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OZET

DANG TIPi 4 GENOMUNUN 3’ TRANSLATE EDILMEMIS
BOLGESININ BiR KESITINDE BiR 30 NUKLEOTIT
DELESYONUNU (DELTA30) iCEREN BiR RDEN3/4DELTA
30(ME), RDEN2/4DELTA30(ME) YA DA
RDEN1/4DELTA30(ME) REKOMBINANT KiMERIK
DANG VIRUSU OLUP, BURADA ADI GECEN 30 NUKLEOTIT
DELESYONU TL2 STEM-LOOP YAPISINA KARSILIK
GELIR

Bir rDEN3/4D30(ME), rDEN2/4D30(ME) ya da rDEN1/4D30(ME)
rekombinant kimerik dang virusit olup, dang tip 4 genomunun
3’translate edilmemis bolgesinin bir kesitinde bir 30 nikleotit
delesyonunu (D30) igerir, burada adi gecen 30 nikleotit delesyonu

(A30), TL2 stem-loop yapisina karsilik gelir,



10

15

20

25

187

ISTEMLER

1. Bir niikleik asit kimeray1 ihtiva eden bir rekombinant kimerik

dang viruisii olup, M ve E yapisal proteinlerini kodlayan dang
tip 4 viriisunin bolgesinin, dang viriisu tip 1, dang virlisu tip 2
va da dang viriisti tip 3 arasindan secilen adi1 gecen M ve E
yapisal proteinlerini kodlayan bolge ile degistirildigi, dang
virusi tip 4’ten alinan C yapisal proteinini ve dang virlisi tip 1,
dang virlisii tip 2 va da dang viriisii tip 3’ten alinan M ve E
vapisal proteinlerim kodlayan bir birinci nitkleotit sekansim ve
dangi tip 4 virisinden ve dang tip 4 genomunun nukleotitleri
10478-10507 arasindaki TL2 stem-loop yapisma karsilik gelen
bir 30 nukleotit delesyonunu ihtiva eden dang tip 4 genomunun
3 translate edilmemis bolgesinden aliman yapisal olmayan

proteinleri kodlayan bir ikinci niikleotit sekansini ihtiva eder.

. Istem 1°e gore rekombinant kimerik dang viriisii olup, ayrica bir

fenotipt veren bir mutasyonu igerir, burada fenotip Vero
hiicrelerinde yva da insan karaciger hucre ¢izgisi HuH-7°de
sicaklik hassasiyetidir, sivrisinek hiicrelerinde ya da insan
karaciger hiicre ¢izgisi HuH-7’de konak-hiicre kisitlamasidir,
Vero hiucrelerinde 1yilestirilmis replikasyon i¢in konak-hiicre
adaptasyonudur ya da farclerde ya da maymunlarda

atenulasyondur.

. Istem 1 ya da 2’ye gbre rekombinant kimerik dang viriisii olup,

bir koruyucu immiln yamtin inditksiyonunda kullamim

amagchdir.
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. Istem 3’e gore bir koruyucu immin yanitin indiiklenmesi i¢in

kullamim i¢in rekombinant kimerik dang viriistt olup, burada adi
gecen rekombinant kimerik dang viriisii, bir siujeye tatbik

edilecek bir asida etkili bir miktarda bulunur,

. Istem 1 ya da 2’ve gore rekombinant kimerik dang viriisii olup,

dang virisunun sebep oldugu bir hastaligin Onlenmesine

kullanim amacglhidir.

. Istem 5’e gore dang viristiniin sebep oldugu bir hastaligin

onlenmesinde kullanim i¢in rekombinant kimerik dang virtisii
olup, burada ad1 gecen rekombinant kimerik dang viriisii, bir

siijeye tatbik edilecek bir agida etkili bir miktarda bulunur.

. Istem 1’e ya da 2’ye gore en az bir rekombinant kimerik dang

virlist ihtiva eden bir as1 ya da immiino jenik bilesimdir.

Istem 7’ye gore a1 ya da immimojenik bilesim olup, bir dang

viriisit agisidir ya da bir dang virtisit immiinojenik bilesimidir.

. Istem 7 ya da 8’e gore as1 ya da imminojenik bilesim olup, bir

tetravalent as1 ya da bir tetravalent immiinojenik bilesimdir.

10. 7 1la 9 arasindaki istemlerden herhangi birine gore as1 ya da

immilnojenik bilesim olup, rDEN1/4A30 (ME), rDEN2/4A30
(ME) ve rDEN3/4A30 (ME)’yi icerir, burada:
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rDEN1/4A30 (ME), istem 1’e gore bir kimerik dang
virisii olup, M ve E yapisal proteinlerini kodlayan dang
tip 4 virusiiniin bolgesinin, dang viriisi tip 1’den segilen
ad1 gegcen M ve E vapisal proteinlerini kodlayan bolge ile
degistirildigi, dang virustt tip 4’ten alman C yapisal
proteinini ve dang viriisi tip 1°den alinan M ve E yapisal
proteinlerini kodlayan bir birinci niikleotit sekansini ve
dangi tip 4 virisinden ve adi gegen 30 nikleotit
delesyonunu 1ihtiva eden dang tip 4 genomunun 3’
translate edilmemis bdlgesinden alinan yapisal olmayan
proteinler1 kodlayan bir ikinci niuikleotit sekansimi ihtiva
eder,

rDEN2/4A30 (ME), istem 1’e gore bir kimerik dang
virusii olup, M ve E yapisal proteinlerini kodlayan dang
tip 4 virasiiniin bdlgesinin, dang virisi tip 2°den se¢ilen
ad1 gegen M ve E yapisal proteinlerini kodlayan bolge ile
degistirildigi, dang virusii tip 4’ten alman C yapisal
proteinini ve dang virlisit tip 1’den alinan M ve E yapisal
proteinlerint kodlayan bir birinci nitkleotit sekansinmi ve
dangi tip 4 virisinden ve adi gegen 30 nikleotit
delesyonunu ihtiva eden dang tip 4 genomunun 3’
translate edilmemis bolgesinden alinan yapisal olmayan
proteinleri kodlayan bir ikinci nukleotit sekansini ihtiva
eder; ve

rDEN3/4A30 (ME), istem 1’e¢ gore bir kimerik dang
viriisit olup, M ve E yapisal proteinlerini kodlayan dang
tip 4 virlisiniin bodlgesinin, dang virisit tip 3’ten segilen

ad1 gegen M ve E yapisal proteinlerini kodlayan bdlge ile
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degistirildigi, dang virusit tip 4’ten alman C yapisal
proteinini ve dang viriisit tip 1°den alinan M ve E yapisal
proteinlerini kodlayan bir birinci nilkleotit sekansini ve
dangi tip 4 wvirtsinden ve adi gegen 30 niikleotit
delesyonunu 1htiva eden dang tip 4 genomunun 3’
translate edilmemis bodlgesinden aliman yapisal olmayan
proteinleri kodlayan bir ikinci nitkleotit sekansim ihtiva

eder.

11.Istem 3 va da 4’¢ gore bir koruyucu immiln yanitin
induiklenmesinde kullanilmak tizere rekombinant kimerik dang

viriisil olup, bir insan siijeye tatbik edilecektir.

12. Istem 5 ya da 6’ya gore dang viriisiniin sebep oldugu bir
hastalifin  d6nlenmesinde kullanilmak {izere rekombinant

kimerik dang virtisii olup, bir insan siijeye tatbik edilecektir.
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TARIFNAME

DANG TIPI 4 GENOMUNUN 3’ TRANSLATE EDILMEMIS
BOLGESININ BiR KESITINDE BiR 30 NUKLEOTIT
DELESYONUNU (DELTA30) iCEREN BiR RDEN3/4DELTA
30(ME), RDEN2/4DELTA30(ME) YA DA
RDEN1/4DELTA30(ME) REKOMBINANT KiMERIK
DANG VIRUSU OLUP, BURADA ADI GECEN 30 NUKLEOTIT
DELESYONU TL2 STEM-LOOP YAPISINA KARSILIK
GELIR

Bulusun Sahas:

Tarifname, dang virtsii serotipleri 1, 2, 3 ve 4’in genomundaki 3°-
translate edilmemis bolgede ortak 30 nitkleotitlik bir delesyon (A30)
igeren serotiple 1, 2, 3 ve 4’0n kimerik dang virtislerini ihtiva eden bir
dang viriisi asist 1le 1lgilidir.

