

Constructul ADN capabil sz fie exprimat la introducerea direct3 pe celea injectarii
sau altele de acelasi fel, in tesuturile animale sunt terapeutice profilactice noi. Ele introduc
limfocite T citotoxice (CTL) specifice pentru antigeni virali care raspund la diferite tulpini ale
virusului, spre deosebire de anticorpii care sunt in general, specifici de tulpina. Generarea
in vivo de astfel de CTL necesita de obicei expresia endogena a antigenului, la fel ca in
cazul infectiei virale. Generarea unui antigen pentru prezentare la sistemul imunitar, fara
limitari ale peptidei eliberate direct szu utilizarea vectorilor virali s-a realizat prin injectarea
plasmidului ADN care codifica proteinele virusului influenza uman in muschiul cvadriceps al
soarecilor BALB/c, acesta avand cz urmare generarea de CTL virale specifice si protectie
fata de provocarea ulterioara cu o tulpina heteroloaga de influenza aga cum s-a masurat prin
descresterea titrurilor virale pulmonzre, inhibarea pierderii in greutate si cresterea supra-
vietuirii. S-a observat titrul ridicat de anticorp de neutralizare pentru hemaglutirina si anticorp
pentru nucleoproteine generate in maimute Rhesus si descresterea titrurilor nazale dupa
provocare homoloaga si heteroloags la fereti (nevastuica).

Observatii cheie in legatura cu inventia includ:

1. Demonstrarea eficacitatii.

Protectia heteroloaga s-a observat dupa imunizare cu ADN nucleoproteina (NP) asa
cum s-a masurat prin cresterea supravietuirii, descresterea titrurilor virale pulmonare si inhi-
barea pierderii in greutate la goaredi. provocati cu o tulpina de influenza diferits de sursa
tulpinii pentru gena NP. Tn acest caz. proteinele de suprafat3 ale celor dou3 tulpini au fost
net diferite (H1N1 fata de H3N2) si tulpina prin care s-a facut provocarea a aparut la 34 ani
dupa tulpina initiala. Imunizarea feretilor cu ADN NP si ADN matrice (m1), fie separat,
impreund sau in conjunctie cu ADN HA, a asigurat protectie (descresterea virusului cu rezi-
dentd nazald) impotriva provocarii cu o tulpina derivata (un izolat clinic). De remarcat ca,
protectia prin amestecul ADN (ADN NP si M1) care codifics proteinele Beijing/89 si ADN HA
care codifica, fie HA Beijing/89 sau HA Hawaii/91) a fost mai mare decat cea conferita prin
vaccinul autorizat (care contine Beijing/89). Amestecul continand ADN HA de la Hawaii/91
a aparut a fi putin mai eficace, decat amestecul care contine ADN HA de la Beijing/89.
Protectia constatata cu amestecul incluzand ADN HA omolog (Georgia/93), in timp ce
amestecul cu ADN HA pentru Beijing/89 a fost diferiti de protectia omoloaga, desi ea a fost
inc& semnificativ mai buna decét a produsului autorizat. in toate speciile testate incluzand
goareci, fereti, maimute Rhesus si maimute africane verzi s-au generat anticorpi HI.
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2. Persistenta.

In studii care folosesc un ADN codificator al unei gene declarate, prezenta ADN-ului
$i @ proteinei de expresie a persistat cel putin 1,5 ani (cel mai lung timp testat la soareci:
Wolff si colab. Al., Humon Mol.Genet. 1992). Astfel, dac produsele genetice influenza sunt,
de asemenea, exprimate per sistem, raspunsul imun rezultat va persista de asemenea.
Anticorpii si CTL /Yankauckas si colab.., DNA & Cell Biol., 1993), generate prin injectarea
ADN influenza s-au dovedit a persista la soareci timp de peste 1 an. Anticorpii s-au dovedit
a persista in maimute Rhesus la fel de mut, timp de cel putin 1 an. Durata raspunsurilor CTL
si protectia heteroloaga (cresterea supravietuirii) persista pana la 6 luni (cel mai lung timp
testat, atat de departe). S-a intalnit un usor declin in gradul protectiei heteroloage, dar
protectia este puternic stabilA.

3. Domeniul de dozare.

Studiile de dozare s-au realizat Ia maimute Rhesus aratand ci 100 pg ADN date de
doua ori au avut ca rezultat titruri bune ale anticorpului HI care au persistat panz la un an
sau mai mult. Generarea protectiei (cresterea supravietuirii dupa provocare heteroloag3) la
soareci s-a observat cu doze scazute Iz nivelul de 6 Hg (dat de 3 ori) si cu o injectzre unica
de 200 pg, dar, in general, o crestere a numarului injectdrilor (pana la 3) imbunatateste
gradul de protectie. Studiile la primate au aratat c3 2 injectari de 10 sau 100 ug ADN care
codifica 3 hemoglutinine, NP si M! (utima codificand gena H3N2 Beijing/89) at avut ca
urmare titruri de anticorp MI, similare celor generate prin vaccinul autorizat. Este important
de reamintit c3 toate animalele studizte nu au experienta fatd de gripa, in timp ce toata
populatia clinica vizata (indivizi mai in vérsta) are toata experienta fatd de gripa. (Reamintim
cd, copiii sub 9 ani au primit 2 injectari de vaccin autorizat).

Inventia asigura acizi terapeutid acizi care, atunci cand sunt introduse direct intr-un
animal, inclusiv vertebrate, precum mamifere sau oameni, induc in animal expresiz protei-
nelor codificate. Cand proteina este una care nu se intalneste de obicei in animal, exceptand
conditii patologice, cum ar fi, proteinele asociate cu virusul influenza, de exemply, ins3 far3
sd limiteze la nucleoproteina influenza, neuraminidaza, hemaglutinina, polimerazi, matrice
sau proteine nestructurale, sistemul imunitar al animalului se activeaza pentru a produce un
raspuns de protectie. Din cauz3 c3 aceste proteine exogene sunt produse de citre tesuturi
proprii animalelor, proteinele exprimate sunt prelucrate si prezentate prin complexul pancipal
de histocompatibilitate, MHC. Aceast3 recunoagtere este analoaga celei care are loc pe
infectia prezenta cu organismul inrudit. Rezultatul, aga cum s-a aratat in aceasta descriere,
este inducerea raspunsurilor imune care protejeaza fatd de infectia virulenta.

Aceastd inventie asigurad acizi nucleici, care atunci cand se introduc in tesuturi
animale in vivo, prin injectare, inhalare sau imprimare printr-un mecanism analog. are loc
expresia produsului genei virusului gripal. Astfel, de exemplu, injectarea constructului ADN
al acestei inventii, in muschiul soarecilor, induce expresia produselor codificate de gen3, in
acelasi mod, la fereti si maimute. La provocarea ulterioara cu virus gripal virulent, folosind
doze care omoara constant animalele de control, animalele injectate cu vaccinul polinucleo-
tidic prezinta morbiditate si mortalitate mult reduse. Astfel, aceasta inventie descrie un vaccin
util la oameni, pentru prevenirea cu virus gripal.

S-a aratat c&, constructul ADN care codifici proteine virale influenza provoaca
raspunsuri imune la animale. Asa cum se va descrie mai amanuntit in continuare, rdspunsu-
rile imune la animale au inclus anticorpul §i generarea CTL la soareci, generarea de anticorpi
la fereti si primate si protectia fata de provocarea virala la soareci si fereti cu tulpini omo-

- -loage de influenza, derivate sau deviate. Poate c3 cele mai bune rezultate ale imunizarii cu

ADN care codificid proteine virale au fost conferirea protectiei fatd de subtipuri virale
distincte. Aceasta sugereazj c3, adaugarea unui component care provoaci CTL, la un
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vaccin, ar putea servi pentru reducerea impactului variantelor noi care apar in mijlocyl sezo-
nului sau nu sunt anticipate cand tulpinile de vaccin sunt alese in fiecare an pentry anul care
urmeaza. De remarcat c3, imunizarea cu vectori cADN care codificd o gend HA, NP si M|,
este posibil s3 protejeze mai eficient fata de tulpina derivats a virusului, la fereti. decat vacci-

nurile autorizate. Aceasta d3 o justificare pentru folosirea constructului care codifics gene
interne in PNV.

reprezinta virusurile A/HINT (AT €xas/91), A/H3N2 (A/Georgia/93) siB (B/Panama/90),
precum si constructe ADN care codificd proteinele interne conservate NP si M| (matrice),
atét la tulpini A (Beijing/89: H3N2). cit 5i B, in vederea asigurarii protectiei comune de grup
fatd de antigeni derivati sau deviat. ADN-urile HA vor functiona prin generarez HA si anti-
corpii care rezults vor neutraliza fz:2 de HA. Aceasta va fi specifici de tip, cu 0 oarecare
Crestere a domeniului de protectie fzid de o tulpin derivata, comparativ cu vaccinul curent
autorizat bazat pe proteina. Constructele NP si Mi vor avea ca urmare generzrea de CTL

accelerarea récuperarii dupa imbolravire. Persisten;a asteptata a constructului ADN (intr-o
forma epizonals nereplicativa, nentegrata in celulele musculare) este de presupus s3
asigure o duratj de protectie cresc.ta comparativ cu vaccinul uzual.

intr-unul dintre modurile de realizare preferate ale inventiei, secventa nuceoproteinei
(NP) a virusului influenza uman, obtnuta de Ia tulpina A/PR/8/34 se cloneaz3 intr-un vector
de expresie. Vectorul contine un promotor pentru transcriptia la capatul secventei care
codificd NP. Intr-un mod preferat de realizare, promotorul este lungimea terminzla repetats
(LTR) de la virusul sarcoma Rous (RSV) care este un promotor de transcriptie puternic. Un
promotor preferat este promotorul citomegalovirusului cy secventa intronului A (CMV-IntA).
Un terminator de transcriptie preferzt este terminatorul hormonului bovin de crestere. in mod
special, este preferats combinatia CMVintA-terminator BGH. Suplimentar, pentru asistarea

sarcoma Rous (RSV). intr-un alt mod preferat de realizare se foloseste VI de transcriptie
BGH. Constructul VI-NP s-a folosit pentru a imuniza $oareci si a induce CTL care protejeaza
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acelasi cu VIJ, cu exceptia unui sit de restrictie Sfil unic, in unicul sit Kpnl la pozitia 2114 a
lui VIJ-neo. Incidenta siturilor Sfil in ADN-ul genomic uman este foarte scizuta (aproximativ
un sit pe 100000 baze). in acest fel acest vector permite urmdrirea atenta a integrarii vecto-
rului de expresie in ADN-ul gazda, simplu prin digestia Sfil a ADN-ului genomic extras. O
perfectionare ulterioara este vectorul VIR. in acest vector, cat mai mult posibil dn ADN-ul
neesential a fost “lichidat” pentru a produce un vector cat mai compact. Acest vector este
un derivat al lui VIJns si este prezentzt in fig.36 (SECV.ID:45). Acest vector permite sa se
foloseasca inserte mai mari,care sunt codificate de mai putine secvente nedorite si opti-
mizeazd absorbtia de catre celule cand constructul care codifici genele se introduce in tesut
inconjurator. In fig.36, portiunile deletzte ale lui VIJ-neo (fig.7) sunt prezentate ca o pauza
si secventa insertata este in text ingrosat, dar numaratoarea lui VIJ-neo este neschimbata.
Modificarea vectorului si procedurile ée dezvoltare pot fi realizate prin metode cunoscute
specialistului in domeniu. Cu toate acestea, produsele particulare descrise, desi obtinute prin
mijloace conventionale sunt utile in mod deosebit pentru scopul anume pentru care ele au
fost adaptate.

In timp ce unul din modurile de realizare preferate ale acestei inventii incorporeaza
gena influenza NP de la tulpinile A/PRE'34, modul de realizare preferat incorporezz3 0 gen3
NP, 0 gend MA, o gena NA, o gena PE 0 gend M sau o gena NS de la izolate mazi recente
de la virusul influenza. Aceasta se rez'zeaz3 prin prepararea copiilor ADN ale genelor virale
$i apoi subclonarea individuala a geneizr. Secvente pentru numeroase gene a mutior tulpini
ale virusului influenza sunt accesibile cublicului pe GENBANK (circa 509 de astfe! de sec-
vente pentru genele virusului influenzz A). Astfel, oricare dintre aceste gene, clonate din izo-
late virale recente Texax, Beijing sau Panama, tulpini care sunt recomandate de Centrul
pentru Controlul Bolilor ca fiind de dorit in vaccinuri antiinfluenza, sunt preferate in aceasta
inventie (vezi FLU-IMMUNE vaccin virus influenza al lui Lederle, Physiciens Desk Reference,
1993, p 1232, un vaccin trivalent purificzt din antigen de suprafata influenza care contine o
proteind hemoglutinina de la A/Texax/36/91, H1N1: A/Beijing/353/89, H3N2; si BPanama
(45/90). Pentru mentinerea terminologiei constante, in descoperirea constructului ADN s-a
convenit urmatoarea notare: “vector-numele tulpinii-gena”. Astfel, un construct in care este
clonatd gena NP a tulpinii A/PR/8/34 in vectori de expresie VIJ-neo a primit numele:"VlJneo-
PR-NP”. Natural, ci asa cum tulpina etiologica a virusului se schimba, se poate schimba si
gena precisa care este optima pentru incorporare in medicament. Totusi, asa cum se
demonstreaza in continuare, dat fiind faptul ca se induc raspunsuri limfocitare citotoxice care
sunt capabile sa protejeze fata de tulpini heteroloage, variabilitatea de tulpina este mai putin
critica 1n noile vaccinuri ale acestei inventii, comparativ cu vaccinurile bazate pe virus integral
sau subunitate polipeptidics. Tn plus. datorita faptului ¢c& medicamentul este usor de
manipulat pentru inserarea unei gene noi, aceasta este o corectie ce se face usor prin
tehnicile standard ale biologiei moleculzre.

Deoarece, secventa nucleoproteinei este conservati printre diverse tulpini influenza,
s-a obtinut protectie fatd de provocarea utterioara printr-o tulpina de la care s-a clonat gena
pentru nucleoproteina. Comparatiile NP de la numeroase tulpini ale virusului gripei A nu au
demonstrat diferente semnificative in structura secundara (M.Gammelin si colab.., Virol.170,
71, 1989) si foarte putine schimbari in secventa aminoacizi (O.T.Gormansi colab.., J.Virol.65,
3704, 1991). Intr-o perioada de aproximativ 50 de ani, NP in tulpinile umane s-a transformat
la o raté de 0,66 schimbari pe an. Mai mult decat atat, rezultatele conform inventiei, care au
demonstrat ca CTL specifice A/HK/68 recunosc celule tinta pulsate cu peptide NP sintetics
(147-155) derivata de la secventa NP a A/PR/8/34 arata ci acest epitop CTL restrictionat
N-2K® a ramas intact functional timp de peste 34 ani de la aparitie (vezi fig.2). Ar fi de remar-
cat de asemenea, c3 acolo unde gena codificd un antigen viral de suprafata cum ar fi,
hemaglutinina sau chiar neuraminidaza, se genereaza in plus la raspunsul limfocitar foarte
important, un raspuns imun unoral (anticorp) de neutralizare.
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Injectarea im a unui vector de expresie ADN care codificd o proteinz intern3 con-
servata a gripei A a avut ca urmare generarea unei imunitéti de protectie semnificativs fata
de provocarea viral3 ulterioars. S-au produs in special, anticorpi NP specifici s CTL primare.
Imunizarea ADN NP a avut ca rezultate, comparativ cu controalele, descreszerea titrurilor
virale pulmonare, inhibarea pierderii in greutate si cresterea supravietuirii. R&spunsul imun
de protectie nu a fost mediat pnn anticorpi specifici NP, asa cum s-a demonstrat prin
absenta efectului, doar al anticorpiior NP (vezi, exemplul 4) in combaterea un= infectii virale
si astfel a fost datorat imunitatii celtare NP-specifice. Tn plus, s-au generat niveluri semnifi-
cative de CTL primare orientate contra NP. Protectia a fost fata de o tulpinz virulents de
influenza A care a fost heteroloagz la tulpina de Ia care s-a clonat ADN-ul. Suplimentar,
tulpina de provocare a aparut la mai mult de 3 decade sub tulpina A/PR/34. indicand ca
raspunsurile imune orientate impotiva proteinelor conservate pot fi eficiente ir. ziuda devierii
st derivarii antigenice a proteinelor vzriabile ale invelisului viral. Datorit3 faptulu’ <3 produsele
genei virusului gripei prezint aceles’ grad de conservare si datorita faptului cz gena virusului
gripei prezinti acelasi grad de ccservare si datorita faptului ¢ CTL pot © generate ca
raspuns la expresia intracelular § orelucrarea MHC, este previzibil, ca alte czne ale viru-
sului gripal vor provoca raspunsur znaloage celui obtinut pentru NP. Metogs oentru iden-
tificarea epitopilor imunogeni sun: sinecunoscute in domeniu (vezi de exerciu, Shirai gi
colab.., J Immunol.148: 1657-1667. *892; Choppin si colab.., J.Immunol 147 £75-583, 1991;
Calin-laurens si colab.., Vaccine 11- €74-978, 1993). Astfel, numeroase dintre zceste gene
s-au clonat asa cum s-a demonstre: orin jonctiunile clonate din vectorul de expresie (vezi mai
jos), astfel, incat aceste constructe constituie agenti profilactici intr-o forma zzcesibili.

Limitarile curente ale vaccinurilor gripale autorizate accentueaz nevoiz dezvoltarii
de mijloace mai eficiente pentru prevenirea infectiei si ameliorarea bolii. Vazcinurile mai
vechi asigura protectie limitata, surt eficiente doar fatd de cateva tulpini seleczte ale viru-
sului i scad in eficacitate dupa o psrioads scurta. Astfel, vaccinurile uzuale in scopul de a
fi eficiente trebuie s3 fie formulate pentru inoculare anuala. Generarea unui réspuns CTL
imbunatatit fats de proteinele inteme va asigura de asemenea, imunitate reactiva incrucisata
semnificativa, de lunga durata, care zcum nu este produsa prin vaccinul autorizat. Conform
inventiei, s-a demonstrat expresia proteinei de la constructul PNV in soareci, fereti si primate
non-umane, prin detectarea raspunsului imun al gazdei, orientat impotriva antigenilor gripali.
Injectarea soarecilor cu ADN care codificd NP de influenza a avut Ca urmare cresterea
supravietuirii, descresterea titrurilor virale pulmonare si mai putina pierdere in greutate in
comparatie cu animale de control dup3 provocare cu subtipuri influenza (tulpini deviate),
diferite de cele incluse in constructele ADN NP. S-a observat, de asemenea, descresterea
rezidentei virale dupa provocare cu tulpini deviate Ia feretii inoculati cu ADN NP. Aceste
rezultate arat3 ca protectia fata de tutpini influenza in principal, este ajustats printr-un vaccin
ADN ce include genele care codific NP. Injectarea cu ADN HA urmata de provocarea expe-
rimentala a animalelor cu tulpini virzle derivate a avut ca urmare chiar o mai substantials
descrestere in rezidenta viral3. Adaugarea ADN-ului proteinei interne mareste usor gradul
ridicat al protectiei observata dupa injectarea doar a ADN-ului HA.

Raspunsul imun la ADN influenza a urmat Ia goareci aproape 6 luni de la injectare,
Cu persistenta anticorpilor, activitate CTL si protectie in vivo. Repetarea injectarii de ADN a
marit supravietuirea dupa provocare la 25 saptamani cu tulpina influenza de subtip diferit si
a indicat o capacitate de a produce imunitate de protectie mediata celular. Persistenta anti-
corpului s-a cercetat timp de cel putin 1 an dupa 2 injectari de ADN HA, cu persistenta cel
putin pentru 9 luni dupa o singur3 injectare de ADN HA la maimute africane verzi.

Rezultatele de la aceste animale de experienta au aritat c3 injectarea directa de
ADN asigur3 o0 metod3 imbunatatita pentry protectia oamenilor impotriva infectiei si bolii
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gripale. De remarcat, c3 protectia experimentala prin injectare de ADN s-a obtinut la soareci
$i fereti prin vaccinarea animalelor care nu au avut de a face cu virusul gripal. Adultii umani
vaccinati cu ADN au avut contacte znterioare cu virusul influenza. Aceste persoane vor
demonstra un raspuns imun chiar sensibil mai mare, posibil cresterea duratei, dupa imuni-
zare cu constructul ADN.

In vederea optimizarii constructului pentru utilizare, se face o comparatie a dome-
niului de dozare pentru imunogenicitz-z. in experimentele cu mamifere mici, au indus anti-
corpi $i raspunsuri CTL cantitati de orznul a 1 ug ADN NP. Imunizarea maimuteior Rhesus
a demonstrat réspuns anticorp la 2 zn 2 animale cu doze de 100 si 1000 pg ADN HA
(A/PR/34), in timp ce unul din 2 ani~zle au raspuns la o singura injectare de 10 pg. In
experimentele separate, s-au injectat ~zimute africane verzi cu un amestec de 5 constructe
ADN diferite, care codificid HA de la 3 scbtipuri, precum si ADN care codifici NP siMl de la
virusul influenza A. Trei din 3 maimute =n fiecare grup au raspuns la vaccinuri care ay inclus
10 pg sau 100 pg din fiecare 50, 10C s 200 pg ADN sunt eficiente la om.

Prevenirea infectiei prin vacin.- inactivate, autorizate se coreleaza cu nivelurile de
anticorp seric si de la nivelul mucoase ~rentat impotriva HA, dar nu se coreleazz réspunsuri
anticorp pentru proteinele influenza i~=rne. Astfel, HA trebuie s3 fie inclus in dezvoltarea
vaccinului ADN influenza. Cu toate aczsiea, raspunsul imun la NP sporeste raspunsul anti-
corpului la HA si proteinele interne infznza asigura un raspuns CTL inter-reactiv cu tulpini
antigenic diferite de influenza. Asa c.~ s-a remarcat mai sus, experimentarea lz animale
a aratat, de asemenea, imbunatatirez imunogenitétii si protectiei cand injectzrile includ
constructe ADN care codifica proteinz interne, precum HA. Includerea construciului ADN
care codifica proteine interne ar putez de asemenea, sa mareasca eficacitatea vaccinului
ADN la oameni. Deoarece, nivelurile gz dozare sunt dependente, de asemenea, de interac-
tiunile acestor componente, testarez ¢ ruting va permite unui specialist in domeniu s3
determine cantitatea ADN-ului din vaccn pentru a face un amestec de constructe ADN HA,
NP si MI. Raspunsul gazdei Ia fiecare cin aceste componente poate fi masurat separat cu
comparatii ale tipurilor de inhibare a hemaglutininei $i de neutralizare fatad de componentele
HA si raspunsurile CTL fatd de epitopi MI si NP. Rezultatele se compara cu raspunsurile
anticorp dupd injectarea constructelor czre exprima doar HA. Aceste studii permit evaluarea
potentialului crescut de raspuns la un vaccin continand ADN care codificd HA precum si
proteinele interne.

Eficacitatea la oameni s-a gemonstrat la- voluntari care au primit vaccin ADN
influenza, urmat de o provocare intranzzals in vederea demonstrarii eficacitatii vaccinului
impotriva tulpinii virale similare, precum tulpinile influenza de subtip diferit. Compozitia,
dozarea si regimurile de administrare se bazeaza pe studiile anterioare. Eficacitatea clinic3
este aratata prin rate de infectare, scorurile de imbolnavire si durata imbolnavini. Aceste
incercari clinice sunt comparate cu evzluarea in laborator a raspunsului imun al gazdei si
rezidenta virala, in vederea determinirii markerilor inlocuitori care se coreleazi cu protectia.

Tehnicile standard ale biologiei moleculare pentru prepararea si purificarea
constructelor ADN permit prepararea ADN-urilor terapeutici ale acestei inventii. in imp ce
tehnicile standard ale biologiei moleculare sunt prin urmare suficiente pentru producerea
inventiei, constructe specifice dezvalute aici asigura noi cai terapeutice care in mod
surprinzator produc protectie incrucisata de tulpina, un rezultat care nu s-a obtinut pana
acum cu vaccinuri virale integrale standard inactivate sau vaccinuri de subunitati proteice.

Cantitatea ADN-ului exprimabil. care trebuie introdusa la un primitor de vaccin va
depinde de for{a transcriptionala si promotorii translationali folositi in constructul ADN si de
imunogenitatea produsului exprimat de gena. In general, se administreaza direct in tesutul
muscular o doz3 imunologica si eficientd profilactic de circa 1 pg pana la 1 mi, si de
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preferinta, 10 ug pans 1a 300 Hg. De asemenea, se au in vedere injectarea subcutanats,
introducerea intradermica, impresia prin piele si alte moduri de administrare. precum intra-
peritoneald, intravenoas3 sauy eliberarea prin inhalare. De asemenea, se are in vedere s3
fie asigurate vaccinurile de rapel.

ADN-ul poate fi lipsit de inveli, ceea ce inseamna c& nu este asociat Cu nici o alt3
proteind, adjuvant sau alt agent care actioneaz asupra receptorilor sistemului imunitar. in
acest caz, este de dorit, dar far3 s3 fie limitat la,o solutie alcalina steril5 say 0 solutie alcaling
sterila tamponats. Alternativ, ADN-ul se poate asocia cu lipozomi, precum lipczomi de leci-

gena se referd la un segment de a¢d nucleic care codifica o polipeptida anume. Termenul
de medicament $i vaccin sunt folcsiti interschimbabil pentru indicarea comgczitiilor utile
pentru inducerea raspunsurilor im.ne. Termenii, construct s$i plasmid sun: “lositi inter-
schimbabil. Termenul vector se foioseste pentru a indica un ADN, in care cenele pot fi
clonate pentru utilizare conform meiodei acestei inventii.

Pentru conformitate cu inventia, una din realizirile preferate ale aceste: mventii este
0 metoda pentru utilizarea genelor virusului gripei pentru inducerea raspunsurior imune in
Vivo, intr-un vertebrat, precum un mamifer, inclusiv un om, care cuprinde:
a- izolarea genei: b - legarea geneila secvente reglatoare, astfel, incat genz este legat3
functional la seécvente de control, czre atunci cand sunt introduse intr-un tesu:viu, initiaz3
transcriptia directs §i translatia ulterioars 3 genei; ¢ - introducerea genei intr-un tesut viu, Si;
d - la alegere, provocare cu gena infiuenza suplimentar.

Unul din modurile preferate de realizare a acestei inventii este 0 metods pentru

~ .

care codifica epitopi conservati in aceste gene asigurand in acest mod protectie incrucisats
de tulpina.

sului influenza uman izolat A/Beijing/353/89, gena hemaglutininei virusului influenza uman
izolat A/Texax/36/91 sau gena hemoglutininei  virusulyi influenza uman izolat
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Exemple ale genei influenza preferate care codifici constructul ADN indud:

a) pRSV-PR-NP,

b) V1-PR-NP,

¢) VIJ-PR-NP, al cirei capat 5 este SECV.ID Nr:12,

d)VIJ-PR-PBI, al cirei capat 5’ este SECV.ID Nr:13,

e) VIJ-PR-NS, al cirei capat 5" este SECV.ID Nr: 14,

f) VIU-PR-HA, al cérei capit 5 este SECV.ID Nr:15,

g) VU-PR-PB2, al cirei capat 5' este SECV.ID Nr:16,

h) VIJ-PR-M|, al cérei capit 5' este SECV.ID Nr:17,

i) VIUneo-BJ-NP, al carei capst 5' este SECV.ID Nr:20 si al carei capéat 3 este
secv.ID:21,

j) VIUneo-TX-PN, al carei capz: 5' este SECV.ID Nr:24 si al carei capat 3 este
SECV.ID Nr:25,

K) Vidneo-PA-HA. al cirei cegat §' este SECV ID. Nr: 26 si al cirei carit 3' este

SECV.ID Nr:27,

) VlJns—GA-HA(A/Georgia/03’§3), constructul de marime 6,56 kb, al cire’
capat 5' este SECV.ID Nr:46 si al care’ capat 3' este SECV.ID Nr.47,

m) VIJns—TX-MA(Afrexax/36/ST), construct de marime 6,56 kb, al carei capat &'
este SECV.ID Nr:48 si al carei capat & este SECV.ID Nr:49,

n) VIJns-PA-HA(S/panama/45’:‘0), construct de marime 6,61 kb, al care
capat §' este SECV. ID Nr:50 si al carei capat 3' este SECV.IS Nr:51,

0) Vldns-BJ-NP (A/Beijing/353/89), construct de marime 6,42 kb, al care’
capat §' este SECV.ID Nr:52 si al cére capat 3' este SECV.ID Nr:53,

p) VIJns-BJ-MI(A/Beijing/353/€<), construct de marime 5,62 kb, al cdrei capat 5'
este SECV.ID Nr:54 si al carei capat 3' este SECV.ID Nr:55,

q) Vldns-PA-NP (S/Panamal45/90), construct de marime 6,54 kb, al care;
capat §' este SECV.ID Nr:56 si al carei capat 3' este SECV.ID Nr:57,

r VIJns-PA-MI(B/Panama/45190), construct de marime 5,61 kb, al cirei capat 5
este SECV.ID Nr:58 si al carei capat 3 este SECV.ID Nr:59.

in continuare, se dau urmatoarele exemple de realizare a inventiei, in legtura si cu
fig. 1-36, care reprezinta:

- fig.1, Detectia in muschi a plesmoidului ADN NP. Soareci BALB/c s-au injectat de
3 ori, laintervale de 3 saptamani cu ADN RSV-NP sau vector blanc (100 pg/picior) in ambii
muschi cvadriceps, apoi a urmat infectie prin influenza. Muschii s-au indepartat la 4
saptdmani dupa injectarea final $i s-au inghetat imediat in acest lichid. Apoi. €i au fost
pulverizati imediat in tampon de lizz (25 mM TRIS-H,PO,, pH =8,2 M trans-1-2-acid
diaminociclohexan—tetraacetic(CDTA). 2mM DTT, 10% glicerol, 1% Triton-X-100). intr-un
MIKRODISMEMBRATOR™ (B_Braun Instruments) si s-a extras ADN-ul cu greutate
moleculara mare prin precipitare cu fenol/cloroform $i etanol. S-a realizat o reactie PCR de
40 cicluri /PCR s-a realizat urmand instructiunile trusei perkin Elser Cetus GENEAMP™,)
pentru detectarea prezentei plasmidului ADN NP in muschi. S-a generat un produs PCR de
772 baze perechi (vezi capatul sagetii). care se intinde, de la promotorul GMV prin majori-
tatea portiunii 5' a genei NP insertate de la oligonucleotida sens de 18 baze lungime care
s-a initiat in regiunea promotorului (GTGTGCACCTCAAGCTGG, secv. ID:1) si o oligo-
nucleotidd antisens de 23 baze lungime initiala in portiunea 5' a secventei NP insertate
(CCCT‘ITGAGAATG"ITGCACATTC, secv.ID:2).

Produsul 772 bp se-observé Pe un gel de agaroza colorat bromur de etidiu in pro-
bele de muschi alese injectate ADN NP, dar nu se observi pe control injectat cu vectorul
blanc (600 L). Marcarea de mai sus a fiecdrei linii indicd numaruyl soarecelui si piciorul drept
sau stang.
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- fig.2, Producerea anticorpiior NP in §oareci injectati cu ADN NP. S-ay injectat
goarecii cu 100 ug ADN VI-NP in fiecare picior la 0,3 si 6 saptdmani si s-a prelevat sange
in sdptdmanile 0,2 5 $i 8. Prezenta IgG anti-NP in ser s-a cercetat printr-un test ELISA
(J.J.Donnely si colab. ., J.Immunol, 145, 3071, 1980), cu NP purificat din celule de insecte
transfectate cu un vector de expresie baculovirus. Rezultatele s-au marcat cc medie log.10
ELISA* SEM(n=10) fatd de timpul de la prima injectare de ADN NP. Soarecii imunizati cu
vectorul blanc nu au generat anticorpi NP detectabili.

- fig.3, Procentul lizei specifice determinat in a 4-a or3 a tesutului de eliberare *'Cr,
pentru CTL obtinute de la soareci imunozati cu ADN. Soarecii s-au imunizat cu 400 ug VI-NP
ADN (cercuri umplute) sau vector blanc (patrate umplute) si s-au sacrificat 3« saptamani
mai tarziu. Controlul CTL negativ s-a obtinut de la un soarece recuperat de lz injectare 4
saptamani mai devreme cu AJHK?ES (triunghiuri umplute). Graficele prezintz date de la
$oareci reprezentativi individual. S-z. studiat cel putin 8 indivizi pentru fiecare se: de conditii.
Tabloul A: Celule splenice restimulz-e cu celule splenice autoloage pulsate NP 147-155 si
cercetate fatd de tinte P815 pulsate NP 147-155. Tabloul B: Celule splenice restimulate cy
celule splenice autoloage pulsate NP 147-155 §i cercetate fata de tinte p815 infectate cu
influenza A Victoria/73 (H3N2), timz de 6 h inaintea adaugarii de CTL. Tabloul C: Celule
splenice restimulate cu ConA si IR-2 fard antigen suplimentar si cercetare fz:Z de celule
P815 pulsate cu NP 147-155. Tablo.! D: S-au injectat soareci cu 200 Hg/injecizre ADN VI-
NP sau vector blanc de 3 ori la intervale de 3 s&ptdmani. S-au prelevat splineke la 4 s3pta-
mani dup3 ultima imunizare, s-au cuitivat celule splenice cu IL-2 si ConaA, timp de 7 zile si
S-au cercetat CTL fata de celule tintz P815 infectate cu AlVictorieal73.

- fig.4, Pierderea de mass (in g) si recuperarea la $oareci imunizati ADN dup3 provo-
care intranazald far§ anestezie cu 10* TCID;, de A/HK/68. Soarecii s-au imunizat de 3 ori
la intervale de 3 saptamani cu ADN VI-NP sau vector blanc, sau nu s-au infectat si s-au
provocat la 3 saptdmani dup3 ultima munizare. S-au determinat greutatile pentru grupul de
10 goareci la momentul provocarii si zilnic din ziua a 4-a pentru soareci infectati ADN-NP
(cercuri umplute), controale cu vector blanc (triunghiuri neumplute). S-a prezentat media
greutatilor *Sem. Soarecii injectati ADN NP au prezentat pierderi de greutate sensibil mai
mici din ziua 8 spre ziua 13, fata de soarecii imunizati cu vector blanc (P mai mic sau egal
cu 0,005) si soareci neinjectati (p mai mic sau egal cu 0,001) asa cum s-au analizat prin
tesut t. Nu s-au remarcat diferente semnificative intre dou3 controale (p00,9 prin tesut t).

- fig.5, Supravietuirea soarecilor imunizati ADN dupi provocare intranazald (sub
anestezie) cu 10%° TCID,, de A/HK/6S. Soareci imunizati de 3 ori la intervale de 3 sdptamani
(cercuri umplute) si controale neinjectate (triunghiuri neumplute) si s-au provocat. la 3 sapta-
mani dupa imunizare finali. Procentu de supravietuire s-a aratat pentru grupuri de 9 sau 10
soareci. Supravietuirea soarecilor injectati a fost semnificativ mai mare decét controale
(p=0,004 prin analiz Chrisquare), in imp ce nu s-a observat nici o diferenta semnificativa
intre soarecii injectati cu vector blanc sau soareci neinjectati (p=0,17 prin analiz3 Chisquare).

- 1ig.6, Secventa vectorului de expresie VIJ, Secv.ID Nr:10.

- fig.7, Secventa vectorului de expresie VIJ neo, Secv.ID Nr:18.

- fig.8, Secventa promotor - terminator CMVintA-BGH, Secv.ID Nr:11.

- fig.9, Anticorp de maimuta anti-NP.

- fig.10, Inhibarea hemoglutinarii la feret, cu linia punctata indicandu-se titrul minim
de anticorp de protectie si cu un cerc ce are o linje prin el, fiind notati valoarea medie..

- fig.11, Anticorp IgG anti-NP Ia fereti dupa imunizare cu ADN.

- fig.12, Virus influenza rezident Ia feret cu si fara imunizare ADN.

- fig.13, Diagrama vectorilor PRSV-PR-NP si VI-NP. X marcheaz3 regiunea de codi-
ficare inserats.
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- fig. 14, Tulpini i proteine de influenza, schematic.

- 1ig.15, Prelucrarea ADN-ului mjectat in interiorul unei celule schematic.

- fig. 16, Rezistenta feretilor la influenza A/PR/8/34 indusa prin imunizare cu genele
HA si protein3 interna.

- fig.17, Vectorul Vldns, schematic

- fig.18, S-au injectat maimute africane verzi cu un amestec de ADN-uri care consta
din ADN HA (A/Beijing/89, B/Panamz/90, A/T exax/91), ADN NP (A/PR/34) si ADN Ml
(A/PR/34). Fiecare component a fost administrat de dous ori, fie 10 ug (patrate umplute),
fie 100 ug (cercuri umplute) cu un interval, de 6 saptdmani (vezi sagetile). Pentru comparatie
s-au injectat alte animale cy vaccinuri autorizate, subvironice (pétrate neumplute; $i virioni
integrali (cercuri umplute) la doz3 umzani integrald (45 ug echivalent proteina: 13 ug/HA).
S-au colectat probe de ser Ia fiecare 2 saptdmani, timp de 18 zile si s-au analizz prin titru
Mi fatad de HA A/Beijing/89. Datele sunt reprezentate ca medie geometrica a titruiy: MI*SEM,
unde n=3.

- fig.19, S-au injectat soareci BALB/c, femele (4-6 saptdmani) cu ADN NE A/PR/34
(200 pg) de 3 ori la intervale de 3 sdptémani. Controalele negative au inclus soarec cu ADN
control (200 pg), proteina NP recombinzs (10 pg) si soareci neinitiati neinjectati (smulare).
Pentru comparatie s-au testat, de asemenea, soareci infectati cu virusul influenzz A/HK/68
(gripd). S-au obtinut in vitro CTL 6 luni post doza cu celule splenice singenice ir‘zctate cy
virus, fatd de celulele P815 pulsate peptida NP la un raport efector: tintd de 10:1. Datele
reprezinta lista specifica %+ sd, unde n=3.

- fig.20, S-au injectat soareci C3HHeN cu mioblaste normale C.Ci2 (110 celule).
Aceasta cantitate de proteind NP (2 ug) z fost suficients pentru generarea raspunsurilor anti-
corp si a fost echivalents cu aproximativ de 100 de ori cantitatea NP prezenta in mioblastele
transfectate NP transplantate. S-au preparat CTL de la acesti soareci 6 saptdméni dupa
tratament si s-au restimulat in vitro cy celule splenice singenice infectate cu virus influenza.
Drept control pozitiv s-au preparat CTL de la soareci care au fost infectati cu virus influenza
A/MK/68. Celulele tinta folosite au fost mioblaste netratate (bare umplute), infectzte viral
influenza A/Victoria/23 (bare cu dungi) si mioblaste transfectate NP (bare punctzie) la un
raport efector:tinta de 25: 1. Datele sunt prezentate ca lizd specificd % +, unde n=3.

- fig.21, Soareci BALB/c femele, in varsta de 4 saptdmani, s-au imunizat intra-
muscular cu 200 ug ADN NP de 3 orila intervale de 3 saptamani. Soarecii s-au provocat Ia
3 séptdmani dupa a treia imunizare cy 300 TCID,, de A/HK/68, administrat sub anestezie
(provocare a tractului respirator in totalitate). Proportia soarecilor supravietuitori (10/grup)
este marcat fats de impul dupa provocare.

- fig.22, Soareci BALB/c, femele in varsti de 4 saptdmani, s-au imunizzt intra-
muscular cu 100 yg ADN NP de 3 ori la intervale de 3 saptamani. Soarecii s-au provocat 3
saptamani dupa a treia imunizare Cu 300 TCID,, de A/HK/68, administrat sub anestezie
(provocare a tractului respirator in totalitate). S-au cantarit zilnic goarecii si s-a calculat
Proportia greutatii initiale pentru fiecare §oarece care supraviefuieste. S-a marcat media
procentuala a greutatilor initiale + SEM, fatd de timpul dups provocare.

- fig.23, S-au imunizat soareci BALB/c femele, in varsti de 4 saptamani, intra-
muscular, cu 200 ug ADN NP de 3 ori laintervale de 3 saptamani. Soarecii s-au provocat

vocare, s-au recuperat gi-omogenizat plamanii si s-au determinat titrurile virale prin titrare
seriald pe celule MDCK_ -

- fig.24, S-au imunizat §oared BALB/c femele, in varsti de 4 saptimani,
intramuscular, cu 6, 25, 100 sau 200 pg ADN NP de 3 ori la intervale de 3 saptamani.
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Soarecii s-au provocat 3 saptamani dupa a treia imunizare cu 300 TCID,, de AHK/68, admi-
nistrat sub anestezie (provocarea tractului respirator in totalitate). Proportia soarecilor care
supravietuiesc (10 goareci/grup) este marcat3 fata de timp, dupa provocare.

- fig.25, S-au imunizat soareci BALB/c femele, in varsti de 4 saptamani, intra-
muscular, la intervale de 3 saptamani cu 200 ug ADN NPA/PR/34, ADN control sau simu-
lare. Soarecii s-au provocat apoi cu TCID,, A/HK/68, sub anestezie la 6, 12 §i 25 saptamani
dupa a treia injectare a ADN-ului. Soarecii selectati s-au reimunizat cu 200 g ADN NP Ia
saptdmana 22 si apoi s-au provocz! la sdptadmana 25, S-a prezentat media greutatilor ca
procent al greutatii totale initiale pentru fiecare grup. Greutatea de control prezentats este
media tuturor grupurilor de contro! de la provocirile din saptamanile 6, 12.§i 25, un total a
6 grupuri care au primit ADN de controf sau la care s-a simulat injectarea. Grupurile initiale
au continut fiecare 10 animale; §oarecii care au murit s-au exclus de la analizz ulterioara a
grutatii.

- fig.26, S-au imunizat i.m. fereti adulti masculi (in varsts de 22-26 séptdmani) cu
1 mg ADN care codifici NP de Ia Alteijing/89, 1 mg ADN care codifici M de Iz A/Beijing/89
sau 1 mg ADN combinat, pe zilele 0 $i 42. Feretii de control au primit ADN care nu codifics
sau o doza umana integral3 (15 HgAulpind) din vaccin integral autorizat pentru virusul gripal.
(formularea 92-93) care contine A'Beijing/89 pe zilele 0 $i 42. Feretii s-au provocat cu
A/Georgia/93 pe ziua 56. S-a determinat rezidenta virala din spalaturi nazale. &sa cum s-a
descris mai sus. S-a Comparat rezidenta virala pe zilele 3-5 cu rezidenta de la feretii care au
primit ADN de control printr-o analizz pe dous c3i a variatiei. Rezidenta viral3 Iz feretii care
au primit ADN MI sau ADN NP+Mi = fost semnificativ mai scizuts (p mai mic de 0,0001,
0,0016 i, respectiv, mai mic de 0.001), decat rezidenta la fereti de control. Rezidenta la
feretii care au primit NP (nu s-au prezsntat date), NI sau NP+M| nu a diferit semnificativ de
rezidenta de la feretii care au primit veccinul autorizat (p, 0,104, 0,533 si respectiv, 0,1 45).
Doza de imunizare de 1 mg s-a ales arbitrar; studii privind domeniul de dozare s-au realizat
la primate non-umane.

- fig.27, S-au imunizat intramuscular grupuri de 8 fereti masculi in varsts de 22-25
saptamani cu ADN control, solutie szfind sau ADN care codifica proteinele de k influenza
A/PR/34 pe zilele 0, 21 $i 121 si s-au provocat intranazal cu 200 TCIDs, AJPRISI34 pe ziua
148. Animalele imunizate ay primit 1 mg ADN NP sau 2 mg ADN combinat NP, NS1, PB1,
PB2 si M1 (400 Hg din fiecare construct). Controalele au primit 0,5 ml solutie salind/picior
sau 1 mg ADN control, pentru scopurile analizei, grupdrile care au primit solutie salind ADN
control s-au combinat (control) ca si gruparile care au primit ADN NP singur sau in combi-
natie cu alte gene ale proteinelor inteme (intern). Graficul arata titrurile de infectiozitate ale
spalaturii nazale exprimate in TCID4/50 pl dintr-un volum de 3 mi fluid de spalare nazali.
Fluidul de spalare nediluat (cea mai scazuts silutie testata) s-a considerat a fi o dilutie 1:10
din exudatul nazal initial i s-a acordat unei probe pozitive nediluate o valoare de 1 log.
Titrurile peste 1 log s-au desemnat pe baza interpoldrii Reed-Muech prin 3 replicate la obti-
nerea unui punct final de infectiozitate de 50%. Probele care au fost negative cand s-au
testat nediluate au primit o valoare de 0 log. Valorile pentru P prezentate pe grafic s-au
prelucrat pe computer pentru feretii imunizati fati de controale pe Zilele indicate printr-un test
-T pentru doud medii. Valorile pentru p pentru curbele intregi s-au prelucrat pe computer
printr-o analiza pe dou3 cii a variatei si au fost mai mici de 0,0001 pentru NP, fata de
control si mai mici de 0,001 pentru ADN-urile combinate, fata de control.

- fig.28, Supravietuirea soarecilor imunizati cu ADN si apoi, provocati cu virus
influenza. Soarecii s-au injectat im cu 200 Hg ADN care codifici HA de la A/PR/34 sau ADN
control (care nu codific3), de 3 ori la ntervale de 3 saptimani. Dupa 3 saptadmani de la imu-
nizarea finald soarecii s-au provocat pe intregul tract respirator (prin instilatie intemazald sub
anestezie) cu 100 TCID,, de A/PR/34. Datele sunt marcate ca supravietuire % fati de timp
dupa provocare (n=9 sau 10 soared per grup).
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- fig.29, Pierderea in greutate ka soarecii imunizati cu ADN si apoi provocati cu virus
gripal. S-au injectat i.m. soarecii cu 200 Hg ADN care codificd HA de la A/PR/34 sau ADN
control (care nu codifics), de 3 ori la intervale de 3 saptamani. Dupa 3 sipt3mani de la imu-
nizarea finala oarecii s-au provocat pe intregul tract respirator (prin instilatie intemazald sub
anestezie) cu 1000 TCID,, de A/PR/34. Datele s-au marcat ca % din greutatea inifiald pentru
fiecare animal individual, media fata de timp pentru fiecare grup (animalele moarte s-au
exclus din medie).

- fig.30, Supravietuirea soarecior imunizati cu ADN si apoi provocati cu virus gripal.
Soarecii s-au injectat im cu 1,10 sau 100 Hg ADN care codificd HA de la A/PR/34 sau ADN
control (care nu codificd)de 3 ori Ia intervale de 3 saptadmani. Dupa 3 s&ptamani de la imuni-
zarea finala goarecii s-au provocat pe intregul tract respirator (prin instilatie intemazala sub
anestezie) cu 1000 TCID,, de A/PR/34. Datele sunt marcate ca supravietuire % fz:z de timp
dupé provocare (n=9 sau 10 soareci per grup).

- fig.31, S-a imunizat intramuscular grupuri de 8 fereti masculi in varsta ce 22...25
saptamani cu ADN control, solutie salinz sau ADN care codifics proteina influenzz A/PR/34
pe zilele 0, 21 si 121 si s-au provocat intranazal cu 200 TCID,, A/PR/34 pe ziua 148.
Animalele imunizate au primit 1 mg ADN HA sau 2 mg ADN combinat HA, NP, NS1, PBH,
PB2 si M1 (330 pg din fiecare construct). Controalele au primit 0,5 ml solutie sz"na/picior
sau 1 mg ADN control. Pentru scopurie analizei, gruparile care au primit solute salina si
ADN control s-au combinat (Control) ca si gruparile care au primit ADN HA singur sau in
combinatie cu alte gene ale proteinelor interne (HA,HA+Intern). Graficul arata titrurile de
infectiozitate ale spalaturii nazale exprimate in TCID /50 i dintr-un volum de 3 mi fiuid de
spalare nazala. Fluidul de spalare nediuat (cea mai scazuta dilutie testatd) s-a considerat
a fi o dilutie 1:10 din exudatul nazal initial i s-a acordat unei probe pozitive nediluate o
valoare de 1 log. Titrurile peste 1 log s-zu desemnat pe baza interpolarii Reed-Muench prin
3 replicate la obtinerea unui punct final de infectiozitate de 50%. Probele care au fost
negative cand s-au testat nediluate au primit o valoare de 0 log. Valorile lui p pentru curbele
intregi s-au prelucrat pe computer printr-o analiza pe dous cii a variatiei si au fost mai mici
de 0,0001 pentru HA fatd de control si mai mici de 0,0001 pentru ADN-urile combinate fata
de control.

- fig.32, S-au imunizat i.m. fereti adulti masculi (in varsts de 22-26 saptamani) cu
1 mg ADN care codifica HA de Ia A/Georgia/93 pe zilele 0 si 42. Feretii de control au primit
ADN care nu codificd sau 0 doza umana integrala (15 ug/tulpina) din vaccin integral autorizat
pentru virusul gripal. (Formularea 92-83) care contine A/Beijing/89 pe zilele 0 si 42. Feretii
S-au provocat cu A/Georgia/93 pe ziua 56. S-a comparat rezidenta virala din spalaturi
nazale, aga cum s-a descris mai sus. S-a comparat rezidenta virala pe zilele 1-6 cu rezidenta
de la feretii care au primit ADN de control printr-o analiza pe doua cii a variatiei. Rezidenta
virald la feretii care au primit ADN HA a fost semnificativ mai scazuta (P mai mic de 0,0001)
decat rezidenta la feretii de control.

- fig.33, S-au imunizat i.m. fereti adulti masculului (in varsta de 22-26 saptamani) cu
1 mg/ADN care codifici HA de la A/Hawaii/89 (nu s-au prezentat datele) pe zilele 0 si 42.
Feretii de control au primit ADN care nu codificd sau o doza umana integrala (15 pafulpina)
din vaccin integral autorizat pentru virusul gripal. (formularea 92-93) care contine
A/Beijing/89 pe zilele O si 42. Feretii s-au provocat cu A/Georgia/93 pe ziua 56. S-a deter-
minat rezidenta viral din spalsturi nazale, aga cum s-a descris mai sus. S-a comparat rezi-
denta-virald pe zilele 1-6 cu rezidenta de la feretii care au primit ADN de control printr-o
analiza pe doud ci a variatiei. Rezidenta virali la feretii care au primit ADN HA AHawaii/9 1
a fost semnificativ mai scizuts (p mai mic de 0,0001) decat rezidenta la feretii de control.
Rezidenta la feretii care au primit ADN HA A/Hawaii/91 a fost semnificativ mai mica decat
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rezidenta la animalele care ay pamit produsul autorizat (p=0,021 pentu ADN HA
A/Hawaii/91; ANOVA pe dou3 cii pentru zilele 1-6); rezidenta la feretii care au primit ADN
HA A/Beijing/89 (datele nu s-au prezentat) nu a fost semnificativ diferit3 de rezdenta de Ia
animalele care au primit produsul autorizat (p=0,058; ANOVA in 2 moduri pentru zZilele 1-6).

- fig.34, S-au imunizat i.m. fereti adulti masculului (in varsta de 22-26 sdptamani) cu
1 mg ADN care codifica HA de Ia AMHawaiif91 (vezi fig.13), sau cu 330 Hg din fiecare ADN
care codifica HA de Ia A/Hawaii(91 §i NP i Ml de la A/Beijing/89 pe zilele 0 i 42. Feretii de
control au primit ADN care nu codifica $au o dozd umana integrals (15 pghtulping) din vaccin
integral autorizat pentru virusul gripal. (Formularea 92-93) care contine A/Beijing/89 pe zilele
0 si 42. Feretii s-au provocat cu A/Georgia/92 pe ziua 56. S-a determinat rezidenta virala pe
Zilele 1-6 cu rezidenta de la feretii czre au primit ADN de control printr-o analizZ pe dous cai
a variatiei. Rezidenta virali la feretii care au primit ADN HA+NP+MI a fost semnificativ mai
scazuta, decét rezidenta la feretii care au primit vaccinul autorizat (p mai mic de 0,0001) sau
numai ADN HA (p=0,0053).

- fig.35, S-au imunizat i.m. fereti adulti masculi (in varsta de 22-26 séptamani) cu
1 mg ADN care codifica HA de Ia A/Ceorgia/93 sau cu 330 Mg din fiecare ADN czre codific
HA de la A/Hawaii/91 $i NP si Ml dz la A/Beijing/89 pe zilele 0 si 42. Feretii de control au
primit ADN care nu codifici sau o ¢<zd umana integrala (15 pgftulping) din vazcin integral
autorizat pentru virusul gripal. (formuzrea 92-93) care contine A/Beijing/89 pe zile 0 $i42.
Feretii s-au provocat cu AlGeorgia/c3 pe ziua 56. S-a determinat rezidenta virzlz din spala-
turi nazale asa cum s-a descris mai sus. S-a comparat rezidenta viral pe zilele 1-6 cu rezi-
denta de la feretii care au primit ADN de control printr-o analizs in doud moduri a variatiei.
Rezidenta viral3 la feretii care au primit ADN HA+NP+MI nu a fost diferitd semnificativ de
rezidenta viral de la animalele care au primit ADN HA homolog (p=0,064).

- fig.36., Secventa pentru VIR.

Exemplul 1. Prepararea constructelor ADN care codificd proteingle virusului
influenza uman

1) pnRSV-PRNP Gena A/PRIB(34/NP s-a izolat de Ia PAPR-501 (J.F.Y si colab. .,
Young in The origin of Pandemic Influenza Viruses, W.G.Lawer, Ed.(Elsevier Science
Publishing Co., Inc., 1983) ca un fragment EcoRI de 1565 baze-perechi, compietat Klenow
$i clonat in situl Xbal completat Kienow si tratat cu fosfataza al lui pRSV-BL. PRSV-BL s-a
construit diferind, mai intai vectonul pBL-CAT3 (B.Luckow si G.Schutz. Nuc.Acids
Res. 15,5490 (1987), Xho | $t Nco | pentru indepartarea secventei care codifica secventa
CAT, s-a completat Klenow si s-a autoligat. Fragmentul promotor RSV s-a izolat ca Nde |
siAsp 718 de la pRshgrnx (V.Giguere §i colab.., Nature 330, 624 (1987), completat Klenow
$i clonat in situl Hindlll al vectorului intermediar generat mai sus (PBL-CAT la czre lipseste
secventa CAT).

2) VI-NP. Vectorul de expresie VI s-a construit de Ia pCMVIE-AKI-DHFR (Y.Whang
$i colab.., J.Virol.61, 1796 (1987). Genele AKI $i DMFR s-au indepartat prin sectionarea
vectorului cu EcoR | si autoligare. Acest vector nu contine intronul A in promotond CMV, asa
ca el s-a ad&ugat ca un fragment PCR care a avut deletat situl intern SAC | (t2 1885 dupa
cum s-a numerotat in B.S. Chapmansi colab. ., Nuc.Acids.Rec. 19,397 (1991). Matrita folo-
sita pentru reactiile PCR a fost PCMVIntA-Lux., facut prin ligarea grafmentului Hind 1| si Nhe
I de la pCMV6a120 (vezi B.S.Chapman §i colab.., ibid.), care include intensificatorul Ipromo-
torul hCMV-IEI si intronul A in stturile Hind 1l si Xba | ale [ui pBL3 pentru a genera
PCMVIntBL. Fragmentul genei luciferazei de Ia 1881 baze-perechi (Hind I1l-Sma | completat

Klenow) de la RSV-Lux (J.R. de Wet si colab.., Mol.Cell Biol.7,725,1987) s-a clonat
fosfataza.
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Primesrii care inconjoari intronul A surit

Primerul 5" Secv.ID Nr:5:

5-CTATATAAGCAGAG CTCGTTTAG-3'

Primerul 3',Secv.ID Nr:6:

5'-GTAGCAAAGATCTAAGGACGGTGA CTGCAG-3'

Primerii folositi pentru indepartarea siului Sac | sunt:

primerul sens, Secv.ID Nr7:

5'-GTATGTCTGAAAATGAGCQ GCAGATTGGGCTCGCAC-3'

si primerul antisens Secv.ID Nr-8:
5'-GTGCGAGCCCAATCTCC&GCTCAT‘ITTCAGACACA TAC-3'

Fragmentul PCR s-a taiat cu Sac | stEgl Il si s-a inserat in vectorul care fusese taiat cu
aceleasi enzime. Gena NP de la irSuenza A (A/PR/8/34) s-a decupat din pAPR501
(J.F.Youngsi colab.., in The origin of Pendemic Influenza Viruses, W.C.Lawer, E¢ /Elsevier
Science Publishing Co., Inc.1983), ca un fragment EcoR | si s-a tesit. El s-a inserz in VI-NP
la situl tesit Bgl Il pentru a face VI-NF. Plasmidele s-au propagat in E. coli si s-z: purificat
prin metoda lizei alcaline (J.Sambroo<. S.F.Britsch si T.Maniatis, in Molecular Cloning A
Laboratory Manual, editia a doua (Czc Spring Harbor Laboratory Press, 1982 ADN-ul
stratificat CsCl s-a precipitat cu etano' $ s-a resuspendat in solutie salind 0,9 % Iz 2 mg/ml
pentru injectare.

Exemplul 2. Analiza limfocitelsr T citotoxice pentru virus influenza umarn

Limfocitele T citotoxice s-au gsnerat de la soareci care s-au imunizat cu ADN say
care s-au recuperat de Ia infectie cu AHK/68. Culturi de control s-au derivat de k= soareci
care au fost injectati cu ADN control $i ce la soareci neinjectati. S-au preparat susgensii de
celule izolate, s-au indepartat eritrocitele prin liz& cu clorurd de amoniu si celulele zolate, s-
au indepartat eritrocitele prin lizd cu ceorurd de amoniu si celulele splenice s-au cuttivat in
RPMI 1640 suplimentar cu 10% ser feizl de bovine (FBS), 100 pg/ml penicilinZ. 100 u/m!
streptomicing, 0,01 M HEPES (pH=7.5) 5i 2 ML-glutamids. S-a adaugat un numér egal de
celule autoloage iradiate stimulator, pisate 60 min cu epitop peptidic restrictionzt H-2K¢
NP147-155 (Thr Tyr GIn Arg Thr Arg Ala Leu Val, Secv.ID:9) la 10 uM sau infectate cu
influenza A/PR/8/34 (MINI) si 10 p/ml IL-2 uman recombinat (Cellular products, Bufizlo, NY)
$i culturile s-au mentinut 7 zile, la 37°C cu 5 % CO, si umiditate relativd 100%. in experi-
mente selectate, in locul celulelor auiotoage stimulatoare s-a adaugat rhlL-2 (20 w/ml)si
ConA (2ug/ml). Activitatea efectoare z celulei T citotoxice s-a determinat cu celule P8§115
marcate, timp, de 3 h, cu 60 Ci S'CR/10° celule, $i pulsate ca mai sus cu NP147-155 say
infectate cu influenza A/Victoria/73 (H3N2). Tintele control s-au etalat Ia 1 x 10%/celde/godeu
in placi 96 godeuri $i s-au incubat in tripiicate cu efectori, timp, de 4 h. Supernatantud (30 ul)
s-a indepartat din fiecare godeu si s-a cuantificat intr-un numaritor de scintilatie Setaplate
(LKB-Wallac, Turku, FinlADN). S-au determinat pentru fiecare preparat tinta numerele
maxime, eliberate prin adaugare de HCI.

6 M si numerele spontane eliberate fara CTL. S-a calculat procentul lizei specifice
ca:(experimental-spontan)/(maxim-spontan)) x 100.

Exemplul 3. Producerea in vivo de CTL si anticorpi NP specifici.

Producerea in vivo de CTL $i anticorpi NP specifici.

S-au injectat soareci BALB/c in cvadriceps la ambele picioare cu plasmoid cADN
care codifica nucleoproteine A/PR/8/34 condusa, fie printr-un promotor de virus sarcoma
Rous, fie citomegalovirus.