Bulusun Ge¢cmisi

Dang viriisu, Flaviviridae familyasmin Flaviviris turine ait pozitif
sens bir RNA virisudiur. Dang virtist, dinyanin tropikal ve yar
tropikal bodlgelerinde ¢ok yaygindir ve sivrisinek vektorleri tarafindan
insanlara gegirilir. Dang virlisil, en az sekiz tropikal Asya ulkesinde
cocuklarda temel bir hastancye yatma ve oliim nedenidir (WHO 1997
Dengue Haemorrhagic Fever: Diagnosis, Treatment, Prevention, and
Control 2nc1 Bask: Edition, Geneva). Dang virtisiiniin, yilda tahminen
50-100 milyon dang atesi vakasina ve dang virlisi enfeksiyonunun,

dang hemorajik ates/dang sok sendromu (DHF/DSS) olarak bilinen
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500,000 daha ciddi formuna neden olan dort serotipi (DENT, DEN2,
DEN3 ve DEN4) vardir (Gubler, D.J. ve Meltzer, M. 1999 Adv Virus
Res 53: 35-70). Ad1 gecen bu son hastalik, serotipi, ilk dang virlisu
enfeksiyonlarindan farkli ikinei bir dang virisii enfeksiyonu yasayan
cocuk ve yetiskinlerde ve hala dolasimlarinda danga 6z¢l anneden
gecen antikor bulunan bebeklerin ilk enfeksiyonunda baskm sekilde
gorilir (Burke, D.S. ve arkadaslar1 1988 Am J Trop Med Hyg 38:172-
180; Halstead, S.B. ve arkadaslar1 1969 Am J Trop Med Hyg 18:997-
1021; Thein, S. ve arkadaslar1 1997 Am J Trop Med Hyg 56:566-575).
Bir dang asismimn, dang virbsuniin neden oldugu hastahk yikini
azaltmas1 gerekir ancak hicbiri lisansh degildir. Daha ciddi hastaligin
ikincil dang virisi enfeksiyonu ile baglantisindan dolayr basarili bir
as1, dort serotipin tamamu i¢in aynm anda immimite induklemelidir.
Immiiniteye birincil olarak bir virion yapisal proteini olan zarf (E)
glikoproteinine karst yonlendirilen notralize edici antikor aracilik
eder. Bir serotiple enfeksiyon, uzun stireli homotipik immiiniteyi ve
kisa streli heterotipik bir immumiteyi indukler (Sabin, A. 1955 Am J
Trop Med Hyg 4:198-207). Bu yuzden bagisiklilastirmanin amaci,
DENI, DEN2, DEN3, VE DEN4'¢ karsi uzun sturel notralize edici bir
antikor tepkisi induklemektir; buna en i1y1 ekonomik olarak canlilig1
hafifletilmis virlis asilari ile ulasilabilir. Bu, makul bir amagctir ¢linki
dunyamin tropikal ve yar1 tropikal bolgelerinde mevcut baska bir
sivrisinek kaynakli flaviviriis olan ilgili sar1 humma virtisti i¢in zaten
canlilig hafifletilmis bir as1 gelistirilmistir (Monath, T.P. ve Heinz,
F.X. 1996: Fields Virology, Fields, D.M ve arkadaslar eds.
Philadelphia:; Lippincott-Raven Publishers, sayfa 961-1034).

Birka¢ canliligi hafifletilmis dang asis1 adaylan gelistirilmis ve

insanlarda ve insan dis1 primatlarda degerlendirilmistir. Ik canlilif
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hafifletilmis dang agis1 adaylar, dogal tipte dang virislerinin ser
olarak farelerin beyinlerine gecmesi ve insanlar i¢cin hafifletilmisg
mutantlarin se¢ilmesiyle gelistirilen konak¢r menzilinde mutantlardi
(Kimura, R. ve Hotta, S. 1944 JpnJ] Bacteriol 1:96-99; Sabin, A.B. ve
Schlesinger, R.W. 1945 Science 101:640; Wisserman, C.L. ve
arkadaslart 1963 Am J Trop Med Hyg 12:620-623). Bu aday as1
viruslerinin, insanlarda immunojenik olmasma ragmen bunlarin hiicre
kitltiriinde zayif sekilde biryiimesi, daha fazla gelismeyi koreltti. ilave
canlihigr hafifletilmis DEN1, DEN2, DEN3 ve DEN4 as1 adaylar,
insan dis1 doku killtiriinde seris gegisle (Angsubhakom, S. ve
arkadaslar1 1994 Southeast Asian J Trop Med Public Health 25:554-
559; Bancroft, W.H. et al. 1981 Infect Immun 31:698-703;
Bhamarapravati, N. ve arkadaglann 1987 Bull World Health Organ
65:189-195; Eckels, K.H. ve arkadaslar1 1984 Am J Trop Med Hyg
33: 684-698; Hoke, C.H. Jr. Ve arkadaslar1 1990 Am J Trop Med Hyg
43:40219-226; Kancsa-Thasan, N. ve arkadaslar1 2001 Vaccine 19:
3179-3188) veya kimyasal mutajenez yoluyla (McKee, K. T. ve
arkadaslar1 1987 Am J Trop Med Hyg 36:435-442) gelistirilmistir. Bu
yaklasimlar kullamlarak dang virusinin her birt i¢in hafifletme ve
imminogenisite arasinda tatminkar bir dengeye ulasmanin ve dort
dang virisiinden her birine karsit giivenli ve tatminkar sekilde
immimojenik tetravalent bir as1 formille etmenin son derece zor
oldugu kamtlanmustir (Kanesa-Thasan, N. ve arkadaslan 2001
Vaccine 19:3179-3188; Bhamarapravati, N. ve Sutee, Y. 2000
Vaccine 18:44-47).

Son zamanlarda rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak iki temel
ilerleme gergeklesmesi, umut vaat eden canlilig: hafifletilmis ilave

dang viriisti as1 adaylar1 gelistirilmesini mitmkiin kilds. i1k olarak dang
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virisit genomunu tam boyda bir cDNA klonundan tiiretilmis RNA
transkriptleri ile transfekte edilen enfeksiyoz dang virtsunii geri
kazanmak, boylelikle sahaya yonelik mutajenez yoluyla cDNA
klonuna dahil edilmis olan hafifletilmis mutasyonlar tasiyan
enfeksiyoz virusler turetmek icin yontemler gelistirilmistir (Lai, C.J.
ve arkadaslart 1991 PNAS USA 88:5139-5143). Ikinci olarak
icerisindeki dang virlisiiniin tam boyda c¢DNA klonunun yapisal
protein kodlama bolgesinin, farkli bir dang virisii serotipininki veya
daha farkli bir flavivirisiinki ile degistirildigi antijenik kimerik
viriisler iiretmek mitmkiindiir (Bray, M. ve Lai, C.J. 1991 PNAS USA
88:10342-10346; Chen, W. ve arkadaslar1 1995 J Virol 69:5186-5190;
Huang, C.Y. ve arkadaslar 2000 J Virol 74: 3020-3028; Pletnev, A.G.
ve Men, R 1998 PNAS USA 95:1746-1751). Bu teknikler, homolog
dang virusu saldinisina karst maymunlarin korunmasinda etkili oldugu
gosterilmis intertipik kimerik dang virtislerini yapilandirmak i¢in
kullanilmustir (Bray, M. ve arkadaslar1 1996 J Virol 70:4162-4166).
Sar1 humma as1 virtistiniin hafifletilmesi veya hucre kulltiirinden gecen
dang viruslermin hafifletilmesi baz alinarak hafifletilmis antijenik
kimerik dang viriisii asilart gehistirmek i¢in de benzer bir stratej
kullanilmaktadir (Monath, T.P. ve arkadaslar1 1999 Vaccine 17:1869-
1882; Huang, C.Y. ve arkadaslar1 2000 J. Virol 74:3020-3028).