Vectorii expresie folositi au fost

1) pnRSV-PRNP, vezi exemplut 1

2) VI-NP, vezi exemplul 1
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Animalele folosite au fost soareci femele BALBI/c, obtinuti de la Charles River
Laboratorie, Raleigh. NC. S-au obtinut soareci in varsta de 4-5 saptdmani si s-au injectat
initial cu ADN la vérsta de 5-6 saptdmani. In afard de cazul cand s-a notat altfel, s-au admi-
nistrat injectii de ADN in muschii cvadricepsi ai ambelor picioare, fiecare picior primind 50 [
de solutie salini sterild care contine 100 g ADN. Soarecii au primit 1,2 sau 3 seturi de
inoculari la intervale de 3 saptamani. Animalele control negativ nu s-a injectat sau s-au
injectat cu vectorii blanc corespunzator caruia fi lipseste gena NP.

Prezenta sau absenta plasmidului ADN NP in muschiul animalelor selectate s-a
analizat prin PCR (Gig.1). Plasmidul ADD (fie ADN NP, fie ADN luciferaza) s-a detectat in
44 din cei 48 de muschi injectati testati. La soarecii injectati cu ADN luciferazz recuperats
in extracte de muschi, conform metodelor cunoscute in domeniu (J.A.Woiff si colab..,
Science 247, 1465 (1990), G.Ascadi si colab.., Nature 352, 815 (1991), H.Lin si colab. .,
Circulation 82, 2217 (1990); R.N-Kitsis.si colab., proc.Natl Acad.Sci (USA), 88. 4138(1991),
E.Hansen si colab.., FEBS Letft.290. 73, (1991); S.Jiso si colab.., Hum.Gene Therapy 3, 21
(1992); J.A.Wolff si colab.., Human Mol. Genet 1, 363 (1992).

Expresia NP in muschi, dupé injectare de ADN NP a fost sub limita detectarii pentru
analiza Western blot (sub 1 ng), dar s-a indicat prin producerea anticorpilor NP specifici (vezi
fig.2).

Pentru analiza generarii CTL specifice NP, s-au recuperat splinele la 1< saptadmani
dupa imunizare si celulele splenice s-au restimulat cu IL-2 umana recombinatz plus celule
splenice autoloage care au fost, fie infectate cu influenza A(A/PR/8/34), fie au fost pulsate
Cu peptida epitop a nucleoproteinei restrictionatd H-2K? (reziduurile NP 1£7-1 55, vezi
O.K.Rotzsche si colab.., Nature 348, 252 (1990).

Celule splenice restimulate cu infectat viral sau cu celule singenice pulszte epitop au
fost capabile s& omoare celule tinta pulsate epitop nucleoproteina (fig.3A). Acezsta arati ca
injectarea i.m. de ADN NP a generat peptida derivatd NP corespunzitoare in asociatie cu
MHC clasa | pentru introducerea de raspunsuri CTL specifice. Aceste CTL au fost capabile
de recunoasterea si lizarea celulelor tinta infectate viral (fig.3B), sau celule tint2 pulsate cu
peptida epitop nucleoproteina restrictionatd H-2K¢ si celule tintd infectate viral. Aceasta
demonsteaza specificitatea lor, precum si abilitatea lor de a detecta epitopul generat in mod
natural in celulele infectate.

O masurd mai stringent3 a imunogenitatii vaccinului ADN NP a fost evaluarea
raspunsului CTL primar. Celule splenice prelevate de la soareci injectati ADN NP s-au activat
prin expunere la Con A si IL-2, dar nefiind anterior restimulate in vitro cu celule care exptiima
antigenitatea testarii capacitatii lor de a omori tinte corespunzitoare. Splenocitele de la
goareci imunizati cu ADN NP, cand s-au activat in vitro cu Con A si IL, fara restimulare
antigen specifica, au lizat, atat celule tinta pulsate epitop, cat $i infectate viral (fig.3C si D).
Aceasta activitate litica a celulelor splenice restimulate, cat si activate apare favorabild com-
parativ cu cea a splenocitelor tratate similar, derivate de la goareci care au fost anterior
infectati cu influenza A/HK/68 o tulpina virulenta H3N2 adaptat3 la soareci. tulpini ce a
aparut la 34 ani dupa A/PR/8/34(H1NI).

Astfel, infectarea ADN NP a generat CTL care au fost specifice pentru epitopul
nucleoproteinei si care au fost capabile s3 identifice antigenul prelucrat natural (adica, au
putut sa omoare celule infectate viral).

De asemenea, s-au generat CTL NP in soareci C3H si soareci transgenici B6 care
exprima HLA-A,,. ,

S-au detectat CTL in spline de soareci BALB/c injectati cu o doza de 1 pg ADN NP
(cea mai scazuts doza testatd) (Tabelul 1).
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Tabelul 1
Raéspunsuri CTL la soareci dupa o singura injectie ADN NP

Inocul Doza Liza specifica sC
ADN NP 400 52,5 10.7
400 8,4 10.2

ADN NP 200 75,6 5.4
200 44,6 42

ADN NP 100 76,7 2¢
100 35,6 8.¢

ADN NP 50 62,9 0.£
50 76,7 7.4
ADN NP 10 83,2 10.”
10 37,7 2.2

ADN NP 1 442 2

1 13 2

ADN control 100 49 i
Gripa - 79,3 8.2

Tabelul 1: Soareci femele BALE'¢ (4-6 saptamaéni) s-au injectat cu o dozz unica de
ADN NP A/PR/34 (VIUNP) sau ADN cantrol (VIJ) la dozele indicate. Pentru comparatie,
soarecii s-au infectat cu virus gripal A/PR/34. S-a obtinut CTL dupé 8 saptdmani, s-zu resti-
mulat in vitro cu celule splenice singenice pulsate peptida NP si s-au analizat fatz oz celule
P815 pulsate peptida NP la un raport elector/tinta de 50:1. Datele sunt prezentzizs ca liza
specifica % individual, pentru soareci reprezentativi.

Experimentele urmatoare au aratat c3 §oarecii care au primit o doza de 1 pg zu men-
tinut CTL NP pentru cel putin 4,5 luni (cel mai tarziu punct de timp testat). Marimez raspun-
surilor CTL dupa injectarea cu ADN a fost comparabila celor de la soareci infectati fifiuenza.
Totusi, ar fi de ramarcat c3 analiza CTL dupa restimularea antigenica in vitro nu este strict
cantitativa. Prin urmare,inventia a dezvoltat de obicei, analize de dilutie limitat2 pentru a
analiza mai precis nivelurile cantitative ale CTL NP specifice la soareci. La soaredii care s-au
injectat cu 3 doze de 100 pg ADN NP, respunsurile CTL s-au detectat la cel putin 6 iuni dupa
imunizare. (fig.1). Deci, un PRV influenza are potentiatul de a genera raspunsuri CTL de
lunga durata orientate spre antigeni gripali conservati.

Injectarea soarecilor cu ADN NP 2 avut ca urmare producerea unui titru inzk de anti-
corpi IgG anti-NP (fig.2). Generarea titrului inalt de anticorpi IgG la soareci este considerata
ca necesitand celule Hel perr T CD, (P.Vieira ADN K.Kajewsky, Int.Immunol.2, 487. (1990);
J.J.Donnely si colab.., J.Immunol, 145, 3071 (1990). Aceasta aratd ca NP exprimata de
plasmid in situ s-a prelucrat pentru prezentare prin ambele clase | si |l.

Exemplul 4. Protectia soarecilor Ia provocare cu virus gripal uman virulent

Rolul anticorpilor la provocare cu virus gripal uman virulent.

Rolul anticorpilor NP in imunitatea de protectie fata de gripa este dovedit prin doua
abordari: initial, s-au determinat titrurile virale puimonare intr-un experiment de transfer
pasiv. Soareci femele BALB/c in varsti de cel putin 10 saptdmani s-au injectat intraperito-
neal cu 0,5 ml de colectat seric (diluat in 2,0 ml PBS) de la goareci care fusesera njectati
de 3 ori pe zi cu 200 pug de ADN NP. Soarecii de control s-au injectat cu un volum egal de
colectat seric normal, de goarece sau cu colectat seric de la soareci care s-au recuperat
dupd infectie cu A/HK/68, de asemenea, in 2,0 m! PBS.
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Doza de ser imun A/HK/68 s-au ajustat, astfel, incat titrul ELISA al anticorpului anti-
NP a fost egal celui din colectatul sefic de la soareci injectati ADN NP. Soaredii s-au provo-
cat neanesteziati in manieri oarba cu 10* TCID,, de A/HK/68, 2 h dupa injectarea de ser si
au primit o injectie suplimentara dintr-un volum egal de ser, 3 zile mai tarziu. S-au sacrificat
soarecii la 6 la 7 zile dupa injectare § s-au determinat titrurile virale pulmonare in TCID /m
aga cum s-a descris de catre Moran (J.Immunol. 146, 321, 1991).

Soareci fara contact gripal anterior s-ay infuzat cu antiser anti-NP, obtinut de la
goareci care s-au injectat cu ADN NP $i apoi s-au provocat cu A/HK/68. Provocirile virale
s-au realizat cu o tulpind A/HK/68 §i s-au mentinut in continuare, prin pastrere in vivo la
goareci (Dr.l.Mbawuike, comunicare personald). Stocul de insdmantare viralz folosit a fost
omogenat de plamani de la sozreci infectati si a avut un titru de infectivitate 5 x
10°.TCID,y/ml pe celule de MDCK.

Pentru studiile de determinz-= a titrului viral pulmonar si de pierdere in greutate s-au
realizat provocari in maniera oarb prin instilatia a 20 pl care contin 10* TCID,, pe narile
soarecilor neanesteziati, care conduz Ia infectia progresiva a pldmanilor cu virus. dar infectia
nu este letald la soareci BALBI/c (Yetter.R.A si colab., Infect.Immunity 29, 634, 1980). in
experimente de supravietuire soarezi s-au provocat prin instilarea a 20 pl care contin 1023
TCIDs, pe nari sau anestezie totalz ¢ ketaming si xilazina, infectarea §oareciler anesteziati
Cu aceasta doza provoaci o infecte pulmonara rapida, care este letal3a pentrz 90 - 100 %
din soarecii neimunizati (J.L. Schulm.zn ADN E.D:Kilbourne, J.Exp.Med.1 18, 257.1963; G.H.
Scott ADN R.I.Sydiskis, Infect. immunity 14, 698, 1976; R.A. Yefter si colab..,
Infect.Immunity 29, 654, 1980). Titnurile virale pulmonare s-au determinat prin titrare serial3
pe celule MDCK (obtinute de la ATCC. Rockville, MD), in placi cu 96 godeuri, 2sa cum s-a
descris de Moran si colab.., (Ibid).

Nu s-a observat nici o reducere in titrurile virale pulmonare la goareci czre au primit
antiser anti-NP (6,3+0,2: medie + SEM; n=4). Ca un control pozitiv, s-a coleczt ser de la
soareci care au fost infectati cu A/HK/68 si s-a transferat pasiv la 4 soareci farz experienta
gripald. Dup3 o provocare cu A/HK/6E nu s-a detectat infectie viral3 in pl@mani bor, indicand
ca acest ser impotriva virusului integral a fost complet protector pentru provocare cu virusul
omolog. in al doilea rand, soarecii f2ra experientd gripald s-au imunizat cu NP purificat
(5 ug/picior, de 3 ori intr-o perioadz de 6 saptdmani) prin injectare i.m. Acesti soareci au
generat titruri ridicate de anticorpi specifici NP, dar au esuat in ceea ce priveste producerea
de CTL NP - specifice $i nu au fost protejati de o doza letal3 de virus. Prin urmare, spre
deosebire de efectul de neutralizare al anticorpilor pentru virus integral, IgG anti-NP din
circulatie nu confera imunitate de protectie pentru soareci.

S-a evaluat eficacitatea de protectie in vivo a injectarilor ADN NP pentru a determina
daca un raspuns imun mediat celular a fost functional in mod semnificativ. O mésura direct3
a eficacitatii raspunsului imun a fost capacitatea soarecilor imunizati la inceput cu ADN NP
de a rezolva o infectie pulmonara subletal progresiva cu o tulpini influenza homoloaga
(AJTHK/68;H3N2). Provocirile virale s-au condus asa cum s-a descris mai sus. Soarecii
imunizati cu ADN NP au avut titruri virale pulmonare, dupa provocare, cu 3 ordine de marime
mai scazute in ziua 7 (1,0 +1 \0; medie +SEM; n=4) decat cele ale soarecilor de control care
nu au fost imunizati ori care s-au imunizat Cu vector blanc (4,5 + 0,0; medie +SEM; n=4). De
fapt, 3 din 4 soareci imunizati au avut niveluri de virus in plaman nedetectabile. in timp ce
9 dintre controale au fost limitati de virus la acest moment. Diferentele substantiale in titrurile
virale pulmonare observate in acest experiment si alte 6 demonstreazs c3 raspunsul imun
a accelerat indepartarea virusului. Lipsa efectului protector al vectorului blanc de control con-
firma c& nu ADN-ul a fost responsabi pentru raspunsul imun. Mai mult decat atat, deoarece
tulpina virald de provocare, A/HK/68 (o tutpind virutents H3N2 adaptata la soarece) a fost
heteroloaga fata de tulpjna A/PR/8/34 (HINI) de la care s-a clonat gena NP, imunitatea a fost
in mod clar heterotipica.
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Ca o masurd a inducerii morbiditatii de citre virus, s-a urmarit pierderea masei la
soareci care s-au injectat subletal cu influenza A/HK/68 dupa imunizare cu ADN NP (fig.4).
Drept controale s-au folosit goareci nemnjectati sau injectati cu vector blanc. Soarecii imuni-
zati cu ADN NP prezinta pierdere de greutate mai mica si o mai rapida revenire la greutatile
lor dinaintea provocarii dup3 infectia gripald A comparativ cu soarecii de control.

Infectia intranazald a soarecior cu gripa A anesteziafi total produce diminuarea
rapida a replicarii virale in plamani st moartea in 6-8 zile dac3 infectia nu se controleazi
(R.A.Yetter si colab., Infect. Immunity 28. 654 (1980). Supravietuirea soarecilor provocati prin
aceasta metoda reflects capacitatea lor de a limita severitatea unei infectii pulmonare acute.
S-a studiat capacitatea soarecilor de z supravietui provocérii cu 2 tulpini gripale diferite.,
AJHK/68 (vezi fig.5) si AIPR/8/234. Sozrecii imunizati anterior cu ADN NP au prezentat o rats
de supravietuire de 90% comparativ cu 0% in cei injectati cu vector blanc si 20% in anima-
lele de control neinjectate (fig.5). Dintr-un total de 14 astfel de cazuri studiate, soarecii imuni-
zati cu ADN NP au prezentat o rata de supravietuire cu cel putin 50 % mai mzre decat
controalele. Astfel, capacitatea raspunsului imun indus de ADN NP au prezentzt o rat3 de
supravietuire cu cel putin 50 % mai mae decat controalele. Astfel, capacitatea rzsounsului
imun indus ADN NP de a accelera eficent recuperarea si descresterea bolii produse printr-
un virus dintr-o tulpina diferiti care a acérut 34 ani mai tarziu sprijina ratiunea alezzrii unei
proteine conservate pentru generarez raspunsului T limfocitar citotoxic.

Exemplul §. Izolarea genelor ¢ Ia izolate virale influenza

Multe dintre tulpinile influenza vechi sunt depozitate la ATCC (The 1990 Cetalogue
of Animal Viruses & Antisera, Chlamydiae & Rickettsiae, 6" Edition) enumera 20 tulpini
influenza A si 14 tulpini influenza B).

A. Tulpini virale si purificare:

Tulpinile gripale cuprinse in vaccnul curent din sezonul de gripa 1992 s-a obtinut de
la Dr.Nancy J.Cox de la Division of Virzl ADN Rickeettsial Dieseses, Centers of Disease
Control, Atlanta, GA. Aceste tulpini sunt: (1) A/Beijing/353/89 (H3N2); (2) A/Texax/36/91
(H1N1); (3) B/Panama/45/90; si 849 AfGeorgia/03/93.

Toate aceste virusuri s-au crescut prin trecere in doua embrioane de ¢ - 11 zile
(exceptie A/Georgia care s-a crescut in celule MDCK), (100 - 200 pe preparat viral) i s-au
purificat printr-o modificare a metodei descris3 de Massicot si colab.., (Virology, 101, 242-
249 (1980). Pe scurt, suspensiile virale s-au clarificat prin centrifugare la 8000 rot/min
(Centrifuga Sorvall RC5C, rotor 65-3 s 2poi s-au paletat prin centrifugare la 16000 rot/min,
timp de 2 h intr-un rotor Beckman, Tip 19. Virusul paletat s-a resuspendat in STE (0,1 M
NaCl, 20 mM Tris, pH =7,4, 1 mM EDTA) si s-a centrifugat la 4000 rot/min, timp de 10 min
(centrifugd Herle Z 360 K) pentru indepartarea agregatelor. S-au depus 2 ml supematant
pe un gradient discontinuu de sucroza obtinuts din 2 ml sucrozs 60% acoperita cu 7 mi
sucroza 30% tamponata cu ETE si s-a centrifugat la 36000 rot/min (Beckman, rotor SN-40)
90 min. Virusul grupat s-a colectat la interfata, s-a diluat de 10 ori cu STE si s-a paletat la
30000 rot/min, 2 h (rotor Bechman T¥5). Virusul paletat la 30000 rot/min, 2 h (rotor
Beckman Ti45). Virusul paletat s-a inchetat apoi, la -70°C.

B. Extractia ARN-ului viral si sinteza cADN
ADN-ul viral s-a purificat din virus inghetat prin extractie guaniding izotiocianat folosind un
Kit accesibil comercial (Stratagens, La Jolla, CA) folosind metoda lui Chomaczynski si
Sacchi (Anal.Biochim.162, 156-159. S-a preparat cADN dublu catonar de la ADN viral folo-
sind un kit de sintezi cADN accesibil comercial (Pharmacia) dupa instructiunile fabricantului
cu cateva modificari. Prima band3 cADN s-a initiat folosind o oligodeoxiribonudeotids 5-
AGCAAAAGCAGG-3', Secv.ID.Nr:30, care este complementara la o secventa conservats
localizata la capatul terminal 3' al ADN-ului viral pentru toate genele tulpinii A. Aceast3
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secventa este comuni tuturor tipurilor de ADN-uri virale influenza A $i prin ummare asigura
0 metoda pentru clonarea oricarei gene a virusului gripal tulpina A. Dupa sinteza primei si
celei de a doua benzi a cADN-ului reactiile s-au extras cu fenol/cloroform si s-au precipitat
Cu etanol fard sa se mai continue urmand instructiunile trusei. Aceste cADN-uri tesite la
capete au fost apoi legate direct in vectorul VIJneo sau VlJns care apoi, s-au digerat cu
enzime de restrictie BgLIl, s-au tesit la capete cu ADN polimerazad T4 si s-au tratat cu
fosfataza alcaling intestinals de el

Pentru ciutarea genelor virzle particulare de lungime integrald s-au folosit oligo-
dioxiribonucleotide sintetice care $-24 denumit prin complementul capatul terminz! 3' al cap3-
tului translational al cadrului deschis de citire al unei gene de lungime intrezgz prin carto-
grafiere de restrictie si determinarez marimii pe electroforeze in geluri de agarozz, s-au veri-
ficat prin secventarea dideoxinucleztidics a ambelor jonctiuni ale genei virale de ViJneo.
Secventa jonctiunilor pentru fiecare cena clonati de la aceste virusuri este datz maj jos in
exemplul 8.

Strategii similare s-au folos=: pentru clonarea cADN-urilor de Ia fiecare dintre viru-
surile numite mai sus cu exceptiz ..i B/Panama/45/90 care nu are secvente comune la
fiecare capat al ARN-ului viral, in acest caz folosindu-se un amestec de oligodecxibonucleo-
tide pentru initierea sintezei primei zenzi CADN.Acesti primeri au fost:

(1) 5‘-AGCAGAAGCGGAGC-3’, Se2v.ID Nr:31:pentru PB1 si PB2;
(2) 5'-AGCAGAAGCAGAGCA-3‘, Secv.ID Nr:19:pentru NS si HA;
(3) 5‘-AGCAGAAGCACGCAC-3', Secv.ID Nr:22: pentru M; si

4) 5'-AGCAGAAGCACAGCA-3', Secv.ID Nr:23:pentru NP.

Pentru genele care s-ay clonzt prin PCR s-a folosit direct solutie de cADN tesit la
capete, in reactii PCR ca matritd ADN. Primerii folositi pentru clonarea celor 6 gene influenza
obtinute prin PCR sunt precum urmezz3:

1. Gena HA de Ia A/Georgia/03/93

primer sens: Secv.ID Nr:33

S'GGT ACA ACC ATG AAGACT ATC ATT GCT TTG AGC 3'

primer anti-sens:Secv.ID Nr34:

5" CCA CAT AGA TCT TCA AAT GCA AAT GTT GCA CCT AAT G 3

2. Gena HA de la AIT. exas/36/91

primer sens: Secv.ID Nr:35:

S'GGT ACA ACC ATG AAA GCA AAA CTAGTC CTG TTA TG 3'

primer anti-sens:Secv.ID Nr36:

S'CCA CAT TCA GAT GCATAT TCTACACAAAG 3' .

3. GenaHA de Ia B/Panama/45/90

primer sens:Secv.ID Nr:37:

5'GGT ACA ACC ATG AAG GCA ATA GTACTACTC ATG 3'

primer anti-sens:Secv.ID Nr.38:

S'CCA CAT TTA TAG ACA GAT GGA GCA AGA AAC ATT GTC 3'

4. Gena Ml de la A/Beijing/353/89

primer sens:Secv.ID Nr:39:

S'GGT ACA AGA TCT ACC ATG CTT CTA ACC GAG GTC 3'

primer anti-sens:Sec.1S:40:

5'CCA CAT AGA TCT TCACTT GAA CCG TTG CAT CTG CAC 3'

5. Gena NP de Ia B/Panama/45/90

primer sens: Secv.ID Nr-41-

5'GGT ACA TCC ACC ATG TCC AAC ATG GAT ATT GAC GGC 3'
primer anti-sens:Sec.1D:42-
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5' CCA CAT GGA TCC TTAATA ATC GAG GTC ATC ATAATCCTC3

6. Gena Ml de la B/Panama/45/80

primer sens: Secv ID Nr:43:

5'GGT ACA GGA TCC ACC ATG RCG CTG TTT GGA ACAATTGCC3

primer anti-sens:Secv.ID Nr:44:

5' CCA CAT GGA TCC TTATAG GTA TTT CTT CAC AAG AGCTG 3

Toate clonele genei influenza, éaci s-au generat CADN sau PCR, s-au verificat prin
secventare prin siturile de ligare in genz si expresia genei in celule RD transfectate. Expresia
s-a detectat prin imunobloot.

Constructele NP si M1 pentru tuipina A/H3N2 (vectorii 4 i 5) s-au facut de ka genele
A/Beijing/353/89. S-au ales aceste gene datorita gradului asteptat ridicat de conservare al
genelor NP si Mt si datoritd accesibilitzsii lor.

Pornind de la cele anterioare s-au combinat, pentru formarea unui vacgin. un grup
de 7 vectori de expresie preferati, grug care include:

1. VlJns-HA (A/Georgia/03/93) 6,56 Kz
2. VlJns-HA (A/Texas/35/91) 6,56 Kb

3. Vlns--HA (B/Panamal45/90), 6,61 Ko
4. VIIns-NP (A/Beijing/353/89) 6,42 K=
3. Vidns-MI (a/Beijing/353/89 5,62 Kb

6. VIdns-NP (B/Panamal45/90) 6,54 Kz
7. Vlns-MI (B/Panama(45/90) 5,61 Kt

Secventele relevante pentru jonctiunile acestor gene in vectori de expresie sunt date
mai jos. Pentru confirmarea corectitudinii genelor clonate a fost nevoie si se secventeze
doar portiuni mici ale constructelor. Prin comparatie cu gene similare cunoscute. este usor
sa se confirme ci gena dat3 este o genz NP, 0 gend HA, o geni M, etc. De exemplu, sec-
venta genei HA A/Texas este foarte 2semanitoare cu secventa genei HA A/Kev/59/79,
secventa care este accesibild in GENBANK sub numarul de acces M38353. In mod asem-
nator, pentru secventa genei HA B/panzma, care este foarte asemanatoare secventei HA
B/EnglADN/222/82, care de asemenez. este accesibild in GENBANK sub numand de acces
MI8384. In acelasi mod, poate fi confimata identitatea oricarei secvente clonate pentru o
gena data de la oricare virus gripal uman. In fiecare din cazurile de mai jos, s-a confirmat,
atat o secventa 5', cat sio secventa 3' pentru asigurarea ci a fost prezenta intreaga gena.
in fiecare caz codonul ATG subliniat aratd codonul de start pentru gena influenza. in timp
ce secventa subliniata din portiunea 3' este codonul stop.

1. ViIns-HA (A/Georgia/03/93) 6,56 Kb

Secventa 5" (Secv.ID Nr:46:)

-.TCA CCG TCC TTA GAT C/GG TAC AAC CATGAA GAC TAT CAT TGC TTT GAG CTA
CATTTT ATG TCT GGT TTT CGC...

Secventa 3' (Secv.ID Nr:47:)

~TCATGCTITTTG CTTTGT GTTGIT TTG CTG GGG TTC ATC ATG TGG GCC TGC
CAA AAA GGC AAC ATT AGG TGC AAC ATT TGC ATT TGA AIGA TCT ATG TGG GAT
CTGCTG TGC...

2. V1dns-HA (A/Texas/36/91) 6,56 Kb:

Secventa 5" (Secv.ID Nr:48;)

- TTA GAT C/GG AAC ATG AAA GCA AAA CTA CTA GTC CTG TTATGT GCATTT ACA
GCT ACA TAT GCA....

Secventa 3": (Secv.ID Nr:49:) ~

~-CTG GTC CTT TTG GTC TCC CTG GGG GCAATC AGC TTC TGG ATG TGT TCT AAT
GGG TCT TTG CAG TGT AGA ATA TGC ATC TGA ATG TGG/GAT CTG CTG TGC CTT...
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3. Vidns-HA (B/Panama/45/90) 6,61 Kb:

Secventa 5" (Secv.ID Nr:50:)

...CCT TAG ATC /GGT ACA ACC ATG AAG GCAATA ATT GTACTA CTC ATG GTAGTA
ACA TCC AAC GCA GAT CGA ATC TGC ACT GGG ATA ACA TCT TCA AAC TCA CCT
CAT GTG...

Secventa 3': (Secv.ID Nr:51:)

- TTG GCT GTAACA TTG ATG ATA GCT ATT TTT ATT GTT TAT ATG GTC TCC AGA
GAC AAT GTT TCT TGC TCC ATC TGT CTA TAA ATG TGG/GAT CTG CTG TGC CTT...

4. VlJns-HA (A/Beijing/353/89) 6,42 Kb:

Secventa 5" /Secv.ID Nr:52:)

...GTC CTT AGA TC/C ACC _ATG GCG TCC CAA GGC ACC AAA CGG TCT TAT GAA
CAG ATG GAA ACT GAT GGG GAA CGC CAG AAT GCA ACT..

Secventa 3': (Secv.ID Nr:53:)

..GAA AAG GCA ACG AAC CCG FTCGTG CCCTCT TTT GAC ATG AGT AAT GAA GGA
TCT TAT TTC TTC GGA GAC AAT GCA GAA GAG TAC GAC AAT TAA GIGATCT GCT
GTG CCT...

5. V1Jns-M1 (A/Beijing/353/89) 5.€2 Kb

Secventa 5': (Secv.ID Nr: 54:)

-.CTTAGA TC/C AGATCT ACC ATGAGT CTT CTA ACC GAG GTC GAA ACG TAT GTT
CTC TCT ATC GTT CCA TCA GGC CCC CTC AAA GCC GAA ATC GCG GAG AGA CTT
GAA GAT GTC TTT GCT GGG AA4 AAC ACA GAT...

Secventa 3" (Secv.ID Nr:55:)

-GGG ACT CAT CCT AGC TCC AGTACT GGT CTA AAA GAT GAT CTT CTT GAA AAT
TTG CAG ACC TAT CAG AAA CGA ATG GGG GTG CAG ATG CAA CGG TTC AAG TGA
AGA TCT ATG TGG/GAT CTG CTC TGC CTT...

6. VlJns-NP(B/Panama/45/90) 6,54 Kb

Secventa 5" (Secv.ID Nr:56:)

.CTT AGA TC/C ACC ATG TCC AAC ATG GAT ATT GAC GGT ATC AAC ACT GGG ACA
ATT GAC AAA ACA CCG GAA GAA ATAACT TCT...

SECVENTA 3'/Secv.ID Nr:37:)

-.GTT GAA ATT CCA ATT AAG CAG ACCATCCCCAATTTCTTCTTT GGG AGG GAC
ACA GCA GAG GAT TAT GAT GAC CTC GAT TAT TAA G/GA TCT GCT GTG...

7. V1Jns-M1 (B/Panama/45/90) 5,61 Kb

Secventa 5': (Secv.ID Nr:58:)

-.CTTAGA TC/C ACC ATG TCG CTG TTT GGA GAC ACA ATT GCC TAC CTGCTT TCA
TTG ACA GAA GAT GGA GAA GGC AAA GCA GAA CTA GCA GAA AAA TTA ..
Secventa 3" (Secv.ID Nr:59:)

~-AGA TCT CTT GGG GCA AGT CAA GAG AAT GGG GAA GGA ATT GCA AAG GAT
GTG ATG GAA GTG CTA AAG CAGAGC TCT ATG GGA AAT TCA GCT CTT GTG AAG
AAA TAC CTA TAA G/GA TCT GCT GTG...