Bagka bir ¢aligmada, insanlar i¢in sahaya yonelik mutajenez yoluyla
3’-translate edilmemis bolgesine dahil edilen 30 nukleotitlik bir

delesyon (A30) tasivan bir DEN4 mutantiin hafifleme seviyesi

arastirtldt ve  bunun, daha ©nceden rhesus maymunlan ig¢in
hafifletilmis oldugu bulundu (Men, R. ve arkadaglart 1996 J Virol
70:3930-3937). DEN4 as1 adayinda mevcut bu A30 mutasyonunun,
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maymunlar i¢in hafiflemesinin temel belirleyicisi olup olmadigim
arastirmak i¢in ¢k ¢alismalar yapildi. A30 mutasyonunun gergekten de

maymunlar i¢in hafifletmenin temel belirleyicisi oldugu ve insanlar
igin hafifletme ile immunogenisite arasinda tatminkar bir dengeyi
ozellestirdigi bulundu (Durbin, A.P. ve arkadaslart 2001 Am J
TropMed Hyg 65:405-13).

Lai at al. (Clinical and Diagnostic Virology 10 (1998) 173-179) canh
bir dang asisim gelistirmek ig¢in belirli molekliler stratejilerin bir
degerlendirmesini tarif eder. icinde DEN4 ¢cDNA tam uzunlugundaki
C-PreM-E ya da sadece PreM-E vapisal protein genlerinin DENI,
DEN2 ya da DEN3’un karsilik gelen genleri ile yer degistirildigi
intertipik kimerik cDNA’y1 yapilandirdilar. Bunun sonucunda, DEN4
yapisal olmayan proteinlerin bir arka planina karst DEN1, DEN2 ya
da DEN3 yapisal proteinlerini eksprese eden canli kimerik virlisler
elde edildi. Kimeralarmi, tahmin edilen dang tip 1, 2 ya da 3
antijenisitesini sergiledigi ve maymunlar i¢in bulasici oldugu ve

koruyucu bagisikhigi indukleyebildig: tespit edildi.

Bulusun Ozeti

3°-UTR'den 30 nuikleotidin ¢ikarilmasiyla dang viriisti tip 4 (DEN4)

igerisinde  yaratilan daha onceden tanimlannis A30 hafifletici
mutasyonu, dang virasi tip 1’in (DENI) dogal tipte bir susunu da
hafifletebilir. A30 mutasyonunu kapsayan DEN4 bolgesine homolog
viksek dizeyde konzerve bir bdlgede DENI 3-ZTTR’den 30
nitkleotit ¢ikarilmasi, rhesus maymunlarinda rekombinant viriis

DEN4A30’a benzer bir seviyeye kadar hafiflemis bir rekombinant



10

15

20

25

virils sagladi. Bu, A30 mutasyonunun ve DEN4’ten baska bir dang
virls tipine hafifletme fenotipinin asmabilirligini  kanitlar, Bu
calismayla tarif edilen A30 mutasyonunun etkin taginabilirligi, A30
mutasyonunun, herhangi bir serotipe ait ticarilestirilebilir dang viruisii
asilarmin hafifletilmesi ve guvenligmin gelistirilmesindek: faydasim
kanmitlar. Biz, her bir1 A30 mutasyonuyla hafifletilen dang viriisu tipleri
1, 2, 3 ve 4’0 igeren tetravalent bir dang virisi asisi tasarliyoruz.
Avyrica igerisindeki dang virtisi tipleri 1, 2 ve 3'iin yapisal genlerinin,
DEN4A30Qunkilerin yerini aldigi; 1, 2 ve 4in, DEN3A30'unkilerin
yerini aldigy; 1, 3 ve 4'tin, DEN2A30'unkilerin yerini aldig1 ve 2, 3 ve
4"in, DEN1A30'unkilerin yerini aldig1 rekombinant antijenik kimerik
virlisler igeren tetravalent bir dang virlisii asis1 da tasarliyoruz. Bazi
durumlarda bu gibi kimerik dang viriisleri, sadece A30 mutasyonuyla
degil aym1 zamanda bunlarin kimerik dogasiyla da hafifletilir. Her bir
viris  bileseni igerisinde A30 hafifletici mutasyonunun varligs,
intertipik rekombinasyon yoluyla dogal tipte bir virlise geri doniistmi
engeller. Ek olarak, delesyon mutasyonlarinin yerlesik genetik
stabilites1 sebebiyle, A30 mutasyonu, bir tetravalent asimn her bir
bileseninin arasinda paylasilan bir ortak mutasyon olarak kullanim
1¢in mukemmel bir alternatifi temsil eder.

Cizimlerin Kisa Tarifi

Sekil 1. Canlilig:r hafifletilmis tetravalent dang virlisii asisi, 4
serotipten her birini temsil eden dang virlisleri igerir; bu serotiplerin
her biri, degismemis dogal tipte yapisal ve vyapisal olmayan
proteinlerin tam takimini ve paylagilan bir A30 hafifletici mutasyonu

igerir. A30 mutasyonunun, her bir bilesenin 3’ translate cdilmemis
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bolgesindeki (UTR) nisp1 konumu, bir okla gosterilir.

Sekil 2. A. A30 mutasyonu, DEN4’in 3' UTR’sinden 30 bitisik
nikleotidi (golgeli) ¢ikarir, Nikleotitler, 3° terminalinden itibaren
numaralandirilir. B. DEN1, DEN2, DEN3 ve DEN4’um ve bunlarin
A30 tirevlerinin TL2 bbdlgesinin nitkleotit sekans dizilimi. Ayrica dort
DEN serotipinin her biri igin ilgili bolge de gosterilmistir. Yukaridaki
durumda harfler, 4 serotipin tamami arasindaki sekans homolojisini
gosterir; alt taraf, kok yapis1 olusturmak izere nukleotit ¢iftlesmesini
gosterir. C. Her bir DEN serotipinin TL2 bdlgesinin dngorilen ikineil
yapisit. A30 mutasyonuyla giderilen niikleotitler kutulanir (DENI - nts
10562 — 10591 arasmda; DEN2 Tonga/74, nts 10541 — 10570
arasinda; DEN3 Sleman/78 - nts 10535 — 10565 arasinda ve DEN4,
nts 10478 — 10507 arasinda).

Sekil 3. 5-FU ftarevli mutasyonlar tasiyan rDEN4 as1 adaylar: ile
asilanmis rhesus maymunlarimdaki viremi seviyeleri, Dort veya iki
(rDEN4 ve rDEN4A30) maymunlarindan olusan gruplara, subkiitan
yolla 5.0 log,PFU virusu asilandi. Gunlik olarak serum toplandi ve
virlis titerleri, Vero hiicrelerinde plak deneyleriyle belirlendi. Viris
saptama limiti, 0.7 log,(PFU/ml idi. Ortalama virlis titerleri, her bir
grup i¢in gosterilmistir.

Sekil 4. NS5’te yuk-alanin mutasyon ¢iftler1 tasiyan rDEN4 as
adaylar1 ile asilanmis rhesus maymunlarindaki viremi seviyeleri. Dort
veya iki (rDEN4 ve rDEN4A30) maymunlaridan olusan gruplara,
subkiitan yolla 5.0 log,(PFU viriisii asilandi. Gunlik olarak serum
toplandi ve viris titerleri, Vero hucrelerinde plak deneyleriyle
belirlendi. Virlis saptama limiti, 1,0 log,PFU/ml 1di. Ortalama viriis

titerleri, her bir grup igin gosterilmistir. 4tnctl giinden sonra higbir
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maymunda virem: saptanmadi.

Sekil 5. A30 mutasyonu, rhesus maymunlari igin hem DEN1 hem de
DEN4’u hafifletir,. 4 maymundan olusan gruplar, 5.0 log,,PFU
belirtilen  virls  ile  subkitan  vyoldan  bagisikhilastirilda.
Bagisiklilastirmadan sonraki her giin serum topland1 ve viris titerleri
belirlendi ve ortalama log,(PFU/ml olarak gosterildi.

Sekil 6. A. Alt klonlanmis p2 (Tonga/74) tam boyda cDNA plazmid
Bolgelerinin,  plazmidin = Gizerinde  gosterildigt  diyagram.
Numaralandirma, viral sekansin 5 ucunda baslar. B. A30 mutasyonu,
p2 A30 yaratmak i¢in 3° UTR’den adi gegen 30 nitkleotidi ¢ikarir,
Sekil 7. DEN2 (Tonga/74), rDEN2 ve rDEN2A30 as1 aday: ile
asilanmis rhesus maymunlardaki viremi seviyeleri. Dort maymundan
olusan gruplara, subkiitan yolla 5.0 log,,PFU virlisii asilandi. Giinlik
olarak scrum toplandi ve virlis titerleri, Vero hiicrelerinde plak
deneyiyle belirlendi. Viris saptama limiti, 0.7 log,(PFU/ml id:.
Ortalama virus titerleri, her bir grup i¢in gosterilmigtir. 8inci giinden
sonra higbir maymunda viremi saptanmad.

Sekil 8. A. p3 (Sleman/78) tam boyda ¢cDNA plazmidinin diyagramui.
Alt  klonlannus  bbdlgeler, plazmidin Uzerinde gosteriimistir.
Numaralandirma, viral sekansin 5° ucunda baslar. Spel baglayicimin
sekans1 ve sokma yeri gosterilmistir. B. A30 mutasyonu, p3A30
yaratmak i¢in 3'UTR sekansindan ad1 gecen 31 niikleotidi ¢ikarir.
Sekil 9. A, Rekombinant kimerik dang virusleri, DEN2'nin CME ya
da ME bbolgelerinin (Tonga/74) DEN4 genetik artalanina dahil
edilmesiyle yapilandirildi. A30 mutasyonunun 3' UTR igerisindeki
nispi konumu, bir okla gosterilmistir ve intertipik baglantilar 1, 2 ve 3

gosterilmistir. B. Intertipik baglanti bdlgelerindeki nilkleotit ve amino
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asit sekansi. Her bir kimerik cDNA diazeneginde kullanilan
restriksiyon enzimi algilama sahalart gosterilmistir.

Sekil 10. Tek veya birlesik Vero huicresi adaptasyon mutasyonlarim
sifreleyen kimerik rDEN2/4A30 virtslerinin Vero hiicrelerindeki
buyiime kinetikleri. Vero hiicreleri, 0.01°1ik bir MOI’da belirtilen
virisler 1le enfekte edildi. Enfcksiyon sonrast belirtilen zaman
noktalarinda doku kultir ortamumin 1 ml’lik ornekler1 ¢ikarilds,
santrifiijleme yoluyla antildi ve -80°C’de donduruldu. Viris
replikasyonunun seviyesi, C6/36 hiicrelerinde plak titrasyonu yoluyla
deneye tabi tutuldu. Alt saptama limiti, 0,7 log,(PFU/ml idi.
Enfeksiyondan sonraki 4iincli gin replikasyon seviyeleri, noktah
cizgiyle gosterilmistir.

Sekil 11. A. Rekombinant kimerik dang virusleri, DEN3’tn CME ya
da ME bolgelerinin (Sleman/78) DEN4 genetik artalanina dahil
edilmesiyle yapilandirildi. A30 mutasyonunun 3’UTR igerisindeki
nispi konumu, bir okla gosterilmistir ve intertipik baglantilar 1, 2 ve 3
gosterilmistir. Her bir kimerik cDNA dizeneginde kullanilan
restriksiyon enzimi algilama sahalari gosterilmistir. B. Intertipik
baglant1 bolgelerinin nitkleotit ve amino asit sekansi. Her bir kimerik
cDNA duzeneginde kullanilan restriksiyon enzimi algilama sahalar
gosterilmistir.

Sekil 12. A. Rekombinant kimerik dang viriisleri, DEN1’in CME vya
da ME bolgelerinin (Puerto Rico/94) DEN4 genetik artalanina dahil
edilmesiyle yapilandirildi. A30 mutasyonunun 3’UTR igerisindeki
nispi konumu, bir okla gosterilmistir ve intertipik baglantilar 1, 2 ve 3
gosterilmistir. Her bir kimerik c¢DNA duizeneginde kullanilan

restriksiyon enzimi algilama sahalani gosterilmistir. B. Intertipik
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baglanti bolgelerinin nitkleotit ve amino asit sekansi. Her bir kimerik

cDNA dizeneginde kullanilan restriksiyon enzimi algilama sahalar

gosterilmistir,

Sekanslarin Kisa Tarifi

Serotip GenBank Erisim No. Veya
aciklama

DENI1 UEES35

DEN2 Tonga/74

DEN3 Sleman/78

DEN4 AF326825

SEK.KIM.NO.’larin Kisa Actklamasi

Tanim Sekil, Tablo veya Ek |SEK.KIM.NO.
DENT1"in TL2 bolgesi Sekil 2 1
DEN2’nin TL2 bolgesi Sekil 2 2

DEN3’in TL2 bolgesi Sekil 2 3

DEN4"tn TL2 bolgesi Sekil 2 4
DENI1A30™un TL2 bdlgesi Sekil 2 5
DEN2A30’un TL2 bolgesi Sekil 2 6
DEN3A30’un TL2 bdlgesi Sekil 2 7
DEN4A30’un TL2 bolgesi Sekil 2 8

p2°nin TL2 bolgesi Sekil 6 9

P2A30°un TL2 bdlgesi Sekil 6 10

p3’an TL2 bblgesi Sekil 8 11
p3A30°un TL2 bolgesi Sekil & 12

p3 igerisindeSpel baglayici Sekil 8 13
rDEN2/4 baglantis1 1 Sekil 9 14-nt, 15-aa
rDEN2/4 baglantis1 2 Sekil 9 16-nt, 17-aa
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rDEN2/4 baglantis1 3 Sekil 9 18-nt, 19-aa
rDEN3/4 baglantisi | Sekil 11 20-nt, 21-aa
DEN3/4 baglantis1 2 Sekil 11 22-nt, 23-aa
rDEN3/4 baglantisi 3 Sekil 11 24-nt, 25-aa
rDEN1/4 baglantis: 1 Sekil 12 26-nt, 27-aa
rDEN1/4 baglantis: 2 Sekil 12 28-nt, 29-aa
rDEN1/4 baglantis: 3 Sekil 12 30-nt, 31-aa
D4 se¢ilmis NS4B bolgesi Tablo 15 32-nt, 33-aa
D1 sec¢ilmis NS4B bolgesi Tablo 15 34-nt, 35-aa
D2 secilmis NS4B bolgesi Tablo 15 36-nt, 37-aa
D3 se¢ilmis NS4B bolgesi Tablo 15 38-nt, 39-aa
CCACGGGCGCCGT Tablo 26 40
AAGGCCTGGA Tablo 26 41
TATCCCCGGGAC Tablo 26 42
AGAGCTCTCTC Tablo 26 43
GAATCTCCACCCGGA Tablo 26 44
CTGTCGAATC Tablo 26 45

DEN2 (Tonga/74) cDNA plazmidi p2 Ek 1 46-nt, 47-aa
DENS3 (Sleman/78) cDNA plazmidi p3 Ek 2 48-nt, 49-aa
DENI1 (Puerto Rico/4094) CME kimerik|Ek 3 50-nt, 51-aa
bolgesi

DENI (Puerto Rico/94) ME kimerik bolgesi |Ek 4 52-nt, 53-aa

Tercih Edilen Diizenegin Avrintili Tarifi

Giris

Genetik agidan stabil canliligr hafifletilmis bir tetravalent dang viriisii
agis1 gelistirmek i¢in bu suretle molekiler bir yaklasim kullanilir,
Tetravalent asimin her bir bileseni, yani DENI1, DEN2, DEN3 ve
DEN4, hafifletilmeli, genetik acidan stabil ve immiinojenik olmalidir.

Bir tetravalent agimin, dort dang viriisinden her birine kars1 ayni anda
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koruma saglamasi, boylelikle heterotipik dogal tipte bir dang viriist
ile ikincil enfeksiyon sirasinda insanlarda ortaya ¢ikan dang hemorajik
ates/dang sok sendromu (DHF/DSS) gibi daha ciddi hastaliklarin
gelisme ihtimalini engellemesi gerekir. Dang virusleri, dogasi geregi
genetik  rekombinasyona  girebileceginden (Worobey, M. ve
arkadaslar1 1999 PNAS USA 96:7352-7) tetravalent asi, kendisinin
dort viriis bileseni arasinda, hafifletme mutasyonlarindan yoksun
virislerin olusmasina vol agabilen bir rekombinasyon olayina genetik
olarak girememelidir. Bir tetravalent dang virlisii asis1 gelistirmeye
vonelik  onceki yaklagimlar, bagimsiz bir sekilde dort viriis
bileseninden her birinin ayr1 ayri mutajenik prosedirler yoluyla
turetilmesine, Or., bir heterolog hiicreden turetilmis doku kultir
hucrelerindeki gecise dayanmaktaydi. Bu strateji, hafifletilmis as
adaylar getirdi (Bhamarapravati, N. ve Sutee, Y. 2000 Vaccine 18:44-
7). Bununla birlikte bu bagimsiz sekilde tiretilmis tetravalent asilarin
dort bileseni arasindaki gen aligverislerinin asilar igerisinde
gergeklesmesiyle  olumctll  rekombinant bir  virls  yaratilmasi
mumkimndir. Trivalent bir poliovirils asis1 uygulandiktan sonra asgilar
igerisinde  rekombinasyondan  turetilen  oliimcll  poliovirisler
olusmustur (Guillot, S. ve arkadaslar1 2000 J Virol 74:8434-43).