Exempilul 6. Vectorul de expresie VIJ, secventa ID Nr:10

Pentru crearea lui VIJ s-a urmarit indepartarea elementelor de initiere si terminarea
a transcriptiei din vectorul VI, in vederea inlocuirii lor Cu un context mai definit, crearea unui
vector mai compact si imbunatatirea randamentelor de purificare a plasmidului. Vectorul ViJ
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este derivat de la vectorii Vi (vezi exsmplul 1) si pUC18, un plasmid accesibil comercial.
Vectorul VI s-a digerat cu Sspl si EccRl care produs 2 fragmente ADN. Cel mai mic dintre
aceste fragmente, care contine promozarul CMVintA $i elementele de terminare 2 transcrip-
tiei pentru hormonul bovin de crestere (BGH) care controleazi expresia genelor heteroloage
(Secv.ID Nr:11) s-a purificat, de la ¢ electroforeza in gel de agaroza. Capetele acestui
fragment de ADN au fost apoi “retezz:e” folosind enzima ADN polimeraza T4, in vederea
facilitatii lig&rii lui la alt fragment ADN “zapét-retezat”.

S-a ales pUCI8 pentru a asic.-a “miezul” expresiei vectorului. El este cunoscut a
produce randamente inalte de plasmic sste bine caracterizat prin secventa si funcie si este
de marime minima. Conform inventie s-a indepartat in intregime operonul lac din acest
vector, care nu este necesar pentru sczzurile urmarite $i poate dduna randamentese plasmi-
dului gi expresiei genei heteroloage. =rin digestie partiald cu enzima de restricie Haell.
Plasmidul care a ramas s-a purificat 6= z o electroforezs in gel de agaroz3, s-a tesit la ca-
pete cu ADN polimeraza T4, s-a trata: = fosfataza alcaling intestinal de vitel si s-z ligat la
elementul CMVintA/BGH descris ms’ sus. S-au obtinut plasmide care prezints cele dous
orientari posibile ale elementelor promz:zare din cuprinsul lui pUC. Unul din aceste slasmide
a dat randamente mult mai mari ale AZ\-ului in E.coli si s-a desemnat VIJ (Secv.1D Nr:10).
Structura acestui vector s-a verificat z-n analiza secventei regiunilor de jonctiL-e si s-a
demonstrat ulterior c3, da expresia ge-zlor heteroloage comparabild sau mai riczat3 fata
de VI.

Exemplul 7. Constructul gene .irusului influenza in vectorul de expresie YIJ

Numeroase gene ale tulpinii v-zle influenza A/PR/8/34 s-au clonat in vectorul de
expresie VIJ, care, asa cum s-a remarzz- in exemplul 4, produce expresie la nivelus tot asa
de ridicate sau mai ridicate decat vex=srul VI. Secventele genei PR8 sunt cuncscute Si
accesibile in baza de date GENBANK =entru fiecare din genele clonate mai jos. s-a inre-
gistrat marimea fragmentului clonat p~1 masurare pe gel si este dat numarul de acces
GENBANK fata de care s-au compara: secventele partiale. Pentru o metoda de obtinere a
acestor gene de la tulpini virale, de exe™iplu, de la virusul obtinut de la ATCC (APR/BI3411
este ATCC VR-95; sunt depozitate lz2 ATCC numeroase alte tulpini), vezi exempiul 4.

A. Subclonarea genelor PR8 iri VIJ

1. Gena NP

Gena NP s-a subclonat de lz fAPR501 (J.F.Young, U.Desselberber, P.Graves,
P.Palese, A.Shatzman ADN M.Rosenberg (1983) in The Origine of PADNemic Influenza
Viruses, ed.W.G.Laver (Elsevier, Emsterdam), pp.129-138. Ea s-a excizat prin sectionarea
PAPRS5ol cu EcoRl, fragmentul s-a purficat pe gel si s-a tesit cu ADN polimerazd T4.
Fragmentul clonat are o lungime de 1.2 kilobaze si s-a inserat in VIJ tdiat cu Belll i, de
asemenea, tesit cu ADN polimeraza T¢.

2. NS

Gena NS s-a subclonat de Iz PAPR801 (J.F.Young, U.Desselberber, P_.Graves,
P.Palese, A.Shatzman si M.Rosenberger (1983), in The Origins of pandemic Influenza
Viruses, ed. W.G .laver, (Elsevier, Amsterdam, pp.129-138).

Ea s-a excizat prin sectionarea pAPRS8ol cu EcoRl, fragmentul s-a purificat pe gel $i s-a tegit
cu ADN polimeraza T4. Fragmentul clonat are o lungime de 0,9 Kb (regiunea codificata
completa incluzand NS1 si NS2).

3. HA

Gena HA s-a subclonat de la pJZ102 (J.F.Young, U.Desselberber, P.Graves,
P.Palese, A.Shatzman si M.Rosenberger (1983), in The Origins of pandemic Influenza
Viruses, ed. W.G.Laver, (Elsevier, Amsterdam), pp.129-138.
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Ea s-a excizat prin sectionarea pJZ102 cy Hind IIl, fragmentul s-a puriiicat pe gel si
s-a tesit cu ADN polimeraz3 T4. Fragmentul tesit s-a inserat in VIJ tiiat cu Bel Il si, de ase-

~

menea, tesit cu ADN polimerazs T4. Fragmentul clonat are o lungimea de 1.75 kp.

Gena PB1 s-a subclonat de k2 pGemi-PB1 (Jonctiunile 5'si 3' ale genelor vectorulului
S-au secventat pentry verificarea identitatii lor. Vezi J.F.Young, U.Desselberber. P.Graves,
P.Palese, A.Shatzman si M.Rosenberger (1983), in The Origins of pandemic Influenza
Viruses, ed.W.G.Laver, (Elsevier, Amsterdam), pp.129-138.

Ea s-a excizat prin taierea pGem-PB1 cu Hind ll, fragmentul s-a purificz:in gel si s-a
tesit cu ADN polimerazs T4. Fragmentul s-a inserat in V1J taiat cu Bgl Il si, ¢= asemenea,
S-a tesit cu ADN polimerazs T4. Fragmentul clonat g fost in lungime de 2,3kz.

Gena PB2 s-a subclonat de Iz pGem1-P82(Jonc§iunile 5'si 3' ale gene ar vectorului
S-au secventat pentru verificarea identitatii lor. Vezi J.F.Young, U.Desselberbe- P.Graves,
P.Palese, A.Shatzman $i M.Rosenberger (1983), in The origins of pandemic Influenza
Viruses, ed.W.G Laver, (Elsevier. Fmsterdam), Pp.129-138. Ea s-3 decupe: orin tiierea
pGem-PB2 cu BamH | si fragmenty s-a purificat in gel. Fragmentul cy Capete= zdezive s-a
introdus in VIJ taiat cu Bglll. Fragmentul clonat a fost de 2,3 kb.

6. Ml

P.Palese, A.Shatzman $i M.Rosenberger (1983), in The Origins of pandemic Influenza
Viruses, ed. W.G. Laver, (Elsevier, Fmsterdam), Pp.129-138), folosind oligomerul 5-GGT
ACA AGA TCT ACC ATG CTT CTAACC GAG GTC-3', Secv.ID Nr'3 pentru primerul “sens”
si oligomerul 5-CCA CAT AGA TCT TCA CTT GAA CCG TTG TTG CAT CTG CAC -3,
Secv.ID Nr:4, pentru primerul “anti-sens”. Fragmentul PCR s-a purificat in gel. s-a taiat cy
Bgl ll sis-a ligat in VIJ taiat cy BGI ll. Fragmentul clonat a fost de 0,7 kb lungime. Capatul
amino terminal al luj Mi este codificat in primeruyl ‘sens” prezentat maj Sus ca codon “‘ATG”,
in timp ce codonul stop al translatiei Ml este codificat prin codonul invers “TCA”, care in
directia sens este codonyl stop “TGA”.

B. Constructe de expresie a geneij ViJ-influenza

In fiecare caz este prezentatz jonctiunea Sécventelor de la regiunea promotoare 5'
(CMVintA) in gena clonats. Secventele s-ay generat prin Secventarea primenilui: primer
CMVintA 5-CTA ACA GAC TGT TCC TTT CCA TG-3', Secv.ID Nr:28, care genereazs

adatun anticorp specific anti-HA inaintea analizei Western blot, evitand astfel necesitatea

teinele PB1, PB2 $i NS a fost asigurat prin Stephen Inglis de Ia Universitatea Cambridge,
care a folosit proteine purificate exprimate ca proteine fuzionate B-galactozidazi pentru
geénerarea de antiseruri. Antiser policlonat anti-NP s-a generat prin imunizarea lepurilor cu
virus integral A/PR/8/34. Anticorpul anti-M| este accesibil comercial de |g Biodesign ca un
antiser de captj anti-gripd, numar de catalog B65245G. in fiecare caz s-a observat o
proteina de marime anticipata, care confimz expresia in vitro a proteinei influenza codificate.
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Nomenclatura acestor constructe a urmat conventia “numele vectorului-gena-tulping
de gripd”. In fiecare caz, secventa z fost inregistratd fatd de secvente curcscute din
GENBANK pentru secventa genei A/PR/8/34 clonata $i secventata. Eficacitatez biologica
a fiecareia dintre aceste constructe este demonstrata ca in exemplele 2,3 $i 4 oe mai sus.

Jonctiunile 5' ale secventei incrucisate a CMVINTA si genele gripei de la A’PR/8/34:
1. VIJ-PR-NP, Secv.ID Nr:12; GENBANK numir de acces M38278
5'GTC ACC GTC CTT AGA TC/A ATT CCA GCA AAA GCA GGG

CMVintA NP.....

TAG ATA ATC ACT CAC TGA GTG ACA TCA AAA TCA TG
2. 1.VIJ-PR-PB1, Secv.ID Nr:13: GENZANK numar de acces J02151
5' ACC GTC CTT AGA TC/A GCT TGS CAA AAG CAG GCA AAC

CMVintA PB1...
CAT TTG AAT GGA TGT CAA TCC GAC CTT ACT TTT CTT AAA AGT GCC AGC ACA
AAA TGC TAT AAG CAC AAC TTT CZC TTA TAC
3. VIJ-PR-NS, Secv.ID Nr:14; GENAEANK numar de acces JO2150
S'GTC ACC GTC CTT AGA TC/A AT~ CCA GCA AAA GCA GGG

CMVintA NS.... .
TGA CAA AAA CAT AAT GGA TCC 4:A CAC TGT GTC AAG CTT TCA GGTA3ATTG
CTT TCT TTG GCA TGT CCG CAA ~2G AGT TGC AGA CCAAGAACTAGGGAT...
4. VIJ-PR-HA, Secv.ID Nr:15; GENABANK numar de acces J02143
5" TCT GCA GTC ACC GTC CTT AGATC/A GCT TGG AGC AAA

CMVintA HA ...
AGC AGG GGA AAA TAA AAA CAA CCA AAA TGA AGG CAAACC TAC TGG TCC TGT
TAA GTG CAC TTG CAG CTG CAG ATG CAG ACA CAA TAT GTA GCT ACC ATG CGA
ACA ATT CAACC....
5. VIJ-PR-PB2, Secv.ID Nr:16; GENARANK numar de acces J02153
S'TTT TCT GCA GTC ACC GTC CTT AGA TC/C CGA ATT CCA

CMVintA PB2..
GCA AAA GCA GGT CAA TTA TAT TCA ATA TGG AAA GAA TAA AAG AAC TAA GAA
ATC TAA TGT CGC AGT CTG CCA CCC CGG AGA TAC TCA CAA AAA CCA CCG TGG
ACC ATA TGG CCA TAA TCA AGA AGT...
6. Vij-PR-M1, Secv.ID Nr:17; GENABANK numir de acces J02145
5'GTC ACC GTC CTT AGA TCT/ACC ATG AGT CTT CTAACC

CMVintA M1
GAG GTC GAA ACG TAC GTA CTC TCT ATC CCG TCA GGC CCC CTC AAAGCC
GAG ATC GCA CAG AGA CTT GAA GAG TTG ACG GAA GA...

Cum s-au legat fragmentele:
1. VIJ-PR-NP: (Vector) Bglll tesit la EcoRl tesit (NP)
2. VJ-PR-PB1:(Vector) Bglll tesit la HinDIIl tesit (PB1)
3. VIJ-PR-NS: (Vector) Bglll tesit la EcoRI tesit (NS1)
4. VIJ-PR-HA: (Vector) Bglll telit la HinDIIl tesit (HA)
S. VIJ-PR-PB2: (Vector) Bglll adeziv la BamH1 adeziv (PB2)
6. VIJ-PR-M1: (Vector) Bglil adeziv la Bglll adeziv (M1)
M1 s-a obtinut prin PCR, folosind ca matrita p8901-MITE si primeri care adauga un
sit Bglll la ambele capete 3 baze inainte de codonul de start ATG si exact dupa codonul de
terminare pentru M1 (TGA).
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Exemplul 8. Vectorul de expresie VIJnei, Secv.ID Nr-18

A fost necesar s3 se indepa-ieze gena amp’ folosits pentru selectia dz antibiotice a
bacteriilor care adapostesc ViIJ deozrece ampicilina nu se poate folosi in fermentatoare de
mare capacitate.

Gena amp’ din miezul pUC al lui VIJ s-a indepartat prin digestie cu enzimele de
restrictie Sspl si Eaml 1051. Plasmidul care a ramas s-a purificat prin electrcforez3 in gel
de agarozi, s-a tesit la capete cu ADN polimerazs T4 $i apoi s-a tratat cu fosfz:2z3 alcalina
intestinala de vitel. Gena kan’ accesil3 comercial, derivata de la transpozon:! 903 $i con-
tinuta in plasmidul pUC4K, s-a exczat folosind enzima de restrictie Pstl, s-z purificat prin
electroforezi in gel de agaroza i s-z tratat cu ADN polimeraza T4. Acest fragment s-a ligat
cu miezul VIJ si s-au derivat plesmidele cu gena kan' cu oricare orientzre care s-au
desemnat ca ViJneo numerele 1 $ 3. Fiecare dintre aceste plasmide s-a canfirmat prin
analiza cu enzime de restrictie, secventare ADN a regiunilor de jonctiune si s-z demonstrat
cé& produc cantitati similare de plas~id VIJ. Expresia produselor genei heteroioage pentru
acest vector VIdneo a fost, de asems-ea, comparabild celei a vectorilor VIJ. S-z eles arbitrar
VlJneo nr.1, 3, denumit in continuz-z VIJneo (Secv.1D Nr:18), care contine cena kan' in
aceeasi orientare ca gena amp"din /1J, precum constructul de expresie,

Genele de la fiecare dintre - oinile A/Beijing/353/89, AIT exas/36/91 s B/Panama/
46/90 s-au clonat in vectorul Vidnec == CADN-uri. In fiecare caz, secventele josctiunii de la
regiunea promotoare 5' (CMVintA) 6i- gena clonati s-a secventiat folosind prime-ul:CMVintA
S-CTA ACA GAC TGT TCC TTT CCA TG-3', Secv.ID Nr:28, care genereazz succesiunea
secventei codificatd. Aceasta este invecinata Cu secventa de codificare/terminztor, a cirei
jonctiune este, de asemenea, prezemiata.

Aceasta secvents s-a genere: folosind primerul BGH 5-GGA GTG GCA CCTTCC
AGG-3', Secv.ID Nr:29. care genereaza secventa benzii care nu codifics. in fiecare caz,
secventa s-a verificat fata de secventele cunoscute din GENBANK pentru clonarea si
secventarea genelor din acestea szu alte izolate influenza. Pozitia la care se intalnegte
jonctiunea este demarcats printr-un *, care nu reprezint3 nici o discontinuitate in secventa.
In cazul jonctiunii Vidneo-TX-HA, geld de secventare a fost comprimat si a fost dificil s3 se
citeascd secventa initiald. Prin urmare. primele 8 baze la acea jonctiune s-au prezentat ca
‘N, S-au confirmat aceste nucleotide si s-au dat nucleotidele identificate. Primul “ATG"
considerat in fiecare secventa este codonul de initiere a translatiei pentru respectiva gena
clonata. Fiecare secventa data reprezint3 un construct ADN exprimabild completz. accesibila
pentru gena influenza desemnata. Nomenclatura urmeaz3 conventia: “Numele vectoruluyi -
gena-tulpina gripala”. Eficacitatea biologica a fiecareia dintre aceste constructe este
demonstrata in acelasi mod ca in exemplele 2, 3 si 4 de mai sus.

SECVENTA JONCTIUNILOR 5 ALE CMVintA TNCRUCI$ATA cu GENELE GRIPE]
S TNCRUCI$AREA JONCTIUNILOR 5' ALE CMVintA cu GENELE GRIPE| S
CONSTRUCTELE DE EXPRESIE A TERMINATORULUI BGH, FOLOSIND DIFERITE
TULPINI $1 PROTEINE INFLUENZA
I. A/Beijing/353/89
A. Vlineo-BJ-NP:

PROMOTOR, Secv.ID Nr-20
S' TCA CCG TCC TTA GAT C/AA GCA GGG TTAATA ATC
CMVintA NP...
ACT CAC TGA GTG ACA TCA AAATC ATG GCG TCC CAA GGC ACC AAACGG TCT
TAT
GAA CAG ATG GAA ACT GAT GGG GAA CGC CAG ATT
TERMINATOR, Secv.ID Nr-21
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5' GAG GGG CAA ACA ACA GAT GGC TGG CAA CTA GAA GGC
ACA GCA GAT/ATT TTT TCC TTAATT GTC GTAC...

BGH NP...
Il. AITEXAS/36/91
A. Vldneo-TX-HA
PROMOTOR, Secv.ID Nr:24:
5-CCT TAG ATC/GGA AAT AAA AAC CAA AAT GAA
CMVintA HA...
AGC AAAACT ACT AGTCC...
TERMINATOR, Secv.ID Nr:25
5" GCA GAT C/CT TAT ATT TCT GAAATT CTG GTC TCA GAT...

BGH HA...

lll. BIPANAMA/46/90
A. Vldneo-PA-HA
B. PROMOTOR, Secv.ID Nr:26 (Primeie 1080 baze ale acestei secvente sunt accesibile pe
GENBANK cu numerele de acces M&5171: secventa obtinutd mai jos este identica cu
secventa cunoscuts; Secventa 3' (Secv.ID Nr:27 de mai jos) nu a fost raportatz gnterior)
9'ACC GTC CTT AGA TC/C AGA AGC AGA GCA TTT TCT AAT

CMVintA HA...

ATC CAC AAA ATG AAG GCA ATAATT GTA CTA CTC ATG GTA GTA ACATCC AAC
GCA GAT CGAATC TGC...
TERMINATOR, Secv.ID Nr:27
5' GGC ACA GCA GAT C/TT TCAATAACG TTT CTT TGT AAT GGT AAC...
BGH HA...

Exemplul 9. Producerea de Vins

S-a addugat un sit Sfil la VIJneo pentru a facilita studiile integrarii. S-a adzugat un
linker Sfil de 13 baze perechi, accesibil comercial (New EnglADN BioLabs) la situl Knpl din
secventa BGH a vectorului. S-a linearizat Vidneo cu Kpnl, s-a purificat in gel, s-z tratat cu
ADN polimeraza T4 si s-a ligat la linkend tesit Sfil. S-au ales izolate clonate prin certografie
restrictiva si s-au verificat prin secventarea linkerului. Noul vector s-a desemnat ViJna
(fig.17). Expresia genelor heteroloage cu ViJns (cu Sfil) a fost comparabila expresiei
acelorasi gene in VIJneo (cu Kpnl).

Exemplul 10. Prepararea vectorului VIR

In efortul de a continua optimizarea vectorului de bazi pentru vaccinare, s-a preparat
un derivat al lui VIJns care s-a denumit VIR. Scopul pentru constructul acestui vector a fost
de a obtine un vector vaccin de marime minim&, cu alte cuvinte, fara secventele ADN care
nu sunt necesare, care pastreaza inca in intregime caracteristicile optimizate ale expresiei
genei heteroloage si randamentele ridicate de plasmid pe care le permit VIJ si ViJns. S-a
determinat din literatura, precum $i experimental c& (1) regiunile din miezul pUC care cuprind
originea replicarii pentru E.coli ar putea fiindepartate fara afectarea randamentului plasmi-
dului din bacterie; (2) regiunea 3' a genei kan' care urmeaza cadrului deschis de citire pentru
kenamicina poate fi indepartat daca in locul lui s-a insertat un terminator bacterian (3)
aproximativ 300 bp de la jumatatea 3' a terminatorului BGH au putut fi indepartate fara sa
afecteze functia sa reglatoare (dupa situl enzimei de restrictie kpn! original in elementul
BGH).

VIR s-a construit folosind PCR pentru sintetizarea a 3 fragmente ADN din ViJns
reprezentand CMVintA promotor/BGH terminator, originea replicarii si respectiv, elementele
de rezistenta la kenamicini. S-a adaugat pentru fiecare segment enzime de restrictie unice
la fiecare capat de segment folosind oligomerii PCR:Sspl si Xhol pentru CMVintA/BGH;
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EcoRV si BamHI pentru gena kan' si Bell si Sall pentru orf. Aceste situri enzimatice s-ay
ales deoarece ele permit legarea directionald a fieciruia dintre segmentele ADN derivate
PCR cu pierderea ulterioars a fiecarui sit.

EcoRV si Sspl parasesc ADN-urile tesite care sunt compatibile pentru igare, in timp
ce BamHl si BCII parasesc prelungiride complementare aga cum fac Sall si Xhol. De restric-
fie corespunzitoare indicata mai sus si apoi s-au ligat impreuna intr-un singur amestec de
reactie care contine toate cele 3 segmente ADN. Capaétul 5' al lui orf a fost desemnat pentru
includerea secventei terminator independente T2 rho care este gasitd de obicei in aceasts
regiune, astfel, incat ea a putut fumiza informatia de terminare pentru gena de rezistents la
kanamicina. Produsul ligat s-a confimat prin digestie enzimatica de restrictie (mai mult de
8 enzime), precum $i prin secventarza jonctiunilor ligarii, Randamentele de plasmid ADN si
expresia heteroloags prin folosirez genelor virale din VIR apare similar3 Iui ViJns. Redu-
cerea neta atinsa in marimea vectorului a fost 1346 bp (Vldns= 4,86 kb; VIR=3.52 kb)., vezi
fig.36, Secv.ID Nr:45. Secventele oligomere folosite pentru sinteza VIR (siturilke enzimei de
restrictie sunt subliniate $i sunt idendficate in parantezele care urmeaz3 secventei):

(1) 5-GGT ACA AAT ATT GG CTATTG GCC ATT GCA TAC G-3'(sSPi), Sezv.ID Nr:60,
(2) 5'-CCA CAT CTC GAG GAA CCGGGT CAATTC TTC AGC ACC-3' (Xhol: Secv..id:61

(pentru segmentul CMVintABGH)

(3) 5-GGT ACA GATATC GGA AAC CCA CGT TGT GTC TCA AAA TC-3' (Ecorv), Secv.ID
Nr:62;

(4) 5'-CCA CAT GGA TCC G TAATGC TCT GCC GTT ACA ACC-3'(BamHi). Secv..ID
Nr:63; (pentru segmentul genei rezistente la kanamicing)

(5) 5-GGT ACA TGA TCA CGT AGAAAA GAT CAA ACT TTC TTG-3'(Bcll), Seev.ID Nr.64,
(6) 5'-CCA CAT GTC GAC CC GTA AAA AGG CCG CGT TGC-3'(Sall), Secv.ID Nr:32
(pentru originea replicarii E.colj).

Testul 1. Injectii intradermice ale genelor influenza

Modul pentru introducerea intradermic3 a genelor a fost acelasi ca pentru introduce-
rea intramusaculars, trej injectii a 200 Hg fiecare, 3 saptimani separate, de VI-PR-NP. S-au
prelevat splinele pentry analiza in vitro. la 55 zile dupa cea de-a 3-a injectie si s-au restimulat
CU nonapeptide epitopul nucleoproteinei 1 47-155, Secv. ID Nr:9. Celulele tint4 (celule P815,
de mastocitom de $oarece, singenice cu H-29 de soarece BALB/c) s-au infectzt cu virusul
heterolog A/Victoria/73 $i s-au lizat specific folosing celule splenice ca efector I rapoarte
efector: tinta 5:1 i 40:1. Controalele negative s-ay realizat prin masurarea lizei celulelor tinta
care nu s-au infectat cu un virus gnpal. Controalele pozitive s-au realizat masurand liza
celulelor infectate cu virus gripal prin celule splenice obtinute de la un goarece care s-a
infectat de 3 ori cu 130 Mg VI-PR-NP si care a supravietuit unei infectii cu virus infiuenza viu
apartinand tulpinii A/HK/68.

Rezultate: Liza specifica s-a atins folosind celule splenice de Ia $oareci injectati intra-
dermic la toate rapoartele efector: tinta.

Nu s-a observat nici o liz spectficd atunci cand s-au folosit ca efector celule splenice
obtinute de la soareci neinjectati sau soareci injectati cu vectorul V| lipsit de gena inserat3

>

PR-NP. In plus, liza specificd obtinuta folosind eliberarea intradermici a fost comparabil
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Tabelul 2
Vaccin Mod de eliberare Titrul pulmonar la soareg*
Ziva b Ziua7
VI-PR-NP Intradermic 5,2+0,2 4,1+1>
VI Intradermic 5,9+1 6,6+0,3
VI-PR-NP Intramuscular 4,6+0,4 4.5+1 1>
Nici unul 6,2+0,3 5,940.3

* Titru medie log *SEM
Un soarece nu a avut nici un virus

In final, s-a testat procentul de supravietuire la soareci in ziua 28. In ziua 28 au
supravietuit 89 % dintre soarecii care au primit VI-NP-PR dintre receptorii i.m. si 50 % dintre
receptorii id. Nu a supravietuit nici unul dintre goarecii tratati cu vectorul VI si doz- 30 % din
soarecii netratati. Acest experiment demonstreazi c3 ADN-ul care codifici nuckeoproteine
de la tulpina A/PR/34 a fost capabil sz inducd CTL care recunosc nucleoprotsine de la
tulpina A/PR 34 a fost capabil s3 induca CTL care recunosc nucleoproteine de la tulpina
heteroloagd A/Victoria/73 si un raspuns de protectie imuna fatd de tulpina heeroloaga
A/HK/68.

Testul 2.-Vaccinarea polinucleotidics a primatelor

1. Anticorpul pentru NP Ia maimute Rhesus

S-au injectat im maimute Rhesus (006 NP, 009 NP sau control 101;021) local cu 1
Hg de RSV-NP in 3 locuri pe ziua 1. S-au ficut la aceleasi momente, in locuri separate,
injectii de 1 mg fiecare RSV-LUX st CMV-int-LUX, constructe pentru gena de referinta a
expresiei luciferazei de licurici. Animakle s-au reinjectat pe ziua 15 cu acelasi cantitdti de
ADN ca inainte si, de asemenea, cu 1 mg de pD5-CAT, un construct pentru gena de refe-
rintd pentru expresia cloranfenicol acetil transferaza, fiecare intr-un loc. S-a facut biopsia
siturilor musculare care contin genele de referint3 si s-au analizat pentru activitatea genei
de referinta. S-a colectat ser dupa 3,5.9, 13 si 15 saptdmani dupa prima injectare. Prima
proba pozitiva pentru anticorp anti-NP s-a colectat Ia saptdmana 11 si s-au colectat. de ase-
menea, probe pozitive in sdptdmanile 13 si 15. Anticorpul anti-NP s-a determinat pan ELISA.
Rezultatele sunt prezentate in fig.9.

2. Anticorpul de inhibare a hemoglutinarii (HI) la maimute Rhesus

S-au injectat i.m. maimute cu VI-PR-HA pe ziua 1. Cate 2 animale, au primit fiecare
1 mg sau 100 pg ADN in fiecare muschi cvadriceps. Fiecare injectie s-a administrat intr-un
volum de 0,5 ml. S-a luat sange de la animale inaintea injectarii din ziua 1. Toate animalele
s-au reinjectat cu ADN pe ziua 15 si apoi s-a colectat sénge la intervale de 2-4 saptamani.
Titruri de inhibare a hemoglutinarii (HI) fata de A/PR/8/34 au fost pozitive la saptamanile 5,
9i 12, dupa prima injectare a ADN-ului VIJ-PR-HA. Rezultatele sunt prezentate in tabelul
3 de mai jos:
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Tabelul 3
Titrul de anticorp HlI la maimute Rhesus care au primit AND V1J-PR-HA
Rhesus nr. Doza Titrul anticorp Hl la s3ptdmana nr.
Pre Sapt.3 Sapt.5 Sépt.9 | Sapt.12
88-010 1 mg 10 10 320 320 320
88-0200 1 mg 10 10 10 40 40
88-021 100 g 10 10 10 40 20
90-026 100 g 10 10 20 20 40
88-084 10¢g 10 20 40 20 10
90-028 10g 10 10 20 10 10

Testul 3. Studii de vaccin polinucleotidic Ia fereti

1. S-a initiat un studiu al vzzcinrii polinucleotidice la fereti cu scopul determinarii
dacd animalele ar putea fi protejate ce infectia gripala A prin imunizare cu gene czre codifica
fie HA (o proteini de suprafata cazzbild sa induca anticorpul de neutralizare specific de
tulpind), fie proteina internd NP, NS1. PB1, M (considerate a induce un raspuns imun mediat
celular ce ar putea fi independent de tulpind). Animalele s-au injectat cu ADN care codifica
diferite gene influenza in vectorul VIJ. aga cum se prezinta in tabelul 4, de mai jos:

Tabelul 4
Grup Construct Doza Nr. Provoc. | Provoc
animale HINI H3N2
1 VIJ-HA 1000 mg 16 8 8
2 VIJ-NP 1000 mg 16 8 8
3 VIJ-NP+ total 16 8 8
NS1+PB1+PB2+M 2000 mg
4 VIJ- total 16 8 8
HA+NP+NS1+PB1+PB2+M 2000 mg
5 viJ 1000 mg 16 8 8
6 Nici una Nici una 10 5 5
Total - - 90 45 45
animale

2. In zilele 22 $i 43 postimunizare, s-a colectat ser de la animale imunizate si s-a
analizat pentru anticorpi de neutralizare (Ml-care inhiba homoglutinarea) si pentru anticorpi
de neutralizare (Ml-care inhib3 homoglutinarea) si pentru anticorpi pentru nudeoproteina
(NP) prin ELISA. Animalele care au fost injectate cu ADN au exprimat anticorpi pentru
genele corespunzatoare. Aceasta se reflects in fig.10, 11 si 16 anexate.