Tarifname, sunlar1 aciklar: (1) daha Onceden tarif edilen rDEN4A30
a1 adayma yonelik gelismeler, 2) 3’-translate edilmemis bdlgeden
(UTR) olusan bir bolimde, rDEN4A30 rekombinant viriisiindekine
homolog 30 nitkleotitlik bir delesyon (A30) igeren hafifletilmis
rDEN3A30 rekombinant viriisleri, (3) rDEN1A30, rDEN2A30,
rDEN3A30 ve rDEN4A30°dan mitesekkil bir tetravalent dang viriisit
asis1 olugturmaya yonelik bir yontem, 4) rDEN4A30°’un CME, ME ya
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da E gen bolgelerinin, DENI, DEN2 veya DEN3’ten turetilmig
olanlarla degistirilmis oldugu hafifletilmis antijenik kimerik virisler,
rDEN1/4A30, rDEN2/4A30 ve rDEN3/4A30; alternatif olarak
rDEN3A30’un CME, ME ya da E gen bolgelerinin, DENI1, 2 veya
4’ten turetilenlerle degistirilmis oldugu rDEN1/3A30, rDEN2/3A30 ve
rDEN4/3 A30; alternatif olarak rDEN2A30’un CME, ME ya da E gen
bolgelerinin, DEN1, 3 veya 4’ten turetilenler ile degistirilmis oldugu
rDEN2/2A30, rDEN3/2A30 ve tDEN4/2A30 ve alternatif olarak
rDENIA30’un CME, ME ya da E gen bolgelerinin, DEN2, 3 veya
4’ten turetilenlerle degistirilmis oldugu eden2/1 A30, rDEN3/1A30 ve
rDEN4/1A30 ve 5) rDENI1/4A30, eden2/4A30, rDEN3/4A30 ve
rDEN4A30’dan miltesekkil bir tetravalent dang viriisi asis1
olusturmaya yonelik bir yontem, alternatif olarak rDEN1/3A30,
rDEN2/3A30, rDEN4/3A30 ve rDEN3A30, alternatif olarak
rDEN1/2A30, rDEN3/2A30, rDEN4/2A30 ve rDEN2A30 ve alternatif
olarak rDEN2/1A30, rDEN3/1A30, rDEN4/1A30 ve rDEN1A30. Bu
tetravalent asilar cssizdir ¢unkil bunlar, bir asida 6limciil dogal tipte
bir virils olugma ihtimalini ortadan kaldiran ortak paylasimli bir
hafifletme mutasyonu igerirler, ¢iinkil asinin her bir bileseni, aym1 A30
hafifletici delesyon mutasyonuna sahiptir. Ek olarak rDEN1A30,
rDEN2A30, rDEN3A30, rDEN4A3Q tetravalent asi, A30
mutasyonunun stabilitesini genis antijenisite ile birlestiren 1lk asidir.
A30 delesyon mutasyonu, her bir virisin 3' UTR’sinde oldugundan
dort bilesenli virtslerin butin proteinleri, koruyucu bir immun tepkisi
induklemek uzere elde edilebilir. Bu nedenle yontem, DENI1, DEN2,
DEN3 ve DEN4 virislerinin proteinlerinden her birini, dort viriisiin

proteinlerinden her birinin, her bir dang viriisii serotipinde mevcut
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yapisal ve yapisal olmayan biitin proteinlere karsi hiimoral ve
huicresel immim tepkileri indilkklemekle ilgili tam kapasitesini
muhafaza eden bir halde tutan bir hafifletme mekanizmasi saglar.
Daha oOnceden tarif e3dildigi gibi DEN4 rekombinant viruisu
rDEN4A30 (daha onceden 2AA30 olarak ifade edilirdl), viral
genomun 3° UTR’sinde 30 niikleotitlik bir delesyon igerecek sekilde
mithendislige tabi tutuldu (Durbin, A.P. ve arkadaslar1 2001 Am J
Trop Med Hyg 65:405-13; Men, R. ve arkadaslar1 1996 ] Virol
70:3930-7). Rhesus maymunlarindaki degerlendirme, virlisiin, dogal
tipte ana virise gore Onemli ©Ol¢iide hafiflemisken hala viksek
diizeyde imminojenik ve tamamen koruyucu oldugunu gbdsterd:.
Ayrica yetiskin insan gonilliller ile yapilan bir faz I klinik deney,
rDEN4A30 rekombinant virlsinin guvenli ve tatminkar sekilde
immiinojenik oldugunu gosterdi (Durbin, A.P. ve arkadaslar1 2001 Am
J Trop Med Hyg 65:405-13). Translate edilmemis bir bolgede
paylasimli bir hafifletici mutasyon tasiyan bir tetravalent asi
gelistirmek ig¢in biz, serotip 1, 2 ve 3'ten dogal tipte dang viriislerini
hafifletmek amaciyla A30 mutasyonunu sectik ¢linkit bu, rhesus
maymunlart i¢in dogal tipte DEN4 virlisinti hafifletti ve insanlarda
givenliydi (Sekil 1).

A30 mutasyonu ilk olarak DEN4 virlistinde tarif edildi ve karakterize
edildi (Men, R. ve arkadaslann 1996 I Virol 70: 3930-7). DEN4’te
mutasyon, 3’ UTR’deki 10478-10507 nukleotitlerini kapsayan ($ekil
2A), TL2 olarak anilan farazi bir stem-loop vapisi olusturan bitisik 30
nitkleotidin ¢ikarilmasindan olusur (Proutski, V. ve arkadaslar1 1997
Nucleic Acids Res 25:1194-202). Flaviviriisler arasinda UTR’nin
buyuk kisimlan, yitksek diuzeyde konzerve ikincil yapilar olusturur
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(Hahn, C.S. ve arkadaslar1 1987 J Mol Biol 198:33-41; Proutski, V. ve
arkadaslart 1997- Nucleic Acids Res 25:1194-202). Ayn ayn
nitkleotitlerin bu bolgelerde konzerve olmas: sart olmamakla birlikte
uygun baz ciftlesmesi, sadece birincil sckans goz Oniinde
bulunduruldugunda kolayca goriilmeyen bir gergek olan her bir serotip
icerisindeki stem-loop yapisin1 muhataza eder (Sekil 2B, C).
Immiinojenik Dang Kimeralar1 ve Bunlarin Preparasyonuna
yonelik Yontemler

Immiumojenik dang kimeralar1 ve dang kimeralarm hazirlamaya
yonelik yontemler, burada saglanmustir. Immiuino jenik dang kimeralar,
tek basma veya imminojenik kompozisyonlar olarak farmasotik
acidan kabul goren bir tasiyici ile kombinasyon halinde, kisiler1 ve
hayvanlari, dang viriusilt enfeksiyonuna karsi bagisiklilagtirma,
minimize veya inhibe etmede faydahdir.

Tarifnamenin  kimeralari, bir serotipten bir dang virisiinin
immiinogenisitesini sifreleyen nikleotit sekanslarii ve farkli bir
serotipten bir dang virist omurgasindan secilen baska nukleotit
sekanslarimi kapsar. Bu kimeralar, dang virisiine karst immiino jenik
bir tepki induklemek i¢in kullanilabilir.

Bagka bir yonde tercih edilen bir kimera, birinci bir serotipten bir dang
viriisiiniin en az bir yapisal proteimnini sifreleyen birinci bir nitkleotit
sekans1 ve birinciden farkli ikinci bir serotipten bir dang virlsiiiin
yapisal olmayan proteinlerini sifreleyen ikinci bir nukleotit sekansi
iceren bir nukleik asit kimerasidir. Bulus baglaminda, ikinci serotipten
dang virisii, DEN4’tir, Baska bir yonde, yapisal protein, birinci
serotipten bir dang virisiinin C proteini, birinci serotipten bir dang
viristiniin  prM proteini, birinci serotipten bir dang virisinin E

proteini veya bunlarin herhangi bir kombinasyonu olabilir.
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"Tortu" terimi burada bir amid bag1 yoluyla bir peptit icerisine dahil
edilen bir amino asit (D veya L) bir amino asit taklidine karsilik gelir.
Bu sekilde amino asit, dogal yollarla olugsan bir amino asit olabilir
veya baska turli simirlanmadigr suirece dogal yollarla ortaya ¢ikan
amino asitlere benzer bir sekilde fonksiyon gosteren dogal amino
asitlerin bilinen analoglarimi (yanmi amino asit taklitleri) kapsayabilir.
Ayrica bir amid bagi taklidi, teknolojide uzman kisilerce iyi bilinen
peptit omurgas1 modifikasyonlarini da kapsar.

Avyrica teknolojide uzman bir kisi, amino asit sekansinda veya amino
asitleri sifreleyen niikleotit sekansinda, gifrelenmig bir sekanstaki tek
bir amino asidi ya da amino asitlerin kiiguik bir yizdesimi (tipik olarak
%S35'1n altinda, daha tipik olarak %]1'in altinda) degistiren, ekleyen veya
delete eden ayr ayn ikameler, delesyonlar veya ilavelerin, konzervatif
olarak  modifiye edilmis varyasyonlar oldugunu, buradaki
degisikliklerin, bir amino asidin, kimyasal olarak benzer bir amino asit
ile ikameye neden olacagimmi da fark edecektir. Fonksiyonel agidan
benzer amino asitler saglayan konzervatif ikame tablolar, teknolojide
1yi bilinir, Asagidaki alti gruptan her biri, birbiri i¢in konzervatif
tkameler olan amino asitler igerir:

1) Alanin (A), Serin (S), Treonin (T);

2) Aspartik asit (D), Glutamik asit (E);

3) Asparagin (N), Glutamin (Q);

4) Arginin (R}, Lisin (K);

5) Izolosin (I), Losin (L), Metiyonin (M), Valin (V); ve

6) Fenilalanin (F), Tirozin (Y), Triptofan (W).

Burada kullanilan sekliyle "viris kimeras1", "kimerik viriis”, "dang
kimeras1" ve "kimerik dang virisi" terimleri, bir serotipten bir dang

virlisiiniin immilnogenisitesini sifreleyen nitkleotit sekanslart ve farklh
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bir serotipten bir dang viriisii omurgasmdan turetilmis baska nikleotit
sekanslar iceren bulusa ait enfeksiyoz bir yapr anlamina gelir.

Burada kullamilan sekliyle "enfeksiydz yapi”, bir hiicreyi enfekte
etmek i¢in kullanilabilen, bir viriis veya bunun herhangi bir kismindan
turetilmig bir viris, viral bir yapi, viral bir kimera, bir nukleik asidi
1saret eder.

Burada kullamilan sekliyle “niikleik asit kimeras1”, bir serotipten bir
dang virlistiniin immiinogenisitesini sifreleyen nitkleotit sekanslarini
ve farkl bir serotipten bir dang virtisii omurgasindan tiiretilmis bagka
nitkleotit sekanslarini igeren buluga ait bir yap1 anlamina gelir. Buna
karsilik olarak, bulusa ait herhangi bir kimerik virts veya viris
kimerasi, bir nitkleik asit kimeras1 dmegi olarak algilanacaktir.
Yapisal ve yapisal olmayan proteinlerin, tam proteinin, bir protein
epitopunun veya ornegin bunlarm ¢ veya daha fazla amino asit
tortusunu kapsayan herhangi bir fragmaninin sekansimi ig¢eren
herhangi bir proteini veya sifreleyen herhangi bir geni kapsadigi
anlasilacaktir.

Dang Kimeralan

Dang virusi, sivrisinek kaynaklh bir flavivirias patojendir. Dang viriisii
genomu, bir 5' translate edilmemis bolgesinin (5' UTR) ardindan bir
kapsid protemni (C) sifreleme bodlgesi, sonra bir premembran/membran
protein (prM) sifreleme bolgesi, sonra bir zarf protein (E) sifreleme
bolgesi, sonra yapisal olmayan proteinler1 (NSI1-NS2A-NS2B-NS3-
NS4A-NS4B-NS5) sifreleyen bolge ve son olarak bir 3' translate
edilmemis bolge (3' UTR) igerir. Viral yapisal proteinler, C, prM ve
E’dir ve yapisal olmayan proteinler, NS1-NS5°tir. Yapisal ve yapisal
olmayan proteinler, tek bir poliprotein seklinde translate edilir ve

hiicresel ve viral proteazlarla islenir.
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Burada tarif edilen dang kimeralar, bir serotipten bir dang virasinun,
om., DEN1, DEN2, DEN3 veya DEN4’un yapisal protein genlerinin,
farklh bir serotipten bir dang viriisiiniin, om., DEN1, DEN2, DEN3
veya DEN4’tin yapisal olmayan protein genleri ile kaynastirilmasi
suretiyle olusturulan yapilardir.

Burada tedarik edilen hafifletilmig, immunojenik dang kimeralari,
buna kars1 immunogenisite verilecek olan bir serotipten dang
virisiiniin bir veya daha fazla yapisal protein genini veya bunlarin
antijenik kisimlarmi ve farkl bir serotipten bir dang virlistiniin yapisal
olmayan proteinini igerir.

Tarifnameye gore kimera, omurga olarak bir serotipten bir dang viruisii
genomu igerir; burada dang genomunun C, prM veya E protein(ler)im
sifreleyen vyapisal protein gen(ler)i veya bunlarin kombinasyonlari,
buna kars1 koruma yapilacak farkli bir serotipten bir dang virtisiiniin
ilgili yapisal protein gen(ler)i ile degistirilir. Nihai viral kimera, baska
bir serotipten bir dang virlisi1 ile kimerize olmasindan dolayi hafifleme
ozelliklerine sahiptir ve bu nedenle odlduriicilugt azalmistir ancak
yapisal gen uUrlUnlerinin antijenik epitoplarimi eksprese eder ve bu
nedenle immiinojeniktir,

Herhangi bir dang virisiiniin genomu, burada tarif edilen hafiflemis
kimeralarda omurga olarak kullanilabilir. Omurga, dang viriistiniin
hafifleme fenotipine katkida bulunan veya tretim i¢in kullanilan hiicre
substratinda, ©m., Vero hiicrelermmde replikasyonu kolaylastiran
mutasyonlar icerebilir. Mutasyonlar, yapisal olmayan proteinleri, 5’
translate edilmemis bolgeyi veya 3’ translate edilmemis bolgeyi
sifreleyen nitkleotit sekansinda olabilir. Omurga ayrica hafifletme
fenotipinin stabilitesini muhafaza etmek ve hafiflemis virls veya

kimeranin, 8liimctl dogal tipte virlise geri donme ihtimalini azaltmak
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icin bagka mutasyonlar da icerebilir. Omegin 3’ translate edilmemis
bolgedeki birinci bir mutasyon ve 5' translate edilmemis bolgedeki
ikinci bir mutasyon, arzu edilirse ilave hafifletme fenotipi stabilitesi
saglayacaktir. Ozellikle DEN4 genomunun 3° translate edilmemis
bolgesinden nt 10478-10507 arasindaki 30 nt'nin bir delesyonu olan
bir mutasyon, DEN4 virisinde hafiflemeye neden olur (Men ve
arkadaslar1 1996 J. Virology 70:3930-3933; Durbin ve arkadaslan
2001 Am J Trop Med 65:405-413, 2001). Bu nedenle bu bolgede
boyle bir mutasyon igeren herhangi bir dang tip 4 virisiniin genomu,
burada tarif edilen hafiflemis kimeralarda omurga olarak
kullanilabilir. Daha da oOtesi diger dang wviriisit serotiplerinin
genomlarindaki 3’ translate edilmemis bolgede analog bir delesyon
mutasyonu iceren diger dang virisit genomlarnt da omurga yapisi
olarak kullanmilabilir. Bu gibi mutasyonlar, teknolojide uzman kisilerce
bilinen teknikler kullanilarak sahaya yonelik mutajenez vyoluyla
gergeklestirilebilir. Teknolojide uzman kisiler, burada tarif edilen ve
teknolojide 1y1 bilinen virdlans tarama deneylerinin, virulan ile
hafiflemis omurga yapilarini birbirinden ayirt etmek igin kullanilabilir.
Dang Kimeralarimn Yapilandirilmasi