3. In ziua 128, animalele imunizate selectate s-au provocat cu 1200 TCID,, de
influenza A/JHK/68. Aceast3 tulpina este heteroloaga tulpinii A/PR/8/34 care a fost sursa sec-
ventelor de codificare folosite pentruimunizare si prin urmare, protectia indica imunitate ba-
zata pe mediere celulara, mecanisme de imunitate independente de tulpind. Asa cum s-a
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aratat in fig. 12 anexata, s-a observat o reducere statistica semnificativa in rezidenta virala
la animalele imunizate cu ADN care codifics proteine interne comparat la controale, confir-
mand ca imunizarea polinucleotidics la feretli este capabild sa produca raspuns imun si c3
asemenea raspunsuri sunt protectoare.

4. Este testata similar o provocare omoloaga care foloseste A/PR/8/34 si este
demonstrata in mod similar eficacitatez de protectie a anticorpului de neutralizare indus prin
vaccinare polinucleotidica.

Testul 4.

1. Raspunsuri imune umorale

Injectarea ADN-ului care codifica HA, NP si Ml gripal a avut ca rezultat réspunsuri
imune umorale la soareci, fereti si primate non-umane (incluzand maimute africane vezi si
maimute Rhesus). Pana acum s-a dovedit a genera anticorpi PNV-uri care contin gene HA
clonate de la tulpinile A/PR/34, B/Panama/90, A/Beijing/89, AlTexas/91, A/Hzwaii/91 si
A/Georgia/93 ale virusului gripal.

A) Soarece

S-au detectat prin ELISA in sercz Ia $oareci dupa injectarea ADN-ului, anticorpi (10%-
10°) s-au generat cu 1 Hg de ADN NP (A/PR34) administrat o data (cea mai mica doza
testata), provocati de circa 2 saptama-; dupa injectare (cel mai devreme mome-: de timp
testat) si nu au scazut timp, de cel putn S luni dupd injectare. Acesti anticorpi N= nu sunt
neutralizati si nu participa la protectie. Tciusi, ei demonstreazi expresia proteinei N in vivo,
dupa injectarea ADN-ului. Spre deosebirs de acestia, anticorpii pentru HA asigurz imunitate
protectoare fatad de tulpina omoloaga & virusului gripal. Injectarea ADN-ului HA clonat de la
tulpina A/PR/34 are ca urmare producere a anticorpilor de neutralizare, asa cum s~z masurat
in vitro, printr-o analiza de inhibare a hemoglutinarii (HI). S-au masurat titruri HI mai mari sau
egale cu 1280 la numerosi goareci lz care s-au dat 3 doze de 100 Mg ADN HA si s-au
observat titruri detectabile la acele animzle care au primit 2 doze mici, de 0,1 pg. A existat
o legaturd doza-raspuns intre titry Hi si doza ADN, precum si intre titru Ml si numarul
infectiilor. (Tabelul 5).

Tabelul 5
GMT HI
Doza (ug) Numarul dozelor
1 2 3
ADN HA(100) 75 106 260
ADN HA(10) 37 69 86
ADN HA(1) 10° -~ 13 24
ADN HA(0,1) 10° 10° 10°
ADN HA(100) 10° 10° 10°
neinjectat - 10° -

Tabelul 5: S-au injectat soareci BALB/c femele (4-6 saptamani) cu A/PR/34 ADN HA (VIJHA)
la dozele indicate, o datd, de doua ori sau de trei ori la intervale de 3 saptdmani. Controalele
negative au inclus soareci injectati cu ADN control constand din vectorul lipsit de gena
inserata (VIJ) si soareci neinjectati fara contact anterior cu gripa. S-au colectat probe de ser

..1a.7 saptamani dupi doza 1 $i s-au analizat pentru prezenta anticorpilor de inhibare a

hemaglutinarii (H1). Datele sunt reprezentate ca medie geometrici a titrului HI, unde:
n=10

? acei soareci testati pozitiv pentru titruri HI

° toti soarecii
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dupa cum s-au masurat prin ELISA s-ay generat, de asemenea, la soareci folosind ADN HA
de la tulpini A/Beijing/89, B/Panama/g0 si AlTexas/91 ale virusului gripal.

Bazat pe o lucrare din literatura care a demonstrat expresia mai scizuti a genei de
referinta dupa injectarea ADN-ului Iz soareci mai in varsta, s-a testat efectul varstei asupra
raspunsurilor imune umorale pentru HA. Datorit3 lipsei soarecilor femele imbatranite virgine,
s-au folosit hibrizi izolati de aproximzsv 10 luni, s-au comparat hibrizij izolati si scareci virgini
de 4-6 saptamani asupra capacitatii lor de a genera anticorpi HA dupa injectare de ADN HA

mai tineri. (Tabelul 6).

Tabelul 6
Efectul varstei &supra raspunsurilor imune umorale
Inocul Dozz GMT GMT
(4-6 sapt) (10 luni)

ADN HA 100 1034 110
ADN HA 10 338 68
ADN HA 1 80 20
ADN control 100 52 5
neinjectati - 52 5
gripa - 538 36

Tabelu! 6: Soareci BALB/c femele (virgine in varsta de 4-6 saptamani si hibrizi izolati
de 10 luni) s-au injectat cu A/PR/34 ADN HA (VIJHA), la dozele indicate, de 3 ori. la intervale
de 3 saptamani. Controalele negative au inclus soareci injectati cu ADN contro (V) si soa-
reci farad contact anterior cy gripa, neinjectati. Pentry comparatie, s-au infectat alti soareci
Cu o doza subletald de influenza A/PR/34. S-ay colectat probe de ser a 9 saptamani dup3

prima doza si s-au analizat pentru titru HI. Datele sunt prezentate ca medie geometrici a
titrului HI, unde:

n=15,
? toti soarecii téstagi negativ pentru titru H|

Totusi acesta nu a fost un rezuttat al insa si PNV, ¢i mai degraba o capacitate dimi-
nuata la soarecii mai batrani de a genera raspunsuri imune Umorale, in general, deoarece
$oarecii mai batrani prezinta, de asemenea, raspunsuri Hl mai scizute decat soarecii mai
tineri dup4 infectarea Cu virusul viu A/PR/34. De fapt, anticorpii HI ay aparut a fi mai putin

mult decat atat, hibrizii izolati folositi in aceste studii au fost cu aproximativ 50% mai

productivi decat virginii tipici de aceeasi varsta, care, bazat pe studiile altora, care folosind
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B) Fereti

Raspunsurile imune umorale s-au generat la animale injectate cu ADN HA de la
tulpinile virale influenza A/PR/34, A/Beijing/89, A/Hawaii/91 i A/Georgia/93. S-au produs
prin PNV corespunzatoare anticorpi Hl impotriva A/PR/34 si anticorpi ELISA impotriva HA-
urilor de la alte tulpini. S-au gasit seruri de la fereti injectati cu ADN-uri HA A/Beijing/89,
A/Hawaii/91 si A/Georgia/93 avand antcorpi HI si anticorpi de neutralizare, deoarece aceste
animale au fost protejate de provocarea virala.

C) Primate non-umane (De asemenea, vezi testul 2)

S-au imunizat de dou3 ori maimute Rhesus cu ADN HA (A/PR/34) la doze ce 10, 100
$i 1000 pg si una din 2 maimute cu dcze de 10 pg au avut un HI de 80. Mai depz-= serurile
s-au analizat pana la 13 luni; titrurile K nu au scazut apreciabil de la luna 6-13 (Tabelu! 7)

Tabelul 7
Generarea anticarpilor MI in maimute Rhesus
Doza (ug) Pre 113 2 luni 5,5 luni 23 luni
2000 10 642 320 160 80
2000 10 42 40 20 20
200 10 8l 40 40 80
200 10 8C 80 40 20
20 10 42 20 20 20
20 10 1C 10 10 10

Tabelul 7: Maimutele Rhesus (2t masculi, cat si femele) in domeniul de marime de
4,3 pana la 8,8 kg, s-au injectat cu ADN HA A/PR/34 (V1JHA) la dozele indicate. k= sapta-
manile 0 si 2. S-au colectat probe de ser la momentele indicate dupa prima dozz si s-au
analizat pentru titru HI. Datele reprezims titruri HI pentru animale individuale.

La maimutele africane verzi injectate cu o combinatie PNV continand 100 ug ADN
HA (A/Beijing/89), evaluarea serurilor Iz 4-6 saptadmani post prima doza, a aratat un GMT
de 29 (raspuns 8/9). Aceasta se prezintz favorabil comparativ cu réspunsurile la vaccinurile
autorizate, subvirionic (GMT de 16, raspuns 5/6) si virionic integral (GMT=36, raspuns 6/6)
la acelasi moment de timp (fig.18). S-z2 observat un moment de revenire marcat kz cea de
a doua imunizare la animalele care au primit 0 doza de 10 pg ADN HA (GMT=1.9. dupd o
doza si 199 dupa doua doze). Vaccinul zutorizat de virion integral a demonstrat un efect de
revenire similar, in timp ce titrurile HI produse prin a 2-a doza de vaccin subvirionic au fost
numai trecdtoare. Pana in prezent, s-zu masurat niveluri similare ale anticorpilor Hi la 18
saptamani la animale imunizate, atat cu doze de 10 Mg, cat si cu 100 ug ADN HA, comparate
cu cele mai bune vaccinuri autorizate (virion integral). Aceste rezultate demonstreaza c3
PNV a fost eficient, cel putin pentru generarea anticorpilor de neutralizare Ia fel ca vaccinul
virion integral si superior vaccinului subvirionic; cu toate acestea, ele nu au fost testate Ia
primatele non-umane. in acest studiu PNV a continut un amestec pentavalent de ADN-uri
care codificd HA de la A/Beijing/89, B/Panama/980 $i A/Texas/91 i NP si M1 de la APR/34,
in vederea desemnarii unui candidat de vaccinare. De asemenea,s-au testat aceste animale
pentru generarea raspunsurilor imune umorale fata de alte componente ale vaccinuiui sis-au
detectat anticorpi pentru HA B/Panama/0 si NP A/PR/34. intr-un experiment separat, s-au

indus anticorpi de neutralizare si anticorpi Hl fatd de A/Texas/91, HA prin injectare a 2 doze
de ADN HA clonat PCR.
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2. Raspunsuri imune medizte celular

Vezi exemplul 3 de mai sus

3. Generarea raspunsurilor imune

A) Imunitate umorals

Evenimentele care duc la producerea raspunsurilor umorale $i mediate celular, dup3
injectarea de ADN nu au fost inc3 €lucidate. Pentru producerea anticorpilor de neutralizare
(de exemplu, impotriva HA viral irfuenza), este probabil ci celulele trebuie s3 exprime
antigenul pe membrana plasmaticz sau s4 il secrete in mediul extracelular. in sius, celulele
transfectate ar putea exprima HA cu structurd secundars, tertiara si cuaterzra celei din
virion. Intr-o analiza de rozetare, s-z demonstrat expresia la suprafata celulei z HA in celule
RD (rabdomioblastic3) transfectate emporar cu ADN HA. Eritrocitele au aglomerat Ia supra-
fata celulelor transfectate HA, dar ru si la celulele transfectate simulat, indicz-d ca HA nu
$-a exprimat pe suprafatd doar, ¢ de asemenea, si-a pastrat conformatia czracteristic
pentru legare la proteine care cont~ acid sialic.

B) Imunitate mediata celulz-

Generarea raspunsurilor ir.ne mediate celular (de exemplu, imperva NP viral
influenza) necesita prelucrarea prosclitica si prezentarea peptidelor derivate ¢ = aceasta in
asociere cu MHC clasa |. Natura arz¢enului prezentat celulei ce duce la generz-ea raspun-
surilor imune dupa injectarea ADN-_ ui inc3 nu este cunoscutd. Celule musc. zre exprima
niveluri scazute de MHC clasa | $i n. sunt considerate a exprima costimulator molecule pe
suprafetele lor. Prin urmare, celules musculare, Tn general, nu sunt considerzz a fi celule
de prezentare de antigen. Totusi, uncie trisaturi ale evidentei sugereaza c3 celdele muscu-
lare sunt implicate in generarea de respunsuri imune dupa injectare im de ADN. in primul
rand, s-a demonstrat o limitad de supravietuire a tesuturilor capabile de intemalizare a
plasmidului ADN dezvelit care duce iz expresia proteinei in situ, numeroase tiperi de celule
putand exprima gene de referintd c2-d se injecteaza plasmidul in tesut, dar substantial mai
putin eficient decat celulele musculz-e. O analiza completa a absorbtiei ADN-ului de citre
celule non-musculare dups injectzre i.m. nu a fost insa raportatd, dar este probabil c3
absorbtia ar putea fi chiar mai putin eficienta. In al doilea rand, expresia genelor de referinta
dupa injectare i.m. de ADN s-a demonstrat in celule musculare scheletice si cardiatice in
numeroase specii diferite. In al treilea rand, desi se pot genera raspunsuri CTL dupi
injectarea ADN-ului pe alte cai (iv si id), cele mai bune raspunsuri imune de protectie s-au
produs in soareci dup3 injectarea i.m. a ADN-ului. in al patrulea rand, mioblastele si mico-
citele pot fi recunoscute $i lizate in vitro prin CTL si aceasta liza poate fi sporitz prin pretra-
tare cu interferon care regleaza expresia MHC clasal. In sfarsit, transplantarea de mioblaste
care exprimad NP transfectate stabil. Ia soareci- singenici fara experientd gripald are ca
rezultat generarea in vivo de raspunsuri imune protectoare mediate celular (fig.20). Prin
urmare, expresia antigenilor de citre celule musculare este suficients pentru inducerea
raspunsurilor imune de protectie observatd dupi injectarea ADN. Mai mult decat atéat,
absorbtia si expresia ADN-ului de catre celule non-musculare, nu este necesar sa fie luata
in considerare pentru generarea imunitatii de protectie. Din punctul de vedere al nucleo-
tidelor ca vaccinuri, ar putea fi potential avantajos si se limiteze absorbtia ADN Ia celule
musculare. in primul réand, micocitele sunt diferentiate final si nu se divid. Aceasta poate fi
importanta pentru micsorarea posibilitatii de integrare a plasmidului ADN in ADN cromo-
zomal i mentinerea unei expresii persistente a antigenului, care a putut duce la raspunsuri
imune de lunga durati. in al doilea rand, miocitele sunt celule mari, multinucleate, ce pot fi
regenerate prin fuziunea mioblastelor.

Aceasta poate ajuta s& seexplice de ce injectarea ADN-ului duce Ia expresia pro-

teinei care poate persista potential perioada lungi de timp fara evidentierea distrugerii
citolitice prin CTL.
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Testul 5

Studii de protectie

Imunizarea cu ADN care cocics antigene virale influenza asigur pratectia de
moarte §i boald si reduce incarcarike virale g o diversitate de combinatii ale tulpinilor
influenza, folosind 2 modele animale acceptate pe larg pentru infectia gripald umanz (soareci
si fereti)

1. Protectia heteroloag3 (hete-atipici, comuni de grup) nu este asigurz:: eficient
prin vaccinul autorizat de virus omoré: dar a fost asigurata prin vaccinare ADN in modele
animale. Aceasta protectie s-a demons=zt cand ADN-ul care codificd NP sau M1 -z injectat
in animale de laborator. Raspunsul imu- interactiv mediat celular (CMI) s-a indus grin aceste
ADN-uri care au asigurat un raspuns cs protectie.

a) Soareci

S-au injectat i.m. soareci BALE - $i C3H cu ADN care codifici NP de Ia APR/34 si
s-au protejat de moarte si boals (testz:2 prin reducere in greutatea corporald) cznd s-au
provocat prin infectie pe intregul trac: "sspirator cu o LD9Y0 a A/Hong Kong/78& :H3N2), o
tulpind heterotipica (H3 fata de H1 per—u A/PR/34). Fig. 21 prezinta supravietuirsz soare-
cilor BALB/c imunizati de 3 ori cu ADN NP(200 pg/doza) la intervale de 3 sciZmani si
provocati la 3 saptamani dupa ultima i _nizare. Fig. 22 arat4 inhibarea pierderii 6z greutate
dupa provocare la $oareci imunizati cc~osarata cu pierderea severs de greutate czservata
la soarecii de control. Fig. 23 prezintz -=ducerea incircarii virale pulmonare la 7 zie dupa
provocarea tractului respirator a soarec or imunizati cu ADN NP comparat cu scz-=cii care
au primit ADN control care nu codificz §9arecii imunizati cu ADN NP au fost coalet pro-
tejati de moarte, au prezentat o pierde-z redusa in greutate si au aratat o incirczre virala
in plamani mai scazuts cu soarecii de control. S-a dovedit ¢ o cantitate mai micé szu egald
cu 6,25 ug per injectie de ADN NP este recesara pentru protejarea soarecilor de moarte si
pierdere in greutate cand s-au dat 3 injei de ADN (fig.24). Protectia produsa prin imunizare
cu ADN NP s-a dovedit a persista in esentd neschimbaté la soarecii imunizati timp de cel
tarziu 3 tuni. Nivelul de protectie a persistat pana la 6 luni, dar a scazut usor, intre lunile 3
$i 6 dupa ultima imunizare. Cu toate acestea, revaccinarea Ccu o injectie unica de ADN NP
la 22 saptdmani a refacut in intregime protectia (fig.25). Astfel, imunizarea soerecilor cu
ADN NP a produs o protectie de luncz durat3, heteroloagd si care se poate reinstaura.
Capacitatea de a genera un raspuns anzmnezic pe revaccinarea acestor animale sugereazs
¢a prin imunizare ADN NP a fost indusz memorie imunologica.

b) Fereti

Feretii sunt un model folosit de obicei pentru infectie influenza umana deozrece ei
sunt susceptibili la infectie cu o varietste de izolate umane ale virusului gripal. Replicarea
virala la fereti se intaineste predominant: in nari $i trahee si nu se extinde aproape ¢e loc in
pldmani, spre deosebire de goareci la czre incarcarea virald in plaméani este mare. Infectia
la fereti este urmati cel mai rapid de titrarea virusului in fluidul de spalatura nazalz. Feretii
imunizati cu ADN NP say ADN M1, singure sau in combinatie, dintr-o tulpina obtinutz recent
de la oameni (A/Beijing/89, H3N2) prezinta o rezidenta virala redus3 semnificativ pe zilele
1-8, pe provocare virald cu un izolat prezent in circulatie, A/Georgia/93 (H3N2) (fig.26).
Acest izolat prezent in circulatie prezinti o derivatie antigenica de la tipul de tulpina
A/Beijing/89, astfel, incat vaccinul autorizat A/Beijing/89 a oferit o protectie scazutz pentru
oameni impotriva bolii produse de catre A/Georgia/93.

Feretii imunizati cu ADN care codifici proteine interne ale A/PR/34 prezints rezidenta
virala nazald semnificativ redusa pe Zzilele 8 si 6 dupd infectie cu tulpina homotipica AfPR/34
(fig.27). Reducerea rezidentei virale s-a observat dupa provocare A/Georgia/93. atat la

~

momente timpurii, cat si tarzii, in timp ce dup3 provocare A/PR/34 s-a observat doar tarziu
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2. Omoloags (homotipicz. specifici de tip). Protectia homoloags s-a observat
imediat, atat la soareci, cat st la fereti imunizati cu ADN,

a) Soareci

Soareci BALB/c imunizati cu ADN HA (A/PR/34) au fost complet protejati fata de pro-
vocare cu LD90 de A/PR/34. Dupz provocare, soarecii imunizati experimental ny au pre-
zentat nici moarte (fig.28), nici pie-dere in greutate corporald mai mare de 5% (fig.29), in
timp ce soarecii experimentali de control 90...100 % au murit $i au prezentat pierdere severj
in greutate. Titrarea dozei de ADN HA necesarj pentru a atinge protectie z dovedit c3 3
injectii de 1 ug ADN HA ay fost sutciente pentry atingerea protectiei totale (7a.30).

b) Fereti

Feretii care au fost imunizz= cy ADN codificati pentru HA de la A/PR/34 au avut pe
Zilele 1-6 rezidenta virald semnificztiv mai mica dupa infectie provocats hemolog, decat
feretii care au primit ADN control (f£.31). In mod asemanator, feretii care au fost imunizati
cu ADN HA/Georgia/93 au avut rezistent3 virald redus3 pe ziua 1 i 3 - 7 dupa infectie
homoloaga (fig.32). Anticorpii HA z. fost prezenti in serul de Ia toti feretii imunzati impotriva
tulpinilor corespunzatoare (vezi me sus). Astfel, imunizarea cu ADN HA proc.ce protectie
homoloaga.

3. Combinatii de vaccinuri- Czoacitatea ADN-ului HA de a furniza un c¢cmeniu supe-
rior de protectie atunci cand S-a cc~oinat cu ADN-uri NP $i M1 s-a examina: n fereti.

a) Largirea protectiei impo:risa variantelor derivate antigenic

Derivarea antigenica care s-z intalnit intre tulpinile A/Beijing/89 si A/Beiing/92 a fost
suficient de mare, astfel, incat numerosi oameni.imunizati cu vaccinul autorizzt continand
tulpina A/Beijing/89 nu au fost prote i impotriva bolii produse de variantul A/Beijing/92. In
America de Nord, raspandirea deoszoiti g bolii a fost produs3 de citre A/Beijing/92 asems-
nator izolatelor din circulatie, de exsmplu, A/Georgia/93. Izolatele in circulatie nord-ameri-

rezultata nu a fost semnificativ diferitz de protectia maxima furnizats prin ADN HA homolog
A/Georgia/93 (fig.35). Astfel, combinarea ADN-urilor HA, NP si M1 a dat o protectie

imbunatatits impotriva unui derivat antigenic variant comparativ cu vaccinul autorizat.
b) Efectul istoricului pasajului antigenului vaccinulyi

de la un izolat in circulatie din SUA. care a fost trecut in culturi tisulare de celule MDCK
(A/Hawaii/91) au prezentat experimental rezidenta virald mai mics (p=0,21 prin ANOVA pe
-2 cai) decat feretii care au primit vaccinul autorizat de virus omorat care contine tulpjna
A/Beijing/89, trecuta in oua, cand s-au provocat cy tulpina derivatj antigenic A/Georgia/93
(fig.33). Spre deosebire de acestia. feretii care ay primit ADN HA de |a A/Beijing/89 nu au
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exprimat diferenta semnificativi de rezadenta virala (p=0,058) dupa provocare A/Georgia/93
de la fereti care au primit vaccinul autorizat continand virusul identic. Tulpinile crescute in
oua si celulele de mamifere difera prin 2 puncte de mutatie in regiunea HA1 a HA (pozitiile
186 si 193), ambele fiind localizate in situl antigenic B, in vecinatatea apexului monomerului
HA si anticorpilor de neutralizare. In unele circumstante, capacitatea unor izolate gripale
umane de a se lega la RBC de pui este initial scazuta, dar este crescuta prin pasaje succe-
sive in oud sugerand c receptorul regiunii de legare a HA poate suferi selectie substantiala
prin cresterea in celule aviare. Efectu! micilor variatii de secventd asupra eficacititii vacci-
nurilor gripale bazate pe HA la animzle de laborator subliniazs importanta potentiald a
ramanerii cat mai aproape posibil de secventa virusului de tip sélbatic pentru preperarea de
asemenea, virusuri.

¢) Primatele non-umane

Primatele non-umane nu sunt folosite de obicei, ca modelele de provocare gripala
datorita absentei Ia ele a unui raspuns clinic la infectie. Cu toate acestea, s-a mvestigat
imunogenitatea combinatiilor de vaccin PNV in primate non-umane comparativ cu vaccinurile
autorizate de virus omorat. Titrurile de anticorp produse prin combinatie PNV care contine
HA si genele proteinelor interne au fos: cel putin echivalente produsului autorizat in termenii
titrului de anticorp HI si duratei raspuns.iui la un PNV HA pentru un variant derivat zntigenic,
aratand ca raspunsuri specifice de tic la PNV au putut fi generate la subiecte imunizate
anterior. Maimutele care au fost imunizzte cu PNV au raspuns,de asemenea, la imunizare
ulterioara cu vaccin conventional continand virus omorat.

4. Concluzie: Vaccinurile polinuceotidice impotriva gripei sunt eficace in modele de
animale de laborator ale infectiei gripake. Protectia homoloaga poate fi atinsa folosind vectori
ADN care codifica HA, cel mai probabil printr-un mecanism imunologic analog celui indus
prin proteine HA folosite curent in vacinul gripal autorizat.

Protectia heteroloaga poate fi tinsa impotriva tulpinilor, atat deviate, cat si derivate
antigenic, de asemenea, prin includerez ADN -ului care codifics proteinele inteme conser-
vate ale influenzei. Combinatia acestor abordari intr-o imunizare unics d3 protectie imbuna-
tatitad impotriva variantelor deviate antigenic in comparatie cu vaccinul autorizat obignuit, asa
cum s-a vazut in modelul folosind feretul.
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(C) NUMARL. DE REFERINTA AL DOSARULUI- 18¢72Y
(xi) TELECOMUN'CATII:
(A) TELEFON (908)594 - 3901
(B) TELEFAX (908) 594 - 4720
(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR.L:
(i) CARACTERISTICILE SECVENTE!:
(A) LUNGIME: 18bp
(B) TIP: acid nucleic
(C) IMPLETIRZ: unica
(D) TOPOLOGIE: linears
(i) TIPUL MOLECULEI: cADN

Lista secventelor
(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:1
(I) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 18 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) impletire: unica
(D) Topologie: liniars
(1) Tipul moleculei: cADN
(111) Ipotetica: nu
(V) Antisens: nu
(XI) Descrierea secventei:Secv.ID N~ 1
GTGTGCACCT CAAGTCTCC

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:2
(1) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 23 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C)impletire: simpl3
(D) Topologie: liniars
(1) Tipul moleculei: cADN
(1) Ipotetica: nu

1985

1990

1995

2000

2005

2010

2015

2020

2025



2030

2035

2040

2045

2050

2055

2060

2065

2070

2075

2080

RO 117710 B1

(IV) Antisens: nu
(XI) Descrierea secventei: SECV.ID NR.2
CCCTTTGAGA ATGTTGCACA TTC

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:3
() Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 33 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) Impletire: simpla
(D)Topologie: liniard
(1) Tipul moleculei: cADN
(1) tpotetica: Nu
(IV) Antisens: nu
(X1)Descrierea secventei: Secv.ID N2
GGTACAAGAT CTACCATGCT TCTAACCGAG GTC

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:4
(I) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 36 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) Impletire: simpl3
(D) Topologie: liniara
(Il) Tipul moleculei: cADN
(1) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: da
(XI) Descrierea secventei: SECV.ID N3:4
CCACATAGAT CTTCACTTGA ACCGTTGCAT CTGCAC

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:5
() Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 23 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) impletire: simpl
(D)Topologie: liniara
(1) Tipul moleculei: cADN
(Il1) Ipotetica: nu
(IV)Antisens: nu
(XI) Descrierea Secventei: SECV.ID NR'5
CTATATAAGC AGAGCTCGTT TAG

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:6
(1) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 30 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) Impletire: simpl3
(D)Topologie: liniara
(1) Tipul moleculei: cADN
(I11) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: Da
(X1) Descrierea secventei: SECV.ID NR:6
GTAGCAAAGA TCTAAGGACG GTGACTGCAG
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(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:7
(1) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 39 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C)impletire:simpla
(D) Topologie: liniara
(11) Tipul moleculei: cADN
(1) Ipoteca: nu
(IV) Antisens: nu
(XI) Descrierea secventei: SECV.IDNR.7
GTATGTGTCT GAAAATGAGC GTGGAGATTG GGCTCGCAC

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA NR:8
(1) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 39 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) impletire: simpl3
(D) Topologie: liniara
(1) Tipul moleculei: cADN
(I11) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: da
(XI) Descrierea secventei: Secv.ID Nr.8
CTGCGACCC AATCTCCAgc CTCATTTTCA GACACATAC

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:9
(I) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 9 aminoacizi
(B) Tip: aminoacid3
(C) Impletire: simpl3
(D)Topologie: finiara
(1) Tipul moleculei: peptida
(1) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(V) Tip de fragment: intern
(X1) Descrierea secventei: Secv.ID Nr-9
Thr Tyr GIn Arg Thr Arg Ala Leu Val
1 5