Burada tarif edilen dang virtisii kimeralari, buna karsi immiinite arzu
edilen bir serotipten dang virisiiniin yapisal protein genlerinden en az
birinin, teknolojide wuzman kisilerce 1y1 bilinen rekombinant
miuthendislik teknikleri kullanilarak farkli bir serotipten bir dang virtisii
genomu omurgasi ile ikame edilmesi, yani bir serotipten tayin edilen
bir dang virlisii geninin ¢ikarilmasi ve bunun yerine, farkli bir
serotipten dang virlisiniin arzu edilen ilgili geninin konulmasi
suretiyle iretilebilir. Alternatif olarak GenBank’ta verilen sekanslar

kullanilarak dang proteinlerini sifreleyen niikleik asit molekiilleri,
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bilinen nitkleik asit sentez teknikleri kullanilarak sentezlenebilir ve
uygun bir vektor icerisine sokulabilir. Boylelikle teknolojide uzman
kisilerce bilinen rekombinant miuhendislik teknikleri kullanilarak
hafiflemis immimojenik virus tiretilir.

Yukarida belirtildigi gibi omurga igerisine sokulacak gen, bir
serotipten bir dang yapisal proteinini sifreler. Tercihen yerlestirilecek
farkl bir serotipten dang geni, bir C proteini, bir prM proteini ve/veya
bir E proteinini sifreleyen bir gendir. Dang virisit omurgasina sokulan
sckans, baska bir serotipten hem prM hem de E yapisal proteinlerini
sifreleyebilir. Dang virllsi omurgasina sokulan sekans, bagka bir
serotipten C, prM ve E yapisal proteinlerini sifreleyebilir. Dang viriisu
omurgasi, DEN1, DEN2, DEN3 veya DEN4 viriis genomu veya bu
serotiplerin herhangi birinden hafiflemis bir dang viriisit genomudur
ve farkli bir serotipten bir dang virlisuniin C, prM ve/veya E yapisal
protein(ler)ini sifreleven ikame edilmis gen(ler)i veya farkli bir
serotipten bir dang virisiiniin prM ve/veya E yapisal protein(ler)ini
sifreleyen ikame edilmis gen(lerh kapsar.

Serotiplerin herhangi birinden dang virisinun yapisal proteinlerimi
sifreleyen nitkleotit sekanslart igeren uygun kimerik viriisler veya
nukleik asit kimeralari, immunojenite tutularak viriilansta azalma
gosteren fenotipik hafifleme markerleri bakimidan taranarak asilar
seklinde faydali olarak  degerlendirilebilir.  Antijenisite  ve
immimogenisite, teknolojide uzman kisilerce bilinen rutin tarama
prosedurleri kullamilarak dang antikorlar1 veya immumnoreaktif serum
ile in vitro veya in vivo reaktiviteyle degerlendirilebilir.

Dang Asilan

Tercih edilen kimerik wvirlisler ve nitkletk asit kimeralar,

immiunojenler veya asilar olarak faydali canliligr hafifletilmis viriisler
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saglar. Tercih edilen bir duzenekte kimeralar, yuksek immiinogenisite
sergilerken aym zamanda tehlikeli patojenik veya olumciil etkiler
uretmez.

Tarifnameye gore kimerik virusler veya nukleik asit kimeralari, dogal
tipte bir serotipten bir dang virlisinin veya farkli bir serotipten
hafiflemis bir dang virisi omurgasimin yapisal genlerini i¢erebilir.
Ornegin kimera, bir dang virtisit veya farkli bir serotipten hafiflemis
bir dang virisi art alaminda bir serotipten bir dang virlisiniin yapisal
protein genlerini eksprese edebilir.

Bir serotipten bir dang viriisit genomunun yapisal olmayan bdlgelerini
igeren genetik bir artalanin ve farkh bir serotipten bir dang virtsimiin
yapisal protein genlerini eksprese etmek icin kimerizasyon yoluyla
hafifleme ozelliklerinin kullanildig1 burada tarif edilen strateji, arzu
edilen imminogenisitede yapisal protein genlerini eksprese eden
canlihig1 hafifletilmis dang as1 adaylarimn gelismesine yol agmistir. Bu
nedenle dang patojenlerinin  kontroline vybnelik asi adaylarn
tasarlanabilir.

Burada tarif edilen kimeralarda kullamilan wvirGsler tipik olarak
tecknolojide bilinen teknikler kullanilarak buyutulir. Daha sonra viriis
plakas: veya oda olusturucu unite (FFU) titrasyonlar gergeklestirilir
ve plaklar veya FFU, hilcre kultiirll igerisinde biylitilen virisiin
canhhigini, titerini ve fenotipik karakteristiklerim degerlendirmek i¢cin
sayilir. Dogal tipte virlsler, hafiflemis aday baslangi¢c materyallerini
cikarmak i¢in mutajenize edilir.

Kimerik enfeksiyoz klonlar, ¢esitli dang serotiplerinden yapilandirihr,
Viriise 6zel cDNA fragmanlar1 da arzu edilirse klonlanabilir. Yapisal
protein veya vapisal olmayan protein genleri igeren cDNA

fragmanlari, ters transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)
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yoluyla c¢esith primerlerle dang RNA’sindan amplifiye edilir.
Amplifiye edilen fragmanlar, bagka ara klonlarmn klivaj sahalarina
klonlanir. Daha sonra sokulan danga 0zel c¢cDNA’nin sekansim
dogrulamak igin ara, kimerik dang klonlar1 sekanslanir.

Dang virlislerinin  yapisal veya yapisal olmayan protein geni
bolgesinin, vektorler i¢erisine sokulmasiyla yapilandirilan tam genom
boyunda kimerik plazmidler, teknolojide uzman kisilerce iyi bilinen
rekombinant teknikler kullanilarak elde edilebilir.

Uygulama Yontemleri

Burada tarif edilen viral kimeralar, ayr1 ayr1 veya birlikte insanlara
veya hayvanlara uygulanmak tizere farmasotik agidan kabul goren bir
tasiyic1 veya arac ile birlestirilir. "Farmasotik agidan kabul goren
tasiyict”" veya "farmasotik agidan kabul goren arac” terimleri burada,
bunlarla sinirli olmamak izere, su veya tuz, bir jel, pomat, solvent,
seyreltici, s1ivi merhem bazi, lipozom, misel ve benzeri gibi ters
fizyolojik tepkilere neden olmadan ve kompozisyon i¢erisindeki diger
bilesenler ile zararli olacak sekilde etkilesmeden canli hayvan veya
insan dokusu 1le temas halinde kullamma uygun herhangi bir
kompozisyon veya bilesik anlaminda kullanilir.

Immiumnojenik veya as1 formiillasyonlar: uygun sekilde viral plak
olusturucu tnite (PFU) veya oda olusturucu iinite (FFU) dozaj
formunda verilebilir ve bilindik farmasotik teknikler kullamilarak
hazirlamir. Bu teknikler, aktif muhteviyatin farmasotik tasryici(lar)
veya eksipiyan(lar) ile bir araya getirilmesi asamasini igerir. Genel
olarak formiulasyonlar, aktif muhteviyat ile sivi tasiyicilarin tek
bicimli ve siki bir sekilde bir araya getirilmesi suretiyle hazirlanir.
Parenteral yoldan uygulamaya uygun formillasyonlar arasinda anti-

oksidanlar, tamponlar, bakteriyostatlar ve formillasyonu amaglanan
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alicimin kani 1le 1zotonik hale getiren solutler ihtiva edebilen, sulu ve
sulu olmayan steril enjeksiyon ¢ozeltileri ve sispanse edici ajanlar ve
koyulagtiric1  ajanlar igerebilen sulu ve sulu olmayan steril
stispansiyonlar yer alir. Formulasyonlar, birim dozlu veya ¢ok dozlu
kaplar, ormegin sizdirmaz ampuller ve siseler iginde sunulabilir ve
sadece steril s1v1 tastyicimin ornegin enjeksiyonluk suyun kullanmimdan
hemen oOnce ilave edilmesini gerektiren, dondurularak kurutulmus
(liyofilize edilmis) durumda saklanabilit. Hazirliksiz enjeksiyon
¢ozeltileri ve stispansiyonlari, teknolojide sirada uzmanliga sahip bir
kisi tarafindan genel olarak kullanilan steril tozlar, graniller ve

tabletlerden hazirlanabilir.