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:10
(1) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 4432 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) impletire: dubl
(D)Topologie: ambele
(1) Tipul moleculei: cADN
(111) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(XI) Descrierea secventei: Secv.ID Nr:10
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TCGCGCGTTT CGGTGATGAC GGTGAALACC TCTGACACAT GCAGCTCCCG GAGACGGTCA 60
CAGCTTGTCT GTAAGCGGAT GCCGGGAGCA GACAAGCCCG TCAGGGCGCG TCAGCGGGTG 120
TTGGCGGGTG TCGGGGCTGG CTTAACTATG CGGCATCAGA GCAGATTGTA CTGAGAGTGC 180
ACCATATGCG GTGTGAAATA CCGCACAGAT GCGTAAGGAG AAAATACCGC ATCAGATTGG 240
CTATTGGCCA TTGCATACGT TGTATCCATA TCATAATATG TACATTTATA TTGGCTCATG 300
TCCAACATTA CCGCCATGTT GACATTGATT ATTGACTAGT TATTAATAGT AATCAATTAC 360
GGGGTCATTA GTTCATAGCC CATATATGGA GTTCCGCGTT ACATAACTTA CGGTAAATGG 420
CCCGCCTGGC TGACCGCCCA ACGACCCICG CCCATTGACG TCAATAATGA CGTATGTTCC 480
CATAGTAACG CCAATAGGGA CTTTCCATTS ACGTCAATGG GT GGAGTATT TACGGTAAAZ 540
TGCCCACTTG GCAGTACATC AAGTGTA™CA TATGCCAAGT ACGCCCCCTA TTGACGTCAL 600
TGACGGTAAA TGGCCCGCCT GGCATTATGC CCAGTACATG ACCTTATGGG ACTTTCCTAC 660
TTGGCAGTAC ATCTACGTAT TAGTCATCGC TATTACCATG GTH GATGCGGT TTTGGCAGTA 720
CATCAATGGG CGTGGATAGC GGTTTGATTC ACGGGGATTT CCAAGTCTCC ACCCCATTGA 780
CGTCAATGGG AGTTTGTTTT GGCACCALAA TCAACGGGAC TTTCCAAAAT GTCGTAACAA 840
CTCCGCCCCA TTGACGCAAA TGGGCGG G GCGTGTACGG TGGGAGGTCT ATATAAGCAS 900
AGCTCGTTTA GTGAACCGTC AGATCGLCTG GAGACGCCAT CCACGCT GTT TTGACCTCCa 960
TAGAAGACAC CGGGACCGAT CCAGCCT(ZG CGGCCGGGAA CGGTGCATTG GAACGCGGAT 1020
TCCCCGTGCC AAGAGTGACG TAAGTACTSC CTATAGAGTC TATAGGCCCA CCCCCTTGEC 1080
TTCTTATGCA TGCTATACTG TTTTTGGSTT GGGGTCTATA CACCCCCGET TCCTCATGTT 1140
ATAGGTGATG GTATAGCTTA GCCTATASGT GTGGGTTATT GACCATTATT GACCACTCCC 1200
CTATTGGTGA CGATACTTTC CATTACTAAT CCATAACATG GCT CTTTGCC ACAACTCTCT 1260
TTATTGGCTA TATGCCAATA CACTGTCCTT CAGAGACTGA CACGGACTCT GT. ATTTTTAC 1320
AGGATGGGGT CTCATTTATT ATTTACASAT TCACATATAC AACACCACCG TCCCCAGTGC 1380
CCGCAGTTTT TATTAAACAT AACGTGGGAT CTCCACGCGA ATCTCGGGTA CGTGTTCCGG 1440
ACATGGGCTC TTCTCCGGTA GCGGLGGAEC TTCTACATCC GAGCCCTGET CCCATGCCTC 1500
CAGCGACTCA TGGTCGCTCG GCAGCTCCTT GCTCCTAACA GTH GGAGGCCA GACTTAGGCA 1560
CAGCACGATG CCCACCACCA CCAGTGTGOC GCACAAGGCC GT! GGCGGTAG GGTATGTGTC 1620
TGAAAATGAG CTCGGGGAGC GGGCTTGCAC CGCTGACGCA TTTGGAAGAC TTAAGGCAGC 1680
GGCAGAAGAA GATGCAGGCA GCTGAGTTGT TGTGTTCTGA TAAGAGTCAG AGCTAACTAA 1740
CGTTGCGGTG CTGTTAACGG TGGAGGGCAG TCTAGTCTGA GCAGTACTCG TTGCTGCCGC 1800
GCGCGCCACC AGACATAATA GCTGACAGAC TAACAGACTG TTCCTTTCCA TGGGTCTTTT 1860
CTGCAGTCAC CGTCCTTAGA TCTGCTGTGC CTTCTAGTTG CCAGCCATCT GTTGTTTGCC 1920
CCTCCCCCGT GCCTTCCTTG ACCCTGGARS GTGCCACTCC CACTGTCCTT TCCTAATAAA 1980
ATGAGGAAAT TGCATCGCAT TGTCTGAGTA GGTGTCATTC TATTCT! GGGG GGTGGGGTGG 2040
GCCAGCACAG CAAGGGGGAG GATTGGGAAG ACAATAGCAG GCATGCTGGG GATGCGGTGG 2100
GCTCTATGGG TACCCAGGTG CTGAAGAATT GACCCGGTTC CTCCTGGGEC AGAAAGAAGC 2160
AGGCACATCC CCTTCTCTGT GACACACCCT GTCCACGCCC CT GGTTCITA GTTCCAGCCC 2220
CACTCATAGG ACACTCATAG CTCAGGAGGG CTCCGCCTTC AATCCCACCC GCTAAAGTAC 2280
TTGGAGCGST CTCTCCCTOC CTCATCAGIC CACCAAACCA AACCTAGCCT CCAAGARGTGG 2340
GAAGAAATTA AAGCAAGATA GGCTATTAAG TGCAGAGGGA GAGAAAATGC CTCCAACATG 2400
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TGAGGAAGTA ATGAGAGAAA TCATAGAATT TCTTCCGCTT CCTCGCTCAC TGACTCGCTG 2460
CGCTCGGTCG TTGGGCTGCG GCGAGIGGTA TCAGCTCACT CAAAGGCGGT AATACGGTTA 2520
TCCACAGAAT CAGGGGATAA CGCAGGAAAG AACATGTGAG CAAAAGGCCA GCAAAAGGCC 2580
AGGAACCGTA AAMGGCIGC GTTGCTGGCG TTTTTCCATA GGCTOCGCCC COCCTGACGAG 2640
CATCACAAAA ATCGACGCTC AAGTCAGAGG TGGCGAAACC CGACAGGACT ATAAAGATAC 2700
CAGGCGTTTC CCCCTGGAAG CTCOCTCGTG CGCTCTCCTG TTCCGACCCT GCCGCTTACC 2760
GGATACCTGT CCGCCTTTCT CCCTTCGGGA AGCGTGGCGC TTTCTCAATG CTACACGCTGT 2820
AGGTATCTCA GTTCGGTGTA GGTCGTTCGC TCCAAGCTGG GCTGTGTGCA CGAACCOCCC 2880
GTTCAGCCCG ACCGCTGCGC CTTATCCGGT AACTATCGTC TTGAGTCCAA CCCGGTAAGA 2940
CACGACTTAT CGCCACTGGC AGCAGCCACT GGTAACAGGA TTAGCAGAGC GAGGTATGTA 3000
GGCGGTGCTA CAGAGTTCTT GAAGTGGTGG CCTAACTACG GCTACACTAG AAGGACAGTA 3060
TTTGGTATCT GCGCTCTGCT GAAGCCAGTT ACCTTCGGAA AAAGAGTTGG TAGCTCTTGA 3120
TCCGGCAAAC AMCCACCGC TGGTAGCGGT GGTTTTTITG TTTGCAAGCA GCAGATTACG 3180
CGCAGAAAAA AAGGATCTCA AGAAGATCCT TTGATCTTTT CTACGGGGTC TGACGCTCAG 3240
TGGAACGAAA ACTCACGTTA AGGGATTTTG GTCATGAGAT TATCAAAAAG GATCTTCACC 3300
TAGATCCTTT TAAATTAAMA ATGAAGTTTT AAATCAATCT AAAGTATATA TGAGTAAACT 3360
TCGTGTGACA GTTACCAATG CTTAATCAGT GAGGCACCTA TCTCAGCGAT CTGTCTATIT 3420
CGTTCATCCA TAGTTGCCTG ACTCOCOGTC GTGTAGATAA CTACGATACG GGAGGGCTTA 3480
CCATCTGGCC CCAGTGCTGC AATGATACCG CGAGACCCAC GCTCACCGGC TCCAGATTTA 3540
TCAGCAATAA ACCAGCCAGC CGGAAGGGCC GAGCGCAGAA GTGGTCCTGC AACTTTATCC 3600
GCCTCCATCC AGTCTATTAA TTGTTGOCGG GAAGCTAGAG TAAGTAGTTC GCCAGTTAAT 3660
AGTTTGCGCA ACGTTGTTGC CATTGCTACA GGCATCGTGG TGTCACGCTC GTCGTTTGCT 3720
ATGGCTCCAT TCAGCTCCGG TTCCCAACGA TCAAGGCGAG TTACATGATC CCCCATGTTG 3780
TGCAAAAAAG CGGTTAGCTC CTTCGETCCT CCGATCGTTG TCAGAAGTAA CTTGGCOGCA 3840
GTGTTATCAC TCATGGTTAT GGCAGCACTG CATAATTCTC TTACTGTCAT GCCATCOGTA 3900
AGATGCTTTT CTGTGACTGG TGAGTACTCA ACCAAGTCAT TCTGAGAATA GTGTATGOGG 3960
CGACCGAGTT GCTCTTGCCC GGUGTCAATA CGGGATAATA CCGCGCCACA TAGCAGAACT 4020
TTAAAAGTGC TCATCATTGG AAAACGTTCT TCGGGGCGAA AACTCTCAAG GATCTTACCG 4080
CTGTTGAGAT CCAGTTCGAT GTAACCCACT CGTGCACCCA ACTGATCTTC AGCATCTTIT 4140
ACTTTCACCA GCGTTTCTGG GTGAGCAAAA ACAGGAAGGC AAAATGCCGC AAAAAAGGGA 4200
ATAAGGGCGA CACGGAAATG TTGAATACTC ATACTCTTCC TTTTTCAATA TTATTGAAGC 4260
ATTTATCAGG GTTATTGTCT CATGAGIGGA TACATATTTG AATGTATTTA GAAAAATAAA 4320
CAAATAGGGG TTCCGCGCAC ATTTCOICGA AAAGTGCCAC CTGACGTCTA AGAAACCATT 4380
ATTATCATGA CATTAACCTA TAAAAATAGG CGTATCACGA GGCCCTTTCG TC 4432

INFORMATIE PENTRU SECVENTAID NR:11
(1) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 2196 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) impletire: dublz
(D)Topologie: ambele
(1) Tipul moleculei: cADN
(111) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(X1) Descrierea secventei: Secv.ID Nr.11
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ATTGGCTATT GGCCATTGCA TACGTTGTAT CCATATCATA ATATGTACAT TTATATTGGC 60
TCATGTCCAA CATTACCGCC ATGTTGACAT TGATTATTGA CTAGTTATTA ATAGTAATCA 120
ATTACGGGGT CATTAGTTCA TAGCCCATAT ATGGAGTTCC GCGTTACATA ACTTACGGTA 180
AATGGCCCGC CTGGCTGACC GCCCAMTGAC CCCCGCCCAT TGACGTCAAT AATGACCTAT 240

GTTCCCATAG TAACGCCAAT AGGGACTTTC CATTGACGTC AATGGGTGGA GTATTTACGG 300

TAAACTGCCC ACTTGGCAGT ACATCAAGTG TATCATATGC CAAGTACGCC CCCTATTGAC 360

GTCAATGACG GTAAATGGCC CGCCTGGCAT TATGCCCAGT ACATGACCTT ATGGGACTTT 420

CCTACTTGGC AGTACATCTA CGTATTAGTC ATCGCTATTA CCATGGTGAT GCGGTTTTGG 480

CAGTACATCA ATGGGCGTGG ATAGCGGTTT GACTCACGGG GATTTCCAAG TCTCCACCCC 540

ATTGACGTCA ATGGGAGTTT GTTTTGGCAC CAAAATCAAC GGGACTTTCC AAAATGTCGT 600

AACAACTCCG CCCCATTGAC GCAAATGGGC GGTAGGCGTG TACGGTGGGA GGTCTATATA 660

AGCAGAGCTC GTTTAGTGAA CCGTCAGATC GCCTGGAGAC GCCATCCACG CTGTTTTGAC 720

CTCCATAGAA GACACCGGGA CCGATCCAGC CTCCGCGGCC GGGAACGGTG CATTGGAACG 780

CGGATTCCCC GTGCCAAGAG TGACGTAAGT ACCGCCTATA GAGTCTATAG GCCCACCICC 840

TTGGCTTCTT ATGCATGCTA TACTGTTTTT GGCTTGGGGT CTATACACCC CCGCTTCCTE 900

ATGTTATAGG TGATGGTATA GCTTAGCCTA TAGGTGTGGG TTATTGACCA TTATTGACCA 960

CTCCCCTATT GGTGACGATA CTTTCCATTA CTAATCCATA ACATGGCTCT TTGCCACAAC 1020

TCTCTTTATT GGCTATATGC CAATACACTG TCCTTCAGAG ACTGACACGG ACTCTGTATT 1080

TTTACAGGAT GGGGTCTCAT TTATTATTTA CAAATTCACA TATACAACAC CACCGTCCCC 1140

AGTGCCCGCA GTTTTTATTA AACATAACGT GGGATCTCCA CGCGAATCTC GGGTACGIGT 1200

TCCGGACATG GGCTCTTCTC CGGTAGORGC GGAGCTTCTA CATCCGAGCC CTGCTCCCAT 1260

GCCTCCAGCG ACTCATGGTC GCTCGGTAGC TCCTTGCTCC TAACAGTGGA GGCCAGACTT 1320

AGGCACAGCA CGATGCCCAC CACCACCAGT GTGCCGCACA AGGCCGTGGC GGTAGGGTAT 1380

GTGTCTGAAA ATGAGCTCGG GGAGCGGECT TGCACCGCTG ACGCATTTGG AAGACTTALG 1440

GCAGCGGCAG AAGAAGATGC AGGCAGCTGA GTTGTTGTGT TCTGATAAGA GTCAGAGGTA 1500

ACTCCCGTTG CGGTGCTGTT AACGGTGGAG GGCAGTGTAG TCTGAGCAGT ACTCGTTGET 1560

GCCGCGCGCG CCACCAGACA TAATAGCTGA CAGACTAACA GACTGTTCCT TTCCATGGGT 1620

CTTTTCTGCA GTCACCGTCC TTAGATCTGC TGTGCCTTCT AGTTGCCAGC CATCTGTTGT 1680

TTGCCCCTCC CCCGTGCCTT CCTTGACCCT GGAAGGTGCC ACTCCCACTG TCCTTTCCTA 1740

ATAAAATGAG GAAATTGCAT CGCATTGTCT GAGTAGGTGT CATTCTATTC TGGGGGGTGS 1800

GGTGGGGCAG CACAGCAAGG GGGAGGATTG GGAAGACAAT AGCAGGCATG CTGGGGATGE 1860

GGTGGGCTCT ATGGGTACCC AGGTGCTGAA GAATTGACCC GGTTCCTCCT GGGCCAGAAA 1920

GAAGCAGGCA CATCCCCTTC TCTGTGACAC ACCCTGTCCA CGCCCCTGGT TCTTAGTTCC 1980

AGCCCCACTC ATAGGACACT CATAGCTCAG GAGGGCTCCG CCTTCAATCC CACCCGCTAA 2040

AGTACTTGGA GCGGTCTCTC CCTCCCTCAT CAGCCCACCA AACCAAACCT AGCCTCCAAG 2100

AGTGGGAAGA AATTAAAGCA AGATAGGCTA TTAAGTGCAG AGGGAGAGAA AATGCCTCCA 2160

ACATGTGAGG AAGTAATGAG AGAAATCATA GAATTC 2196
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Informatie pentru secventa ID nr12
(1) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 71 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) Impletire: simpla
(D)Topologie: liniara
(I1) Tipul moleculei: cADN
(1) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(X!) Descrierea secventei: SECV.ID NR: 12
GTCACCGTCC TTAGATCAAT TCCAGCAAAA GCAGGGTAGA TRATCACTCA
CTGAGTGACA 60
TCAAAATCAT G

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:13
(1) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 117 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) impletire: dubla
(D) Topologie: ambele
(1) Tipul moleculei: cADN
(It1) Ipotetica: nu
(V) Antisens: nu
(XI) Descrierea secventei: SECV.ID NR:13
ACCGTCCTTA GATCAGCTT GCAAAAGCAG GCAAACCATT TGAATGGATG
TCAATCCGAC 60
CTTACTTTTC TTAAAAGTGC CAGCAAAA TGCTATAAGC ACAACTTTCC CTTATAC 117

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:14
() Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 136 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) impletire: dubla
(D) Topologie: ambele
(I1) Tipul moleculei: cADN
(111) tpotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(XI) Descrierea secventei: SECV.ID NR:14
GTCACCGTCC TTAGATCAAT TCCAGCAAAA GCAGGGTGAC AAAAACATAA
TGGATCCAAA 60CACTGTCA AGCTTTCAGG TAGATTGCTT TCTTTGGCAT
GTCCGCAAAC GAGTTGCAGA 120
CCAAGAACTA GGTCAT 136
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(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR: 15
() Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 152 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) Impletire: dubla
(D)Topologie: ambele
(I1) Tipul moleculei: cADN
(1) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(XI) Descrierea secventei: SECV.ID NR:15
TCTGCAGTCA CCGTCCTTAG ATCAGCTTGG AGCAAAAGCA GGGCGAAAATA

AAAACAACCA 60
AAATGAAGGC AAACCTACTG GTCCTGTTAA GTGCACTTGC AGCTGCAGAT
GCAGACACAA 120
TATGTATAGG CTACCTGCG AACAATTCAA CC 152

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:16
(I) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 162 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) impletire: dubla
(D) Topologie: dubla
(1) Tipul moleculei: cADN
(111) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(XI) Descrierea secventei: SECV.ID NR:16
TTTTCTGCAG TCACCGTCCT TAGATCCCGA ATTCCAGCAA AAGCAGGTCA

ATTATATTCA 60
ATATGGAAAG AATAAAAGAA CTAAGAAATC TAATGTCGCA GTCTGCCACC
CCGAGATAC 120
TCACAAAAAC CACCGTGGAC CATATGGCCA TAATCAAGAA GT 162

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTAID NR:17
() Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 122 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) impletire: dubl
(D) Topologie: ambele
(1) Tipul moleculei: cADN
(1) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(XI) Descrierea secventei: Secv.ID Nr-17
GTCACCGTCC TTAGATCTAC CATGAGTCTT CTAACCGAGG TCCAAACGTA
CGTACTCTCT 60
ATCATCCCGT ..CAGGCCCCCT CAAAGCCGAG ATCGCACAGA GACTTGAAGA
GTTGACGGAA 120
GA 122
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(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:18
(1) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 4864 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) Impletire: dubl
(D) Topologie: ambele
(I1) Tipul moleculei:cADN
(111) Ipotetica: nu
(IV) antisens: nu
(X1) Descrierea secventei: Secv.ID Nr-18:

TCGCGCGTTT CGGTGATGAC GGTGAAACC TCTGACACAT GCAGCTCCCG GAGACGGTCA 60
CAGCTTGTCT GTAAGCGGAT GCCGGGAGCA GACAAGCCCG TCAGGGCGCG TCAGCGGGT: G 120
TTGGCGGGTG TCGGGGCTGG CTTAATATG CGGCATCAGA GCAGATTGTA CTGAGAGT GC 180
ACCATATGCC GTGTGAAATA CCGCACAGAT GCGTAAGGAC AAAATACCGC ATCAGATTGG 240
CTATTGGCCA TTGCATACGT TGTATCCATA TCATAATATG TACATTTATA TTGGCTCATG 300
TCCAACATTA CCGCCATGTT GACATTCATT ATTGACTAGT TATTAATAGT AATCAATTAC 360
GGGGTCATTA GTTCATAGCC CATATATGGA GTTCCGCGTT ACATAACTTA CGGT, AASTGG 420
CCCGCCTGGC TGACCGCCCA ACGACCICCG CCCATTGACG TCAATAATGA CGT. ATGTTCC 480
CATAGTAACG CCAATAGGGA CTTT! CCATTG ACCTCAATGG GTGGAGTATT TACGGT, AAAC 540
TGCCCACTTG GCAGTACATC AAGTGTATCA TATGCCAAGT ACGCCCCCTA TTGACGTCAA 600
TGACGGTAAA TGGCCCGCCT GGCATTATGC CCAGTACATG ACCTTATGGG ACTTTCCTAC 660
TTGGCAGTAC ATCTACGTAT TAGTCATCGC TATTACCATG GTCATGCGGT TTTGGCAGTA 720
CATCAATGGG CGTGGATAGC GGTTTGACTC ACGGGGATTT CCAAGTCTCC ACCCCATTGA 780
CGTCAATGGG AGTTTGTTTT GGCACCAAAA TCAACGGGAC TTTCCAAAAT GTCGT ARCAA 8B40
CTCCGCCCCA TTGACGCAAA TGGGCGGTAG GCGTGTACGG TGGGAGGTCT ATATAAGCAG 900
AGCTCGTTTA GTGAACCGTC AGATCGLCTG GAGACGCCAT CCACGCTGTT TTGACCTCCA 960
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TAGAAGACAC CGGGACCGAT CCAGCCTTNG CGGCCGGGAA CGGTGCATTG CAACGCGGAT 1020
TCCCCGTGCC AAGAGTGACG TAAGTACCGC CTATAGAGTC TATAGGCCCA CCCCCTTGGC 1080
TTCTTATGCA TGCTATACTG TTTTTGGCTT GGGGTCTATA CACCCCCGCT TCCTCATGTT 1140
ATAGGTGATG GTATAGCTTA GCCTATAGGT GTGGGTTATT GACCATTATT GACCACTQC 1200
CTATTGGTGA CGATACTTTC CATTACTAAT CCATAACATG GCTCTTTGCC ACAACTCTCT 1260
TTATTGGCTA TATGCCAATA CACTGTCCTT CAGAGACTGA CACGGACTCT GTATTTTTAC 1320
AGGATGGGGT CTCATTTATT ATTTACASAT TCACATATAC AACACCACCG TCCCCAGTGL 1380
CCGCAGTTTT TATTAAACAT AACGTGGGAT CTCCACGCGA ATCTCGGGTA CGTGTTOOSG 1440
ACATGGGCTC TTCTCCGGTA GCGGCGGAGT TTCTACATCC GAGCCCTGCT CCCATGCCIC 1500
CAGCGACTCA TGGTCGCTCG GCAGCTCCTT GCTCCTAACA GTH GGAGGCCA GACTTAGGCA 1560
CAGCACGATG CCCACCACCA CCAGTGTGCC GCACAAGGCC GTH GGCGGTAG GCTATGTGTC 1620
TGAAAATGAG CTCGGGGAGC GGGCTTGCAC CGCTGACGCA TTTGGAAGAC TTAAGGCAGC 1680
GGCACAAGAA GATGCAGGCA GCTGAGTTGT TGTGTTCTGA TAAGAGT: CAG AGGTAACTCC 1740
CGTTGCGGTG CTGTTAACGG TGGAGGGIAG TGTAGTCTGA GCAGTACTCG TTGCTGCCEC 1800
GCGCGCCACC AGACATAATA GCTGACAGAC TAACAGACTG TTCCTTTCCA TGGGTCTTTT 1860
CTGCAGTCAC CGTCCTTAGA TCTGCTGTGC CTTCTAGTTG CCAGCCATCT GTTGTTTGCC 1920
CCTCCCCCGT GCCTTCCTTG ACCCTGGAAG GTGCCACTCC CACTGTCCTT TCCT, AATAAA 1980
ATGAGGAAAT TGCATCGCAT TGTCTGAGTA GGTGTCATTC TATTCT GGGG GGTGGGGTEG 2040
GGCAGCACAG CAAGGGGGAG GATTGGGAAG ACAATAGCAG GCATGCT GGG GATGCGGTGG 2100
GCTCTATGGG TACCCAGGTG CTGAAGAATT GACCCGGTTC CTCCT GGGCC AGAAAGAAGC 2160
AGGCACATCC CCTTCTCTGT GACACACCCT GTCCACGCCC CTGGTTCTTA GTT CCAGCCC 2220
CACTCATAGG ACACTCATAG CTCAGGAGGEG CTCCGCCTTC AATCCCACCE GCT, AAAGTAC 2280
TTGGAGCGGT CTCTCCCTCC CTCATCAGOC CACCAAACCA AACCTAGCCT CCAAGAGTGG 2340
GAAGAAATTA AAGCAAGATA GGCTATTAAG TGCAGAGGGA GAGAAAATGC CTCCAACATG 2400
TGAGGAAGTA ATGAGAGAAA TCATAGAATT TCTTCCGCTT CCTCGCTCAC TGACTCGCTG 2460
CGCTCGGTCG TTCGGCTGCG GCGAGOGGTA TCAGCTCACT CAAAGGCGGT AATACGGTTA 2520
TCCACAGAAT CAGGGGATAA CGCAGGASAG AACATGTGAG CAAAAGGCCA GCAAAAGGC 2580
AGGAACCGTA AAAAGGCCGC GTTGCTGGIG TTTTTCCATA GGCT: CCGCCC CCCTGACGAS 2640
CATCACAAAA ATCGACGCTC AAGTCAGAGG TGGCGAAACC CGACAGGACT ATAAAGATAL 2700
CAGGCGTTTC CCCCTGGAAG CTCCCTOGTG CGCTCTCCTG TTCCGACCCT GCCGCTTACC 2760
GGATACCTGT CCGCCTTTCT CCCTTCGGGA AGCGTGGCGC TTTCT CAATG CTCACGCTGT 2820
AGGTATCTCA GTTCGGTGTA GGTCGTTCGC TCCAAGCTGG GCTGTGT GCA CGAACCCCCC 2880
GTTCAGCCCG ACCGCTGCGC CTTATCCGGT AACTATCGTC TTGAGTCCAA CCCGGTAAGA 2940
CACGACTTAT CGCCACTGGC AGCAGCCACT GGTAACAGGA TTAGCAGAGC GAGGTATGTA 3000
GGCGGTGCTA CAGAGTTCTT GAAGTGGTGG CCTAACTACG GCT ACACTAG AAGGACAGTA 3060
TTTGGTATCT GCGCTCTGCT GAAGCCAGTT ACCTTCGGAA AAAGAGTTGG TAGCTCTTGA 3120
TCCGGCAAAC AAACCACCGC TGGTAGCGGT GGTTTTTTTG TTGCAAGCA GCAGATTACG 3180
CGCAGAAAAA AAGGATCTCA AGAAGATCCT TTGATCTTTT CTACGGGGT C TGACGCTCAG 3240
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fGGAACGAAA ACTCACGTTA AGGGATTTTG GT CATGAGAT TATCAAAAAG GATCTTCACC 3300
TAGATCCTTT TAAATTAAAA ATGAAGTTTT AAATCAATCT AAAGTATATA TGAGTARACT 3360

TGCCACGGAA CGGTCTGCGT TGT! CGGGAAG ATGCGTGATC TGATCCTTCA ACTCAGCAAA 3660

CTACCTTTGC CATGTTTCAG AAACAACTCT GGCGCATCGG GCTT CCCATA CAATCGATAG 4440
ATTGTCGCAC CTGATTGCCC GACATTATCG CGAGCCCATT TATACCCATA TAAATCAGCA 4500

TAGAAAAATA AACAAATAGG GGTTCCGOGC ACATTTCCCC GAAAAGTGCC ACCTGACGTC 4800
TAAGAAACCA TTATTATCAT GACATTAACC TATAAAAATA GGCGTATCAC GAGGCCCTTT 4860
CGTC 4864

Informatie pentru secventa ID nr:1¢
(1) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 15 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) impletire: simplz
(D) Topologie: liniara
(1) Tipul moleculei:cADN
(1) Ipotetica: nu
(V) Antisens: ny
(XI) Descrierea Secventei: Secv.ID Nr-19

AGCAGAAGCA GAGCA 15
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(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:20
(1) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 119 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) Impletire: dubla
(D)Topologie: ambele
(I1) Tipul moleculei: cADN
(111) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(X1) Descrierea secventei: SECV.ID N=:20
TCACCGTCCT TAGATCAAGC AGGGTTAATA ATCACTCACT GAGTGACATC

AAAATCATGG 60
CGTCCCAAGG CACCAAACGG TCTTATGAAC AGATGGAAAC TGATGGGGAA
CGCCAGATT 119

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENT- ID NR:21
() Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 67 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) impletire: dubla
(D) Topologie: ambele
(I1) Tipul moleculei: cADN
(1) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: da
(XI) Descrierea secventei: SECV.ID N&:21
GAGGGGCAAA CAACAGATGG CTGGCAACTA GAAGGCACAG CAGATATTTT
TTCCTTAATT 60
GTCGTAC 67

Informatie pentru secventa ID nr:22
(1) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 15 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) Impletire: simpla
(D)Topologie: liniara
(1) Tipul moleculei: cADN
(1) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(XI) Descrierea secventei: Secv.ID Nri22
AGCAGAACCA CGCAC 15

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:23
() Caracteristicile secventei:

(A) Lungime: 15 bp

(B) Tip: acid nucleic

(C) impletire: simpl

(D) Topologie: liniara

(1) Tipul moleculei: cADN
(1) Ipotetica: nu
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(IV) Antisens: nu
(X1) Descrierea Secventei: Secv ID Nr:23
AGCAGAAGCA CAGCA

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:24
(1) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 33 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) impletire: dubl3
(D) Topologie: ambele
(1) Tipul moleculei: cADN
(1) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(X1) Descrierea secventei: Secv.ID N:24
CCTTAGATCG GAAATAAAAA CA~CCAAAAT GAA

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:25
(1) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 36 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) imppletire: dubia
(D) Topologie: ambele
(I1) Tipul moleculei: cADN
(1) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: da
(X1) Descrierea secventei: Secv.ID N~25
GCAGATCCTT ATATTTCTGA AATICTGGTC TCAGAT

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:26
(I) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 102 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) impletire: dubla
(D) Topologie: ambele
(1) Tipul moleculei: cADN
(1) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(X!) Descrierea secventei: Secv.ID Nr-26:
ACCGTCCTTA GATCCAGAAG CAGAGCATTT TCTAATATCC
GGCAATAATT
GTACTACTCA TGGTAGTAAC ATCCAACGCA GATCGAATCT GC

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:27
(1) Caracteristicile secventei:

(A) Lungime: 42 bp

(B) Tip: acid nucleic

(C) impletire:dublz

(D) Topologie: ambele
(1) Tipul moleculei: CcADN
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(1) Ipotetica: nu

(V) Antisens: da

(XI) Descrierea secventei: Secv.ID N-27

GGCACAGCAC ATCTTTCAAT AACGTTTCTT TGTAATGGTA AC

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:28
(1) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime:23 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) impletire: simpla
(D)Topologie: liniara
(1) Tipul moleculei: cADN
(1) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(XI) Descrierea secventei: Secv.ID N-28
CTAACAGACT GTTCCTTTCC ATG

(2) Informatie pentru secventa ID nr: ¢
(1) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 18 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C)impletire: simpla
(D) Topologie: liniara
(I) Tipul moleculei: cADN
(1) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: da
(XI) Descrierea secventei: Secv.ID Nr.29
GGAGTGGCAC CTTCCAGG

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTAID NR:30
(I) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 12 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) impletire: simpl3
(D) Topologie: liniara
(1) Tipul moleculei: cADN
() Ipotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(XI) Descrierea secventei: Secv.ID Nr:30:
AGCAAAAGCA GG

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTAID NR:31
(1) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 14 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C)impletire: simpl
(D) Topologie: liniara
(1) Tipul moleculei: cADN
(1) Ipotetica: nu

42

23

18

12
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(IV) Antisens: nu
(X1) Descrierea secventei: Secv.ID Nr:31
AGCAGAAGCG GAGC
(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:32
() Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 35 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) impletire: dubla
(D) Topologie: liniara
(1) Tipul moleculei: cADN
(111) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(XI) Descrierea secventei: Secv.ID Nr:32
CCACATGTCG ACCCGTAAAA ACCCCGCGTT GCTGG

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:33
(1) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 33 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C)impletire: dubla
(D)Topologie: liniara
(I1) Tipul moleculei: cADN
(1) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(X1) Descrierea secventei: SECV.ID NR:33
GGTACAACCA TGAAGACTAT CATTGCTTTG AGC

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:34
(1) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 37 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) impletire: dublz
(D) Topologie: liniara
(1) Tipul moleculei: cADN
(111) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(XI) Descrierea secventei: SECV.ID NR:34
CCACATAGAT CTTCAAATGC AAATGTTGCA CCTAATG

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:35
(1) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 37 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) impletire: dubij
(D) Topologie: liniara
(I1) Tipul moleculei: cADN
(1) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(XI) Descrierea secventei: Secv.ID Nr:35

GGTACAACCA TGAAAGCAAA ACTACTAGTC CTGTTATG
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(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR: 36
() Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 32 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) Impletire: dubls
(D) Topologie: liniara
(1) Tipul moleculei: cADN
(111) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(X1) Descrierea secventei: SECV.ID NX:36
CCACATTCAG ATGCATATTC TACAZTGCAA AG

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:37
(I) Caracteristicile secventei;
(A) Lungime: 36 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) impletire: dubla
(D) Topologie: liniara
(1) Tipul moleculei: cADN
(1) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(XI) Descrierea secventei: SECV.ID N3:37
GGTACAACCA TGAAGGCAAT AATTZTACTA CTCATG

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENT~ID NR:38
(1) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 36 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) Impletire: dubla
(D) Topologie: liniar
(Il) Tipul moleculei: cADN
(1) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(XI) Descrierea secventei: SECV.ID NR:38
CCACATTTAT AGACAGATTT AGCAAGAAAC ATTGTC

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTAID NR:39
(1) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 33 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) impletire: dublz
(D) Topologie: liniara
(1) Tipul moleculei: cADN
() Ipotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(XI) Descrierea secventei: SECV.ID NR:39
GGTACAAGAT CTACCATGCT TCTAACCGAG GTC

32

36

36

33
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(2) Informatie pentry secventa ID nr40:;
(1) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 36 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) impletire: dubls
(D)Topologie: liniars
(1) Tipul moleculei: cADN
(1) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(X1) Descrierea Secventei: SECV.ID NR:40
CCACATAGAT CTTCACTTGA ACCGTTGCAT CTGCAC

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:41
(1) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 39 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) impletire: dubls
(D) Topologie: liniara
(1) Tipul moleculei: cADN
(1) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(X1) Descrierea Secventei: SECV.ID NR:41
GGTACAGGAT CCACCATGTC CAACATGGAT ATTGACGGC

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:42
(1) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 39 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) Impletire: dubi
(D) Topologie: liniar
(1) Tipul moleculei: CcADN
() Ipotetica: nu
(V) Antisens: nu
(XI) Descrierea secventei: SECV.ID NR:42
CCACATGGAT CCTTAATAAT CGAGGTCATC ATAATCCTC

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:43
(1) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 42 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) impletire: dubi
(D) Topologie: liniar
(1) Tipul moleculei: cADN
(1) Ipotetici: ny
(IV) Antisens: nu
(X!) Descrierea secventei: SECV.ID NR:43

GGTACAGGAT CCACCATGTC GCTGTTTGGA GACACAATTG cC
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(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:44
() Caracteristicile secventei:

(A) Lungime: 38 bp

(B) Tip: acid nucleic

(C) Impletire: dubla

(D) Topologie: ambele

(I1) Tipul moleculei: cADN

(111) Ipotetica: nu

(IV) Antisens: nu
(XI) Descrierea secventei: SECV.ID NR:44
CCACATGGAT CCTTATAGGT ATTTCTTCAC AAGAGCTG 38

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:45
(I) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 3553 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) Impletire: dubla
(D) Topologie: ambele
(1) Tipul moleculei: cADN
(1) tpotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(XI) Descrierea secventei: SECV.ID NR45

GATATTGGCT ATTGGCCATT GCATACGTTG TATCCATATC ATAATATGTA CATTTATATT 60
GGCTCATGTC CAACATTACC GCCATGTTGA CATTGATTAT TGACTAGTTA TTAATAGTAA 120
TCAATTACGG GGTCATTAGT TCATAGCCCA TATATGGAGT TCCGCGTTAC ATAACTTACS 180
GTAAATGGCC CGCCTGGCTG ACCGCCCARS GACCCCCGCC CATTGACGT CAATAATGACG 240
TATGTTCCCA TAGTAACGCC AATAGGGACT TTCCATTGAC GTCAATGGGT GGAGTATTTA 300
CGGTAAACTG CCCACTTGGC AGTACATCAA GTGTATCATA TGCCAAGT AC GCCCCCTATT 360
GACGTCAATG ACGGTAAATG GCCCGCCTGG CATTATGCCC AGT. ACATGAC CTTATGGGAC 420
TTTCCTACTT GGCAGTACAT CTACGTATTA GTCATCGCTA TTACCATGGT GATGCGGTTT 480
TGGCAGTACA TCAATGGGCG TGGATAGCGG TTTGACTCAC GGGGATTTCC AAGTCTCCAC 540
CCCATTGACG TCAATGGGAG TTTGTTTTGG CACCAAAATC AACGGGACTT TCCAAAATGT 600
CGTAACAACT CCGCCCCATT GACGCAAATG GGCGGTAGGC GTGTACGGT: G GGAGGTCTAT 660
ATAAGCAGAG CTCGTTTAGT GAACCGTCAG ATCGCCTGGA GACGCCATCC ACGCTGTTTT 720
GACCTCCATA GAAGACACCG GGACCGATCC AGCCTCCGCG GCCGGGAACG GTGCATTGGA 780
ACGCGGATTC CCCGTGCCAA GAGTGACGTA AGTACCGCCT ATAGAGT CTATAGGCCCAZL 840
CCCTTGGCTT CTTATGCATG CTATACTGTT TTTGGCTTGG GGT CTATACA CCCCCGCTTC 900
CTCATGTTAT AGGTGATGGT ATAGCTTAGC CTATAGGTGT GGGTT ATTGA CCATTATTGA 960
CCACTCCCCT ATTGGTGACG ATACTTTCCA TTACTAATCC ATAACATGGC TCTTTGCCAC 1020
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AACTCTCTTT ATTGGCTATA TGCCAATACA CTGTCCTTCA GAGACTGACA CGGACTCTGT 1080
ATTTTTACAG GATGGGGTCT CATTTATTAT TTACAAATTC ACATATACAA CACCACCGTC 1140
CCCAGTGCCC GCAGTTTTTA TTAACATGC TAACGTGGGA TCTCCACGCG AATCTOGGGT 1200
ACGTGTTCCG GACATGGGCT CTTCTCCGGT AGCGGCGGAG CTTCTACATC CGAGCLCTGC 1260
TCCCATGCCT CCAGCGACTC ATGGTCECTC GGCAGCTCCT TGCTCCTAAC AGTGGAGGCC 1320
AGACTTAGGC ACAGCACGAT GCCCACCACC ACCAGTGTGC CGCACAAGGC CGTGGCGGTA 1380
GGGTATGTGT CTGAAAATGA GCTCGGGGAG CGGGCTTGCA CCGCTGACGC ATTTGGAAGA 1440
CTTAAGGCAG CGGCAGAAGA AGATGCAGGC AGCTGAGTTG TTGTGTTCTG ATAAGAGTCA 1500
GAGGTAACTC CCGTTGCGGT GCTGTTAACG GTGGAGGGCA GTGTAGTCTG AGCAGTACTC 1560
GTTGCTGCCG CGCGCGCCAC CAGACATAAT AGCTGACAGA CTAACAGACT GTTCCTTTCC 1620
ATGGGTCTTT TCTGCAGTCA CCGTCCTTAG ATCTCGTGTG CCTTCTAGTT GCCAGCCATC 1680
TGTTGTTTGC CCCTCCCCCG TGCCTTZCTT GACCCTGGAA GGTGCCACTC CCACTGTCCT 1740
TTCCTAATAA AATGAGGAAA TTGCATCGCA TTGTCTGAGT AGGTGTCATT CTATTCTGGG 1800

GGGTGGGGTG GGGCAGCACA GCAAGGGGGA GGATTGGGAA GACAATAGCA GGCATGCTGG 1860

GGATGCGGTG GGCTCTATGG GT, ACGECCGC AGCGGCCGTA CCCAGGTGCT GAAGAATTGA 1920
CCCGGTTCCT CGACCCGTAA AAAGGCLGCG TTGCTGGCGT TTTTCCATAG GCTH CCGCCLC 1980
CCTGACGAGC ATCACAAAAA TCGACGCTCA AGTCAGAGGT GGCGAAACCC GACAGGACTA 2040
TAAAGATACC AGGCGTTTCC CCCT GGAAGC TCCCTCGTGC GCTCTCCTGT TCCGACCCTG 2100
CCGCTTACCG GATACCTGTC CGCCTTSCT C CCTTCGGGAA GCGTGGCGCT TTCTCAATGC 2160
TCACGCTGTA GGTATCTCAG TTCGGTGT, AG GTCGTTCGCT CCAAGCTGGG CTGTGTGCAC 2220
GAACCCCCCG TTCAGCCCGA CCGCT! GOGCC TTATCCGGTA ACTATCGTCT TGAGT CCAAG 2280
CCGGTAAGAC ACGACTTATC GCCACT GGCA GCAGCCACTG GTAACAGGAT TAGCAGAGCG 2340
AGGTATGTAG GCGGTGCTAC AGAGTTCTT G AAGTGGTGGC CTAACTACGG CT. ACACTAGC 2400
TGAAGGACAG TATTTGGTAT CTGOGCTCT. G CTGAAGCCAG TTACCTTCGG AAAAAGAGTT 2460

GGTAGCTCTT GATCCGGCAA ACAAACCACC GCTGGTAGCG GTGGTTTTTI TGTTTGCAAG 2520

CAGCAGATTA CGCGCAGAAA AAAAGGATCT CAAGAAGATC CTTTGATCTT TTCTACGTGA 2580
TCCCGTAATG CTCTGCCAGT GTTACAACCA ATTAACCAAT TCTGATTAGA AAAACTCATC 2640
GAGCATCAAA TGAAACTGCA ATTTATTCAT ATCAGGATTA TCAATACCAT ATTTTTGAAA 2700
AAGCCGTTCC TGTAATGAAG GAGAARACTC ACCGAGGCAG TTCCATAGGA TGGCAAGATC 2760
CTGGTATCGG TCTGCGATTC CGACTCGTCC AACATCAATA CAACCTATTA ATTTCCCCTC 2820
GTCAAAAATA AGGTTATCAA GTGAGARATC ACCATGAGTG ACGACTGAAT CCGGTGAGAA 2880
TGGCAAAAGC TTATGCATTT CTTTCCAGAC TTGTTCAACA GGCCAGCCAT TACGCTCGTC 2940
ATCAAAATCA CTCGCATCAA CCAAACCGTT ATTCATTCGT GATTGCGCCT GAGCGAGACG 3000
AAATACGCGA TCGCTGTTAA AAGGACAATT ACAAACAGGA ATCGAATGCA ACCGGCGCAG 3060
GAACACTGCC AGCGCATCAA CAATATTTCC ACCTGAATCA GGATATTCTT CTAATACCTG 3120
GAATGCTGTT TTCCCGGGGA TCGCAGTGGT GAGTAACCAT GCATCATCAG GAGTACGGAT 3180
ARAATGCTTG ATGGTCGGAA GAGGCATAAA TTCCGTCAGC CAGTTTAGTC TGACCATCTC 3240
ATCTGTAACA TCATTGGCAA CGCTACCTTT GCCATGTTTC AGAAACAACT CTGGCGCATC 3300
GGGCTTCCCA TACAATCGAT AGATTGTCGC ACCTGATTGC CCGACATTAT CGCGAGCOCA 33 60
TTTATACCCA TATAAATCAG CATCCATGTT GGAATTTAAT CGCGGCCTCG AGCAAGACGT 3420
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(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:46
() Caracteristicile secventei:

(A) Lungime: 72 bp

(B) Tip: acid nucleic

(C) Impletire: dubla

(D) Topologie: ambele
(11) Tipul moleculei: cADN
(1) 1potetica: nu
(IV) Antisens: nu
(XI) Descrierea secventei: SECV.ID NR:46
TCACCGTCCT TAGATCGGTA CAACCATGAA
ACATTTTATG
TCTGGTTTTC GC

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:47
(1) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 111 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) Impletire; dubl
(D) Topologie: ambele
(1) Tipul moleculei: cADN
(I11) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(XI) Descrierea secventei: SECV.ID NR:47

GACTATCATT

GCTTTGAGCT
60
72

TCATGCTTTT TGCTTTGTGT TGTTTTGCTG GGGTTCATCA TGTGEGGCCTG

CCAAAAAGGC

60

AACATTAGGT GCAACATTTG CATTTGAAGA TCTATGTGGG ATCTGCTGTGC 111

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:48
(I)Caracteristicile secventei:

(A) Lungime: 63bp

(B) Tip: acid nucleic

(C) Impletire: dublx

(D) Topologie: ambele
(1) Tipul moleculei: cADN
(1) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(X1) Descrierea secventei: SECV.ID NR:48
TTAGATCGGA ACATGAAAGC AAAACTACTA
AGCTACATAT
GCA

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:49
(1) Caracteristicile secventei:

(A) Lungime: 63 bp

(B) Tip: acid nucleic

(C) Impletire:dubl

(D) Topologie: ambele
(1) Tipul moleculei: cADN

GTCCTGTTAT

GTGCATTTAC
60
63
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() Ipotetica: nu

(IV) Antisens: nu

(X1) Descrierea secventei: SECV.ID NR:49

CTGGGCTTT TGGTGTCCCT GGGGGCAATC AGCTTCTGGA TGTGTTCTAA
TGGGTCTTTG 60
CAGTGTAGAA TATGCATCTG AATGTGGGAT GTGCTGTGCC TT 102

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:50
(1) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 108 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) impletire: dubiz
(D) Topologie: ambele
(I1) Tipul moleculei: cADN
(111) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(X1) Descrierea Seécventei: SECV.ID NR:50
CCTTAGATCG GTACAACCAT GAAGGCAATA ATTGTACTAC TC2TGGTAGT
AACATCCAAC 60
GCAGATCGAA TCTGCACTGG GATAACATC TCAAACTCAC CTCATGTG 108

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:51
(1) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 102 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) impletire: dubla
(D) Topologie: ambele
(1) Tipul moleculei: cADN
(INN) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: ny
(XI) Descrierea secventei: SECV.ID NR:51
TTGGCTGTAA CATTGATGAT AGCTATTTTT ATTGTTTATA TGGTCTCCAG
AGACAATGTT 60
TCTTGCTCCA TCTGTCTATA AATGTGGGAT CTGCTGTGCC 1T 102

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:52
(1) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 84 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) impletire: dubls
(D) Topologie: ambele
(I Tipul moleuclei: cADN
(1) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: ny
(XI) Descrierea seécventei: SECV.ID NR:52
GTCCTTAGAT CCACCATGGC GTCCCAAGGC ACCAAACGGT CTTATGAACA
GATGGAAACT 60
GATGGGGAAC GCCAGAATGC AACT 84
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(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:53
(I) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 108 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) Impletire: dubla
(D) Topologie: ambele
(1) Tipul moleculei: cADN
(111) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(X1) Descrierea secventei: SECV.ID NR:53
GAAAAGGCAA CGAACCCGAT CGTGCCCCCCT TTTGACATGA GTALTGAAGG
ATCTTATTTC 60
TTCGGAGACA ATGCAGAAGA GTACGACAAT TAAGGATCTG CTGTGCCT 108

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:54
() Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 132 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) Impletire: dubli
(D) Topologie: ambele
(1) Tipul moleculei: cADN
(1) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(X1) Descrierea secventei: SECV.ID NR:54
CTTAGATCCA GATCTACCAT GAGTCTTCTA ACCGAGGTCG AAACGTATGT

TCTCTCTATC 60
GTTCCATCAG GCCCCCCTCAA AGCCGAAATC GCGCAGAGAC TTGAAGATCT
CTTTGCTGGG 120
AAAAACACAG AT 132

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTAID NR:55
() Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 129 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) impletire: dubli
(D)Topologie: ambele
(1) Tipul moleculei: cADN
(1) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(XI) Descrierea secventei: SECV.ID NR:55
GGGACTCATC CTAGCTCCAG TACTGGTCTA AAAGATGATC TTCTTGAAAA

TTTGCAGACC 60
TATCAGAAAC GAATGGGGGT GCAGATGCAA CGGTTCAAGT GAAGATCTAT
GTGGGATCTG 120

CTGTGCCTT 129
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(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:56
(1) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 81 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) Impletire: dubi
(D) Topologie: ambele
(1) Tipul moleculei: cADN
(111) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(X1) Descrierea secventei: SECV.ID NR:56
CTTAGATCCA CCATGTCCAA CATGGATATT GACGGTATCA ACACTGGGAC
AATGACAAA 60
ACACCGGAAG AAATAACTTCT 81

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:57
(1) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 96 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) impletire: dubls
(D) Topologie:ambele
(1) Tipul moleculei: cADn
(1) Ipotetica: nu
(V) Antisens: nu
(X1) Descrierea secventei: SECV.IDNR:57
GTTGAAATTC CAATTAAGCA GACCATCCCC AATTTCTTCT TTGGGAGGGA
CACAGCAGAG ’ 60
GATTATGATG ACCTCGATTA TTAAGGATCT GCTGTG 96

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:58
(1) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 96 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) impletire: dubl
(D) Topologie: ambele
n Tipul moleculei: cADN
(i Ipotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(XI) Descrierea Secventei: SECV.ID NR:58
CTTAGATCCA CCATGTCGCT GTTTGGAGAC ACAATTGCCT ACCTGCTTTC
ATTGACAGAA 60
GATGGAGAAG GCAAAGCAGA ACTAGCAGAA AAATTA 96

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:59
(1) Caracteristicile secventei:

(A) Lungime: 123 bp

(B) Tip: acid nucleic

(C) Impletire: dublz

(D) Topologie: ambele
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(1) Tipul moleculei: cADN

(11) Ipotetica: nu

(IV) Antisens: nu

(XI) Descrierea secventei: SECV.ID NR:59
AGATCTCTTG GGGCAAGTCA AGAGAATGGG
GATGGAAGTGG

CTAAAGCAGA GCTCTATGGG AAATTCAGCT
AGGATCTGCT

GTG

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:60
() Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 33 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) impletire: dubla
(D) Topologie: ambele
(11) Tipul moleculei: cADN
(1) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(XI) Descrierea secventei: SECV.ID NR:60
GGTACAAATA TTGGCTATTG GCCATTGCAT

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:61
(1) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 38 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) Impletire: dubls
(D) Topologie: ambele
(1) Tipul moleculei: cADN
(111) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(XI) Descrierea secventei: SECV.ID NR:61

GAAGGAATTG CAAAGGATGT
60
CTTGTGAAGA AATACCTATA

120
123

33

CCACATCTCG AGGAACCGGG TCAATTCTTC AGCACC 36

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:62
(1) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 38 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) impletire: dubli
(D) Topologie: ambele
(1) Tipul moleculei: cADN
(llf) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(XI) Descrierea secventei: SECV.ID NR'62

GGTACAGATA TCGGAAAGCC ACGTTGTGTC TCAAAATC 38




RO 117710 B1

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:63
() Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 37 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) Impletire: dubl
(D) Topologie: ambele
(1) Tipul moleculei: cADN
(111) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(X1) Descrierea secventei: SECV.ID NR:63
CCACATGGAT CCGTAAGCT CTGCCAGTGT TACAACC 37

(2) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR:64
(1) Caracteristicile secventei:
(A) Lungime: 39 bp
(B) Tip: acid nucleic
(C) Topologie: ambele
(1) Tipul moleculei: cADN
(111) Ipotetica: nu
(IV) Antisens: nu
(XI) Descrierea secventei: SECV.ID NR:64
GGTACATGAT CACGTAGAAA AGATCAAAGG ATCTTCTTG 39

Revendiciri

1. Construct ADN capabil sz induca un raspuns imun fatd de virusul influenza,
caracterizat prin aceea ci este constituits dintr-un vector de expresie selectat din grupul
constand din pnESV, V1, V1J, V1JR Vidns si V1Jneo si un terminator de transcriptie legat
operativ la o secventa nucleotidica czre codifici o proteina a virusului influenza.

2. Construct ADN, conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea c3 vectorul de
expresie este ales din grupul constand:pnRSV-PR-NP, V1-PR-NP, V1 Jns-NJ-NP, cu
dimensiunea de 6,42 Kb, al carui capat terminal 5' este
GTCCTTAGAT CCACCATGGC GTCCCAAGGC ACCAAACGGT CTTATGAACA
GATGGAAACT GATGGGGAAC GCCAGATGC AACT (Secv.ID Nr.52), iar capatul terminal
3' este
GAAAAGGCAA CGAACCCGAT CGTGCCCTCTTTTGACATGA GTAATGAAGG
ATCTTATTTC TTCGAGACA ATGCAGAAGA GTACGACAAT TAAGCAAT TAAGGATCTG
CTGTGCCT (SECV.ID NR.53),

V1Jns-PA-NP (B/Panama/45/90), cu dimensiunea de 6,54 Kb, al carui capat terminal 5' este
CTTAGATCCA CCATGTCCAA CATGGATATT GACGGTATCA ACACTGGGAC
AATTGACAAA ACACCGGAAG AAATAACTTC T (SECV.ID NR.56)

iar capatul terminal 3' este

GTTGAAATTC CAATTAAGCA GACCATCCCC AATTTCTTCT TTGGGAGGGA
CACAGCAGAG GATTATGATG ACCTCGATTA TTAAGGATCT GCTGTG (SECV.ID NR
57), V1Jneo-BJ-NP al cirui capat terminal 5' este

TCACCGTCCT TAGATCAAGC AGGGTTAATA ATCACTCACT GAGTGACATC
AAAATCATGG CGTCCCAAGG CACCAAACCG TCTTATGAAC AGATGGAAAC
TGATGGGGAA CGCCAGATT (SECV.ID NR 20),

3110

3115

3120

3125

3130

3135

3140

3145

3150

3155



3160

3165

3170

3175

RO 117710 B1

iar capatul terminal 3' este

GAGGGCAAA CAACAGATGG CTGGCAACTA GAAGGCACAG CAGATATTTT
TTCCTTAATT GTCGAC

V1Jneo-TX-NP

al carui capat terminal 5' este

CCTTAGATCG GAAATAAAAA CAACCAAAAT GAA

iar capatul terminal 3' este

GCAGATCCTT ATATTTCTTGA AATTCTGGTC TCAGAT (SECV.ID NR 25)

3. Construct ADN, conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ci se foloseste
ca vaccin.

4. Construct ADN, conform revendicrii 1, caracterizat prin aceea ci se foloseste
intr-o metoda de inducere a raspunsului imun specific la virusul influenza, care cuprinde
urmatoarele etape:

a) izolarea genei influenza;

b) legarea genei influenza in mod operativ de secventele reglatoare din constructul
ADN, astfel, incat gena este legata operativ la secventele de control care la introducerea
(direct) intr-un tesut viu, directioneazz initierea transcriptiei si ulterior, translatia genei:

C) introducerea constructului £ON care contine gena influenza intr-un tesut viu si
optional,

d) addugarea unui construct aaonal care contine gena influenza.

5. Compozitie imunogena, caracterizati prin aceea ca, aceasta cuprinde construc-
tul ADN, definit in revendicarea 1, impreund cu o solutie acceptabila farmaceutic, cu lipozomi
sau cu un adjuvant acceptabil si, optional, cu agenti care faciliteaza transfectia.

Presedintele comisiei de examinare: ing. Marin Elena
Examinator: ing. Puscas Corina
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V1l.5cquence, SEQ. ID:10:
1 TCGCGCGTTT CGGTGATC:Z GGTGAAAACC TCTGACACAT GCAGCTCCCG

51 GAGACGGTCA CAGCTTGTCT GTAAGCGGAT GCCGGGAGCA GACAAGCCTS
101 TCAGGGOGCG TCAGCGGEG TTIGGCGGGTG TCGGGGCTGG CTTAACTATG
151 CGGCATCAGA GCAGATTG:4 CTGAGAGTGC ACCATATGCG GTGTGAAATA
201 CCGCACAGAT GCGTAAGS:G AAAATACCGC ATCAGATTGG CTATTGGCCA
251 TTGCATACGT TGTATCCAT 2 TCATAATATG TACATTTATA TTGGCTCATG
301 TCCAACATTA CCGCCATCTT GACATTGATT ATTGACTAGT TATTAATAGS
351 AATCAATTAC GGGGTCATT % GTTCATAGCC CATATATGGA GTTCCGCGT
401 ACATAACTTA CGGTAAATSS CCCGCCTGGC TGACCGCCCA ACGACCOOCG
451 CCCATTGACG TCAATAATE A CGTATGTTCC CATAGTAACG CCAATAGGGS
501 CTTTCCATTG ACGTCAATGS GTGGAGTATT TACGGTAAAC TGCCCACTTG
551 GCAGTACATC AAGTGTATIa TATGCCAAGT ACGCOCCCTA TTGACGTCAA
601 TGACGGTAAA TGGCCCGLCT GGCATTATGC CCAGTACATG ACCTTATGGG
651 ACTTTCCTAC TTGGCAGTAC ATCTACGTAT TAGTCATCGC TATTACCATG
701 GTGATGCGGT TTTGGCAG:A CATCAATGGG CGTGGATAGC GGTTTGACTC
751 ACGGGGATTT CCAAGTCTCC ACCCCATTGA CGTCAATGGG AGTTTGTTTE
801 GGCACCAAAA TCAACGGSAC TTTCCAAAAT GTCGTAACAA CTCCGCCCCA
851 TTGACGCAAA TGGGCGGTAG GCGTGTACGG TGGGAGGTCT ATATAAGCAG
901 AGCTCGTTTA GTGAACCGTC AGATCGCCTG GAGACGOCAT CCACGCTGTT
951 TTGACCTCCA TAGAAGACAC CGGGACCGAT CCAGCCTCCG CGGCCGGGAA

1001 CGGTGCATTG GAACGCGGAT TCCCCGTGCC AAGAGTGACG TAAGTACCGC
1051 CTATAGAGTC TATAGGCOCCA COCCCTTGGC TTCTTATGCA TGCTATACTG
1101 TTTTTGGCTT GGGGTCTATA CACOCCCGCT TCCTCATGTT ATAGGTGATG
1151 GTATAGCTTA GCCTATAGGT GTGGGTTATT GACCATTATT GACCACTCCC

1201 CTATTGGTGA CGATACT:C CATTACTAAT CCATAACATG GCTCTTTGCC

Fig. 6A
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1) Int.CL'"C 12N 15/44;
AB1K 48/00;

1251 ACAACTCTCT TTATTGGCTA TATGCCAATA CACTGTCCTT CAGAGACTG:
1301 CACGGACTCT GTATTTTTAC AGGATGGGGT CTCATTTATT ATTTACAA4™
1351 TCACATATAC AACACCAZCG TCCCCAGTGC CCGCAGTTTT TATTAAACAT
1401 AACGTGGGAT CT\ CCACGTGA ATCTCGGGTA CGTGTTCCGG ACATGGGCTC
1451 TTCTCCGGTA GCGGCGGAGE TTCTACATCC GAGCCCTGCT CCCAT 1C
1501 CAGCGACTCA TGGTCGC-CG GCAGCTCCTT GCTCCTAACA GTGGAGGCCA
1551 GACTTAGGCA CAGCACGATG CCCACCACCA CCAGTGTGCC GCACAAGSS
160 GTGGCGGTAG GGTATGTSTC TGAAAATGAG CTCGGGGAGC GGGCTTGC AT
1651 CGCTGACGCA TTTGGAAGAC TTAAGGCAGC GGCAGAAGAA GATGCAGGZA
1701 GCTGAGTTGT TGTGTTCiGA TAAGAGTCAG AGGTAACTCC CGTTGCGGTG
1751 CTGTTAACGG TGGAGGGTAG TGTAGTCTGA GCAGTACTCG TTGCTGCCGS
1801 GCGCGCCACC AGACATAATA GCTGACAGAC TAACAGACTG TTCCTTTCCA
1851 TGGGTCTTTT CTGCAGTCAC CGTCCTTAG ATCTGCTGTG CCTTCTAGTT
1901 GCCAGCCATC TGTTGTTTGC CCCTCCCCCG TGCCTTCCTT GACCCT: GGAs
1951 GGTGCCACTC CCACTGTCCT TTCCTAATAA AATGAGGAAA TTGCATCGCA
2001 TTGTCTGAGT AGGTGTCATT CTATTCTGGG GGGTGGGGTG GGGCAGCACA
2051 GCAAGGGGGA GGATTGGGAA GACAATAGCA GGCATGCTGG GGATGCGGTG
2101 GGCTCTATGG GTACCCAGST GCTGAAGAAT TGACCCGGTT CCTCCTGGGC
2151 CAGAAAGAAG CAGGCACATC CCCTTCTCTG TGACACACCC TGTCCACGCC
2201 CCTGGTTCTT AGTTCCAGOC CCACTCATAG GACACT! CATA GCTCAGGAGG
2251 GCTCCGCCTT CAATCCCACC CGCTAAAGTA CTTGGAGCGG TCTCTCCCTC
2301 CCTCATCAGC CCACCAAACC AAACCTAGCC TCCAAGAGTG GGAAGAAATT
2351 AAAGCAAGAT AGGCT. ATTAA GTGCAGAGGG AGAGAAAATG CCTCCAACAT
2401 GTGAGGAAGT AATGAGAGAA ATCATAGAAT TTCTTCCGCT TCCTCGCTCA

2451 CTGACTCGCT GCGCTCGGTC GTTCGGCTGE GGCGAGCGGT ATCAGCTCAC

Fig. 6B
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1) Int.CL”C 12N 15/44;
#61 K 48/00;

TCAAAGGCGG TAATACGGTT ATCCACAGAA TCAGGGGATA ACGCAGGAs s
GAACATGTGA GCAAAAGGCC AGCAAAAGGC CAGGAACCGT AAAAAGEEG
CGTTGCTGGC GTTTTTCCAT AGGCTCCGCC COCCTGACGA GCATCACAL
AATCGACGCT CAAGTCAGAG GTGGCGAAAC CCGACAGGAC TATAAAGA=A
CCAGGCGTTT CCCOCTGEAA GCTCCCTCGT GCGCTCTCCT GTTCCGACE.
TGCCGCTTAC CGGATACSTG TCCGCCTTTC TCCCTTCGGG AAGCGTGE S
CTTTCTCAAT GCTCACGTTG TAGGTATCTC AGTTCGGTGT AGGTCGTTCE
CTCCAAGCTG GGCTGTG:3C ACGAACCCCC CGTTCAGCCC GACCGLTErs
CCTTATCCGG TAACTATCGT CTTGAGTCCA ACCCGGTAAG ACACGAC -
TCGCCACTGG CAGCAGCCAC TGGTAACAGG ATTAGCAGAG CGAGGTATS-
AGGCGGTGCT ACAGAGTITT TGAAGTGGTG GCCTAACTAC GGCTACAC -
GAAGGACAGT ATTTGGTATC TGCGCTCTGC TGAAGCCAGT TACCTTCGG A
AAAAGAGTTG GTAGCTCTTG ATCCGGCAAA CAAACCACCG CTGGTAGCGS
TGGTTTTTTT GTTTGCAAGC AGCAGATTAC GCGCAGAAAA AAAGGATCTC
AAGAAGATCC TTTGATCTT7 TCTACGGGGT CTGACGCTCA GTGGAACGAL
AACTCACGTT AAGGGATTTT GGTCATGAGA TTATCAAAAA GGATCTTCAC
CTAGATCCTT TTAAATTAAA AATGAAGTTT TAAATCAATC TAAAGTATAT
ATGAGTAAAC TTGGTCTGAC AGTTACCAAT GCTTAATCAG TGAGGCACCT
ATCTCAGCGA TCTGTCTATT TCGTTCATCC ATAGTTGCCT GACTCCCCGT
CGTGTAGATA ACTACGATAC GGGAGGGCTT ACCATCTGGE COCAGTOCTG
CAATGATACC GCGAGACCCA CGCTCACCGG CTCCAGATTT ATCAGCAATA
AACCAGCCAG CCGGAAGGGC CGAGCGCAGA AGTGGTOCTG CAACTITATC
CGCCTCCATC CAGTCTATIA ATTGTTGCCG GGAAGCTAGA GTAAGTAGTT
CGCCAGTTAA TAGTTTGOGC AACGTTGTTG CCATTGCTAC AGGCATCGTG

GTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCITCATTCAGCTCCGGTTCCCAACG

Fig. 6C




RO 117710 B1

61 Int.CL”"C 12N 16/144;
A 61K 48/00:

3751 ATCAAGGCGA GTTACATGAT CCOOCATGTT GTGCAAAAAA GCGGTTAGCT
3801 CCTTCGGTCC TCCGATCGTT GTCAGAAGTA AGTTOGCCGE AGTGTTATCA
2851 CTCATGGTTA TGGCAGCACT GCATAATTCT CTTACTGTCA TGCCATCCGT
3901 AAGATGCTTT TCTGTGACTC GTGAGTACTC AACCAAGTCA TTCTGAGAAT
3951 AGTGTATGCG GCGACCGAGT TGCTCTTGCC CGGCGTCAAT ACGGGATAAT
4001 ACCGCGCCAC ATAGCAGAAC TTTAAAAGTG CTCATCATTG GAAAACGTTC
4031 TTCGGGGCGA AAACTCTCAL GGATCTTACC GCTGTTGAGA TCCAGTTCGA
4101 TGTAACCCAC TCGTGCACCC AACTGATCTT CAGCATCTTT TACTTTCACC
4131 AGCGTTTCTG GGTGAGCAAL AACAGGAAGG CAAAATGOCG CAAAAAAGGG
4201 AATAAGGGCG ACACGGAAAT GTTGAATACT CATACTCTTC CTTTTTCAAT
4251 ATTATTGAAG CATTTATCAG GGTTATTGTC TCATGAGCGG ATACATATTT
4301 GAATGTATTT AGAAAAATAL ACAAATAGGG GTTOCGCGCA CATTTCCCCG
331 AAAAGTGCCA CCTGACGTCT AAGAAACCAT TATTATCATG ACATTAACCT
4401 ATAAAAATAG GCGTATCACG AGGCCCTTTC GTC

Fig. 6D
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V1lneo Sequence, SEQ. ID:18:
1 TCGCGCGTTT CGGTGATGAC GGTGAAAACC TCTGACACAT GCAGCTCCCG

5! GAGACGGTCA CAGCTTGTCT GTAAGCGGAT GCCGGGAGCA GACAAGCCCS
101 TCAGGGCGCG TCAGCGGGTG TTGGOGGGTG TCGGGGCTGG CTTAACTATS
151 CGGCATCAGA GCAGATTGTA CTGAGAGTGC ACCATATGCG GTGTGAAAT
201 CCGCACAGAT GCGTAAGGAG AAAATACCGC ATCAGATTGG CTATTGGCCA
251 TTGCATACGT TGTATCCATA TCATAATATG TACATTTATA TTGGCTCATG
301 TCCAACATTA CCGCCATGT, GACATTGATT ATTGACTAGT TATTAATAG?
351 AATCAATTAC GGGGTCAT 4 GTTCATAGCC CATATATGGA GTTCCGCGTT
401 ACATAACTTA CGGTAAATGS CCCGCCT GGC TGACCGCCCA ACGACCCCCS
451 CCCATTGACG TCAATAATGA CGTATGTTCC CATAGTAACG CCAATAGGGA
501 CTTTCCATTG ACGTCAATGS GTGGAGTATT TACGGTAAAC TGCCCACTTG
551 GCAGTACATC AAGTGTATCA TATGCCAAGT ACGCCCCCTA TTGACGTCAA
601 TGACGGTAAA TGGCCCGCCT GGCATTATGC CCAGTACATG ACCTTATGGS
651 ACTTTCCTAC TTGGCAGTAC ATCTACGTAT TAGTCATCGC TATTACCATG
701 GTGATGCGGT TTTGGCAGTA CATCAATGGG CGTGGATAGC GGTTTGACTC
751 ACGGGGATTT CCAAGTCTCC ACCCCATTGA CGTCAATGGG AGTTTGTTIT
801 GGCACCAAAA TCAACGGGAC TTTCCAAAAT GTCGTAACAA CTCCGCCCCA
851 TTGACGCAAA TGGGCGGTAG GCGTGTACGG TGGGAGGTCT ATATAAGCAG
901 AGCTCGTTTA GTGAACCGTC AGATCGCCTG GAGACGCCAT CCACGCTGTT
951 TTGACCTCCA TAGAAGACAC CGGGACCGAT CCAGCCTCCG CGGCCGGGAA
1001 CGGTGCATTG GAACGCGGAT TCCOCCGTGCC AAGAGTGACG TAAGTACCGC
1051 CTATAGAGTC TATAGGCCCA CCCCCTTGGC TTCTTATGCA TGCTATACTG
1101 TTTTTGGCTT GGGGTCTATA CACCCCCGCT TCCTCATGTT ATAGGTGATG

1151 GTATAGCTTA GCCTATAGGT GTGGGTTATT GACCATTATT GACCACTCCC

Fig. 7A
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1) Int.CL” C 12 N 15/44;
A61K 48/00;

1201 CTATTGGTGA CGATACTTTC CATTACTAAT CCATAACATG GCTCTTTGCC
1251 ACAACTCTCT TTATTGGCTA TATGCCAATA CACTGTCCTT CAGAGACTGA
1301 CACGGACTCT GTATTTTTAC AGGATGGGGT CTCATITATT ATTTACAAAT
1351 TCACATATAC AACACCACCG TCCCCAGTGC CCGCAGTTTT TATTAAACAT
1401 AACGTGGGAT CTCCACGCGA ATCTCGGGTA CGTGTTCCGG ACATGGGCTC
1451 TTCTCCGGTA GCGGCGGAGC TTCTACATCC GAGCCCTGCT CCCATGCCTC
1501 CAGCGACTCA TGGTCGCTCG GCAGCTCCTT GCTCCTAACA GTGGAGGCC
1551 GACTTAGGCA CAGCACGATG CCCACCACCA CCAGTGTGCC GCACAAGGCT
1601 GTGGCGGTAG GGTATGTGTC TGAAAATGAG CTCGGGGAGT GGGCTTGCAC
1651 CGCTGACGCA TTTGGAAGAC TTAAGGCAGC GGCAGAAGAA GATGCAGGCA
1701 GCTGAGTTGT TGTGTTCTGA TAAGAGTCAG AGGTAACTCC CGTTGCGGTG
1751 CTGTTAACGG TGGAGGGCAG TGTAGTCTGA GCAGTACTCG TTGCTGCCGC
1801 GCGCGCCACC AGACATAATA GdGACAGAC TAACAGACTG TTCCTTTCCA
1851 TGGGTCTTTT CTGCAGTCAC CGTCCTTAG ATCTGCTGTG CCTTCTAGTT
1901 GCCAGCCATC TGTTGTTTGC CCCTCCCCCG TGOCTTCCTT GACCCTGGAA
1951 GGTGCCACTC CCACTGTCCT TTCCTAATAA AATGAGGAAA TTGCATCGCA
2001 TTGTCTGAGT AGGTGTCATTCT ATTCTGGG GGGTGGGGTG GGGCAGCACA
2051 GCAAGGGGGA GGATTGGGAA GACAATAGCA GGCATGCTGG GGATGCGGTG
2101 GGCTCTATGG GTACCCAGGT GCTGAAGAAT TGACCCGGTT CCTCCTGGGC
2151 CAGAAAGAAG CAGGCACATC CCCTTCTCTG TGACACACCC TGTCCACGCC
2201 CCTGGTTCTT AGTTCCAGCC CCACTCATAG GACACTCATA GCT CAGGAGG
2251 GCTCCGCCTT CAATCCCACC CGCTAAAGTA CTTGGAGCGG TCTCTOCCTC
2301 CCTCATCAGC CCACCAAACC AAACCTAGCC TCCAAGAGTG GGAAGAAATT
2351 AAAGCAAGAT AGGCTATTAA GTGCAGAGGG AGAGAAAATG CCTCCAACAT

2401 GTGAGGAAGT AATGAGAGAA ATCATAGAAT TTCTTCCGCT TCCTCGCTCA

Fig. 7B
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2451 CTGACTCGCT GCGCTCGGTC GTTCGGCTGC GGCGAGCGGT ATCAGCTCAZ
2501 TCAAAGGCGG TAATACGGTT ATCCACAGAA TCAGGGGATA ACGCAGGA24
2551 GAACATGTGA GCAAAAGTIC AGCAAAAGGC CAGGAACCGT AAAAAGGLCG
2601 CGTTGCTGGC GTTTTTCCAT AGGCTCCGCC CCCCTGACGA GCATCACAAL
2651 AATCGACGCT CAAGTCAGAG GTGGCGAAAC CCGACAGGAC TATAAAGATA
2701 CCAGGCGTTT COCCCTGG4A GCTCCCTCGT GCGCT CTCCT GTTCCGACCT
2751 TGCCGCTTAC CGGATACCTG TCCGCCTTTC TCCCTTCGGG AAGCGTGGCS
2801 CTTTCTCAAT GCTCACGCTE TAGGTATCTC AGTTCGGTGT AGGTCGTTCC
2851 CTCCAAGCTG GGCTGTGTGC ACGAACCCCC CGTTCAGCCC GACCGCTGIG
2901 CCTTATCCGG TAACTATCGT CTTGAGTCCA ACCCGGTAAG ACACGACTT+
2951 TCGCCACTGG CAGCAGCCAL TGGTAACAGG ATTAGCAGAG CGAGGTATCT
3001 AGGCGGTGCT ACAGAGTTCT TGAAGTGGTG GCCTAACTAC GGCTACACT:
3051 GAAGGACAGT ATTTGGTATC TGCGCTCTGC TGAAGCCAGT TACCTTCGGA
3101 AAAAGAGTTG GTAGCTCTTG ATCCGGCAAA CAAACCACCG CTGGTAGCGG
3151 TGGTTTTTTT GTTTGCAAGC AGCAGATTAC GCGCAGAAAA AAAGGATCTC
3201 AAGAAGATCC TTTGATCTTT TCTACGGGGT CTGACGCTCA GTGGAACGAA
3251 AACTCACGTT AAGGGATTTT GGTCATG AGA TTATCAAAAA GGATCTTCAC
3301 CTAGATCCTT TTAAATTAAA AATGAAGTTT TAAATCAATC TAAAGTATAT
3351 ATGAGTAAAC TTGGTCTGAC AGTTACCAAT GCTTAATCAG TGAGGCACCT
3401 ATCTCAGCGA TCTGTCTATT TCGTTCATCC ATAGTTGCCT GACTCCGGGS
3451 GGGGGGGGLG CTGAGGTCTG CCTCGTGAAG AAGGTGTTGC TGACTCATAC
3501 CAGGCCTGAA TCGCCCCATC ATCCAGCCAG AAAGTGAGGG AGCCACGGTT
3551 GATGAGAGCT TTGTTGTAGS TGGACCAGTT GGTGATTTTG AACTTTTGCT
3601 TTGCCACGGA ACGGTCTGCG TTGTCGGGAA GATGCGTGAT CTGATCCTTC

3651 AACTCAGCAA AAGTTCGATT TATTCAACAA AGCCGCCGTC CCGTCAAGTC

Fig. 7C
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AGCGTAATGC TCTGCCAGTG TTACAACCAA TTAACCAATT CT GATTAGaA
AAACTCATCG AGCATCAAT GAAACTGCAA TTTATTCATA TCAGGATTAT
CAATACCATA TTTTTGAAA AGCCGTTTCT GTAATGAAGG AGAAAACTCA
CCGAGGCAGT TCCATAGGAT GGCAAGATCC TGGTATCGGT CT GCGATICC
GACTCGTCCA ACATCAATAC AACCTATTAA TTTCCCCTCG TCAAAAATAA
GGTTATCAAG TGAGAAATCA CCATGAGTGA CGACTGAATC CGGTGAGAAT
GGCAAAAGCT TATGCATT. TTTCCAGACT TGTTCAACAG GCCAGCCATT
ACGCTCGTCA TCAAAATCAC TCGCATCAAC CAAACCGTTA TTCATTCG:S
ATTGCGCCTG AGCGAGACGA AATACGCGAT CGCTGTTAAA AGGACAATTA
CAAACAGGAA TCGAATGCAA CCGGCGCAGG AACACTGCCA GCGCATCAAC
AATATTTTCA CCTGAATCAG GATATTCTTC TAATACCTGG AATGCTGTT:
TCCCGGGGAT CGCAGTGSTG AGTAACCATG CATCATCAGG AGTACGGATA
AAATGCTTGA TGGTCGGAAG AGGCATAAAT TCCGTCAGCC AGTTTAGTCT
GACCATCTCA TCTGTAACAT CATTGGCAAC GCTACCTTTG CCATGTTTCA
GAAACAACTC TGGCGCATCG GGCTTCCCAT ACAATCGATA GATTGTCGCA
CCTGATTGCC CGACATTATC GCGAGCCCAT TTATACCCAT ATAAATCAGC
ATCCATGTTG GAATTTAATC GCGGCCTCGA GCAAGACGTT TCCCGTTGAA
TATGGCTCAT AACACCCOCTT GTATTACTGT TTATGTAAGC AGACAGTTIT
ATTGTTCATG ATGATATATT TITATCTTGT GCAATGTAAC ATCAGAGATT
TTGAGACACA ACGTGGCTTT CCCCCCCCCC CCATTATTGA AGCATTTATC
AGGGTTATTG TCTCATGAGC GGATACATAT TTGAATGTAT TTAGAAAAAT
AAACAAATAG GGGTTCCGCG CACATTTCCC CGAAAAGTGC CACCTGACGT

CTAAGAAACC ATTATTATCA TGACATTAAC CTATAAAAAT AGGCGTATCA
CGAGGCCCTT TCGTC

Fig. 7D
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CMVinaBGH Sequence, SEQ. ID:11:
I ATTGGCTATT GGCCATTGCA TACGTTGTAT CCATATCATA ATATGTACAT

51 TTATATTGGC TCATGTCCAA CATTACCGCC ATGTTGACAT TGATTATTGA
101 CTAGTTATTA ATAGTAATCA ATTACGGGGT CATTAGTTCA TAGCCCATAT
151 ATGGAGTTCC GCGTTACATA ACTT. ACGGTA AATGGCCCGC CT GGCTGACT
201 GCCCAACGAC CCCCGCCCAT TGACGTCAAT AATGACGTAT GTTCCCATAS
251 TAACGCCAAT AGGGACTTSC CATTGACGTC AATGGGTGGA GTATTTACG:
301 TAAACTGCCC ACTTGGCACT ACATCAAGTG TATCATATGC CAAGTACGCC
351 CCCTATTGAC GTCAATGACS GTAAATGGCC CGCCTGGCAT TATGCCCACT
401 ACATGACCTT ATGGGACTT- CCTACTTGGC AGTACATCTA CGTATTAGTC
45} ATCGCTATTA CCATGGTGAT GCGGTTTTGG CAGTACATCA ATGGGCGTGS
301 ATAGCGGTTT GACTCACGGS GATTTCCAAG TCTCCACCCC ATTGACGTCA
351 ATGGGAGTTT GTTTTGGCAC CAAAATCAAC GGGACTTTCC AAAATGTCGT
601 AACAACTCCG CCCCATTGAC GCAAATGGGC GGTAGGCGTG TACGGTGGSA
651 GGTCTATATA AGCAGAGCTC GTTTAGTGAA CCGTCAGATC GCCTGGAGAC
701 GCCATCCACG CTGTTTTGAC CTCCATAGAA GACACCG_GGA CCGATCCAGC
151 CTCCGCGGCC GGGAACGGTG CATTGGAACG CGGATTCCCC GTGCCAAGAG
80) TGACGTAAGT ACCGCCTATA GAGTCTATAG GCCCACCCCC TTGGCTT 1T
851 ATGCATGCTA TACTGTTTIT GGCTTGGGGT CTATACACCC CCGCTTCCTC
901 ATGTTATAGG TGATGGTATA GCTTAGCCTA TAGGTGTGGG TTATTGACCA
951 TTATTGACCA CTCCCCT, ATT GGTGACGATA CTTTCCATTA CT AATCCATA
1001 ACATGGCTCT TTGCCACAAC TCTCTTTATT GGCT. ATATGC CAATACACTG
1051 TCCTTCAGAG ACT GACACGG ACTCTGTATT TITACAGGAT GGGGTCTCAT
1101 TTATTATITA CAAATTCACA TATACAACAC CACCGTCCCC AGTGCCCGCA
1151 GTTTTTATTA AACATAACGT GGGATCTCCA CGCGAATCTC GGGTACGTGT

1201 TCCGGACATG GGCTCTTCTC OGGTAGCGGC GGAGCTTCTA CATCCGAGCC

Fig. 8A
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1251 CTGCTCCCAT GCCTCCAGLZG ACTCATGGTC GCTCGGCAGC TCCTTGCTCC
1301 TAACAGTGGA GGCCAGACTT AGGCACAGCA CGATGCCCAC CACCACCAGT
1351 GTGCCGCACA AGGCCGTGEC GGTAGGGTAT GTGTCTGAAA ATGAGCTCGS
1401 GGAGCGGGCT TGCACOGC:S ACGCATTTGG AAGACTTAAG GCAGCGGCAG
1451 AAGAAGATGC AGGCAGCTGA GTTGTTGTGT TCTGATAAGA GTCAGAGGTA
1501 ACTCCCGTTG CGGTGCTGTS AACGGTGGAG GGCAGTGTAG TCTGAGCAGT
1551 ACTCGTTGCT GCCGCGCGEG CCACCAGACA TAATAGCTGA CAGACTAACA
1601 GACTGTTCCT TTCCATGGGT CTTTTCTGCA GTCACCGTCC TTAGATCTG
1651 CTGTGCCTTC TAGTTGCCAG CCATCTGTTG TTTGCCCCTC CCCCGTGCCT
1701 TCCTT GACCC TGGAAGGTGZ CACTCCCACT GTCC'TTT CCT AATAAAATGA
1751 GGAAATTGCA TCGCATTGTC TGAGTAGGTG TCATTCTATT CTGGGGGGTG
180! GGGTGGGGCA GCACAGCAAG GGGGAGGATT GGGAAGACAA TAGCAGGCAT
1851 GCTGGGGATG CGGTGGGCTC TATGGGTACC CAGGTGCTGA AGAATTGACC

1901 CGGTTCCTCC TGGGCCAGAA AGAAGCAGGC ACATCCCCTT CTCTGTGACA

1951 CACCCTGTCC ACGCCCCTGG TTCTTAGTTC CAGCCCCACT CATAGGACAC
2001 TCATAGCTCA GGAGGGCTCC GCCTTCAATC CCACCCGCTA AAGTACTTGG
2051 AGCGGTCTCT CCCTCCCTCA TCAGCCCACE AAACCAAACE TAGCCTCCAL
2101 GAGTGGGAAG AAATTAAAGC AAGATAGGCT ATTAAGTGCA GAGGGAGAGA

i 2151 AAATGCCTCC AACATGTGAG GAAGTAATGA GAGAAATCAT AGAATTC
|

Fig. 88
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V1R SEQUENCE, SEQ.ID:45:
1 GATATTGG CTATTGGCCA

251 TTGCATACGT TGTATCCATATCATAATATG TACATTTATA TFGGC TCATC
301 TCCAACATTA CCGCCATGTT GACATTGATT ATTGACTAGT TATTAATAGT
351 AATCAATTAC GGGGTCATTA GTTCATAGCC CATATATGGA GTTCCGCGT,
401 ACATAACTTA CGGTAAATCG CCCGCCTGGC TGACCGCCCA ACGACCCCCo
451 CCCATTGACG TCAATAATG: CGTATGTTCC CATAGTAACG CCAATAGGC:
501 CTTTCCATTG ACGTCAATGE GTGGAGTATT TACGGTAAAC TGCCCACT: =
551 GCAGTACATC AAGTGTATCA TATGCCAAGT ACGCCCCCTA TTGACGTC2:
601 TGACGGTAAA TGGCCCGCCT GGCATTATGC CCAGTACATG ACCTTATGGE
651 ACTTTCCTAC TTGGCAGTAC ATCTACGTAT TAGTCATCGC TATTACCATC
701 GTGATGCGGT TTTGGCAGTA CATCAATGGG CGTGGATAGC GGTTTGACC
751 ACGGGGATTT CCAAGTCTCC ACCCCATTGA CGTCAATGGG AGTTTGTTI:
801 GGCACCAAAA TCAACGGGAC TTTCCAAAAT GTCGTAACAA CTCCGCCCTA
851 TTGACGCAAA TGGGCGGTAG GCGTGTACGG TGGGAGGTCT ATATAAGCAG
901 AGCTCGTTTA GTGAACCGTC AGATCGCCTG GAGACGCCAT CCACGCTG T
951 TTGACCTCCA TAGAAGACAC CGGGACCGAT CCAGCCTCCG CGGCCGGGAA
1001 CGGTGCATTG GAACGCGGAT TCCCCGTGCC AAGAGTGACG TAAGTACCGC
1051 CTATAGAGTC TATAGGCCCA CCCCCTT GGC TTCTTATGCA TGCTATACTG
1101 TTTTTGGCTT GGGGTCTATA CACCCCCGCT TCCTCATGTT ATAGGTGATC
1151 GTATAGCTTA GCCTATAGGT GTGGGTTATT GACCATTATT GACCACTCCC
1201 CTATTGGTGA CGATACTTTC CATTACTAAT CCATAACATG GCTCTTTGCC
1251 ACAACTCTCT TTATTGGCTA TATGCCAATA CACTGTCCTT CAGAGACTGA
1301 CACGGACTCT GTATTTTTAC AGGATGGGGT CTCATTTATT ATTTACAAAT

1351 TCACATATAC AACACCACCG TCCCCAGTGC CCGCAGTTTT TATTAAACAT

Fig. 36A
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1401 AACGTGGGAT CTCCACGCGA ATCTCGGGTA CGTGTTCCGG ACATGGGCTC
1451 TTCTCCGGTA GCGGCGGAGC TTCTACATCC GAGCCCTGCT CCCATGCCTC
1501 CAGCGACTCA TGGTCGCTCG GCAGCTCCTT GCTCCTAACA GTGGAGGCCA
1551 GACTTAGGCA CAGCACGATG CCCACCACCA CCAGTGTGCC GCACAAGGCC
1601 GTGGCGGTAG GGTATGTGTC TGAAAATGAG CTCGGGGAGC GGGCTTGCAC
1651 CGCTGACGCA TTTGGAAGAC TTAAGGCAGC GGCAGAAGAA GATGCAGGCA
1701 GCTGAGTTGT TGTGTTCTGA TAAGAGTCAG AGGTAACTCC CGTTGCGGTG
1751 CTGTTAACGG TGGAGGGCAG TGTAGTCTGA GCAGTACTCG TTGCTGCCG?
1801 GCGCGCCACC AGACATAATA GCTGACAGAC TAACAGACTG TTCCTTTCCA
1851 TGGGTCTTTT CTGCAGTCAC CGTCCTTAG ATCTGCTGTG CCTTCTAGTT
1901 GCCAGCCATC TGTTGTTIGC CCCTCCCCCG TGCCTTCCTT GACCCTGGAA
1951 GGTGCCACTC CCACTGTCCT TTCCTAATAA AATGAGGAAA TTGCATCGCA
200! TTGTCTGAGT AGGTGTCATT CTATTCTGGG GGGTGGGGTG GGGCAGCACA
»2051 GCAAGGGGGA GGATTGGGAA GACAATAGCA GGCATGCTGG GGATGCGGTG
2101 GGCTCTATGG GTAC GGCCGCAGCGGCC GTACCCAGGT GCTGAAGAAT
TGACCCGGTT CCTCGACCCGT AAAAAGGCCG
2601 CGTTGCTGGC GTTTTTCCAT AGGCTCCGCC CCCCTGACGA GCATCACAAA
2651 AATCGACGCT CAAGTCAGAG GTGGCGAAAC CCGACAGGAC TATAAAGATA
2701 CCAGGCGTTT CCCCCTGGAA GCTCCCTCGT GCGCTCTCCT GTTCCGACCC
2751 TGCCGCTTAC CGGATACCTG TCCGCCTTTC TCCCTTCGGG AAGCGTGGCG
2801 CTTTCTCAAT GCTCACGCTG TAGGTATCTC AGTTCGGTGT AGGTCGTTCG
2851 CTCCAAGCTG GGCTGTGTGC ACGAACCCCC CGTTCAGCCC GACCGCTGCG
2501 CCTTATCCGG TAACTATCGT CTTGAGTCCA ACCCGGTAAG ACACGACTTA
2951 TCGCCACTGG CAGCAGCCAC TGGTAACAGG ATTAGCAGAG CGAGGTATGT

3001 AGGCGGTGCT ACAGAGTTCT TGAAGTGGTG GCCT. AACTAC GGCTACACTA

Fig. 36B
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305! GAAGGACAGT ATTTGGTATC TGCGCTCTGC TG AAGCCAGT TACCTTCGG=
3101 AAAAGAGTTG GTAGCTCTTG ATCCGGCAAA CAAACCACCG CTGGTAGCSS
3151 TGGTTTTTTT GTTTGCAAGC AGCAGATTAC GCGCAGAAAA AAAGGATC
3201 AAGAAGATCC TTTGATCTTT TCTACGTGATCC CGTAATGC TCTGCCAGTS
TTACAACCAA TTAACC2ATT CTGATTAGAA
3751 AAACTCATCG AGCATCA%AT GAAACTGCAA TTTATTCATA TCAGGATTA™
3801 CAATACCATA TTTTTGA% A AGCCGTTTCT GTAATGAAGG AGAAAACTC:,
3851 CCGAGGCAGT TCCATAGIAT GGCAAGATCC TGGTATCGGT CTGCGATT-Z
3901 GACTCGTCCA ACATCALTAC AACCTATTAA TTTCCCCTCG TCAAAAATA:
3951 GGTTATCAAG TGAGAAATCA CCATGAGTGA CGACTGAATC CGGTGAGAL™
4001 GGCAAAAGCT TATGCATTTC TTTCCAGACT TGTTCAACAG GCCAGCCATT
4051 ACGCTCGTCA TCAAAATCAC TCGCATCAAC CAAACCGTTA TTCATTCGTG
4101 ATTGCGCCTG AGCGAGACGA AATACGCGAT CGCTGTTAAA AGGACAATTA
4151 CAAACAGGAA TCGAATGCAA CCGGCGCAGG AACACTGCCA GCGCATCAAC
4201 AATATTTTCA CCTGAATCAG GATATTCTTC TAATACCTGG AATGCTGTIT
4251 TCCCGGGGAT CGCAGTGGTG AGTAACCATG CATCATCAGG AGTACGGATA
4301 AAATGCTTGA TGGTCGGAAG AGGCATAAAT TCCGTCAGCC AGTTTAGTCT
4351 GACCATCTCA TCTGTAACAT CATTGGCAAC GCTACCTTTG CCATGTTTCA
4401 GAAACAACTC TGGCGCATCG GGCTTCCCAT ACAATCGATA GATTGTCGCA
4451 CCTGATTGCC CGACATTATC GCGAGCCCAT TTATACCCAT ATAAATCAGC
4501 ATCCATGTTG GAATTTAATC GCGGCCTCGA GCAAGACGTT TCCCGTTGAA
4551 TATGGCTCAT AACACCCCTT GTATTACTGT TTATGTAAGC AGACAGTTTT

4601 ATTGTTCATG ATGATATATT TTTATCTTGT GCAATGTAAC ATCAGAGATT
4651 TTGAGACACA ACGTGGCTTT CC

Fig. 36C
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