Tercih edilen birim dozaj formillasyonlari, uygulanan muhteviyatin bir
doz veya Unitesini veya bunun uygun bir fraksiyonunu igerenlerdir.
Ozellikle yukarida ad1 gegen muhteviyatlara ek olarak mevcut bulusa
ait formillasyonlarin, teknolojide siradan uzmanhiga sahip kisilerin
genel olarak kullandigi baska ajanlar da icerebilecegi anlasilmahdir.

Immiinojenik veya as1 kompozisyonu, oral veya parenteral gibi farkh
yollarla, bunlarla simirli olmamak uzere, bukkal ve dilalti, rektal,
aerosol, nazal, intramiskiller, subkiitan, intradermal ve topikal yolla
uygulanabilir.  Kompozisyon, bunlarla smirli  olmamak zere,
cozeltiler, emillsiyonlar ve suspansiyonlar, mikrosferler, partikiiller,
mikropartikilller, nanopartikilller ve lipozomlar gibi farkli formlarda
uygulanabilir. Her bagisiklilastirma programi basma vyaklasik 1 ila
yaklasik 5 doz gerekmesi beklenir. Baslangi¢ dozlar, yaklasik 100 ila
yaklasik 100,000 PFU veya FFU araliginda olabilir, tercih edilen bir
dozaj aralig1, yaklasik 500 ila yaklasik 20,000 PFU veya FFU, daha
fazla tercih edilen bir dozaj araligi, yaklagik 1000 ila yaklasik 12,000
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PFU veya FFU ve en fazla tercih edilen dozaj aralig1 da, yaklasik 1000
ila yaklasik 4000 PFU veya FFU’dur. Artis enjeksiyonlari, yaklagik
100 1la yaklasik 20,000 PFU veya FFU araliginda olabilir, tercih
edilen bir dozaj araligi, vaklasik 500 ila yaklasik 15,000, daha fazla
tercth edilen bir dozaj araligi, yaklasik 500 ila yaklasik 10.000 PFU
veya FFU ve en fazla tercih edilen dozaj aralign da, vaklasik 1000 ila
yaklasik 5000 PFU veya FFU’dur. Ornegin uygulama hacmi,
uygulama yoluna bagli olarak degisecektir. Intramiiskiiler
enjeksiyvonlar, hacim olarak vaklasik 0.1 ml ila 1.0 ml aralifinda
olabilir.

Kompozisyon, yaklagik -100°C ila yaklagik 4°C arasindaki
sicakliklarda saklanabilir. Kompozisyon, oda sicaklign dahil farkh
sicakliklarda liyofilize bir halde de saklanabilir. Kompozisyon,
teknolojide siradan uzmanhga sahip kisilerce bilinen bilindik
yontemlerle sterilize edilebilir. Bu gibi yontemler arasinda, bununla
sinirli olmamak tizere, filtrasyon yer alir. Kompozisyon, bakteriyel
buyiimey: inhibe etmek igin bakteriyostatik ajanlar ile de
birlestirilebilir.

Uygulama Program

Burada tarif edilen imminojenik veya as1 kompozisyonu, insanlara,
ozellikle de dang virlisit enfeksiyonunun mevcut oldugu bodlgelere
seyahat eden kisilere ve aym1 zamanda bu bbdlgelerde yasayanlara
uygulanabilir. Kompozisyonun uygulanmasi i¢in optimal suire, dang
virusiine ilk maruz kalmadan dnceki yaklagik bir ila 0i¢ aydir. Bununla
birlikte kompozisyon, hastaligin ilerleyisini hafifletmek i¢in ilk
enfeksiyondan sonra veya hastalifn  tedavi etmek i¢in ilk

enfeksiyondan sonra da uygulanabilir.
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Adjuvanlar

Teknolojide siradan uzmanhga sahip kisilerce bilinen c¢esithi
adjuvanlar, bu bulusa ait imminojen veya ast kompozisyonu
igerisinde kimerik virs ile birlikte uygulanabilir. Bu gibi ad juvanlar
arasinda, bunlarla sinirli olmamak twzere, asagidakiler yer alir:
Polimerler, kompolimerler, ©orn., polioksietilen-polioksipropilen
kopolimerleri, orn., blok kopolimerler, polimer p 1005, Freund'un tam
adjuvani (hayvanlar i¢cin), Freund'un tam olmayan adjuvani; sorbitan
monooleat, skualen, CRL-8300 adjuvani, alum, QS21, muramil
dipeptid, CpG oligoniikleotit motifleri ve CpG oligonikleotit
motifleri, trehaloz, bakteri Ozleri, ©rn.,, mikobakteriyel oOzler,
detoksifiye edilmis endotoksinler, membran lipidlerinden olusan
kombinasyonlar veya bunlarin kombinasyonlari.

Nukleik Asit Sekanslari

Bir serotipten dang viriisiiniin ve farkli bir serotipten dang viriisiiniin
nikleik asit sekanslari, bir ornek veya numunedeki dang viriisii
kimeralarinim, yluksek hassasiyet ve spesifite ile saptanmasina yonelik
nukleik asit sondalar1 ve primerlerinin tasarlanmasinda faydahdir,
Dang wvirisiine karsihk gelen sondalar veya primerler, bir asi
virisiiniin varligimin saptanmasi igin kullamlabilir. Nukleik asit ve
ilgili amino asit sekanslari, organizmalar ve hastaliklar fizerinde
calisgmaya ve hastaliklar i¢in terapiler ve tedaviler gelistirmeye
yarayan laboratuar geregleri olarak faydahdir.

Nikleik asit sondalar1 ve primerleri, dang virtisinil sifreleyen nikleik
asit molekilleri veya bunlarin komplementer sekanslart ile segici bir
sekilde hibridize olur. "Segici" veya "segici bir sekilde", dang virtisui
sekansinin yeterince saptanmasini engelleyecek baska niikleik asitler

ile hibridize olmayan bir sekans anlammna gelir. Bu yizden hibridize
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olan nikleik asitlerin tasariminda secicilik, drmek igerisinde mevcut
diger bilesenlere bagh olacaktir. Hibridize olan nukleik asit, hibridize
oldugu nukleik asit segmenti ile en az %70 komplementerlige sahip
olmalidir. Nukleik asitleri tarif etmek i¢in burada kullanilan sekliyle
"seeict bir sckilde hibridize olur™ terimi, ara sira rasgele hibridize olan
nukleik asitleri disarida birakir ve bu nedenle de "spesifik olarak
hibridize olan" ile ayni anlama gelir. Segici bir sekilde hibridize olan
nikleik asit sondalar1 ve primerleri, hibridize oldugu sekans segmenti
ile en az %70, %80, %8S, %90, %95, %97, %98 ve %99, tercihen
%85 veya lzeri komplementerlige sahip olabilir, Burada aym
zamanda sifreleyici niikleik asit veya niikleik asidin komplementer
veya kars1 iplik¢igine secici bir sekilde hibridize olan sekanslar,
sondalar ve primerleri de konu edilmistir. Nukleik asitle spesifik
hibridizasyon, fonksiyonel tur-tir hibridizasyon kabiliyeti muhafaza
edildigi surece niikleik asit icerisinde az sayida modifikasyon veya
ikame ile gergeklesebilir. "Sonda" veya "primer”, saptanmalar1 veya
amplifiye edilmeleri i¢cin komplementer niikleik asit sekanslan ile
segict  hibridizasyona yonelik sondalar veya primerler olarak
kullanilabilen nukleik asit sekanslar1 anlamma gelir; bu sonda veya
primerlerin uzunluklan, yaklasik 5 ila 100 nuikleotit veya tercihen
vaklagik 10 ila 50 niikleotit veya en fazla tercihen de yaklasik 18-24
nitkleotit arasinda degisebilir. Izole edilmis nilkleik aitler burada sert
kosullar altinda tiire 0zel niikleik asitler ile segici bir sekilde hibridize
olacak sekilde saglanir ve bunlar, Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 2nci baski, Sambrook, Fritsch and Maniatis, Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 1989°da tarif edildigi
gibi s6z konusu sckans i¢in en az bes niikleotit komplementerligine

sahip olmalidir.
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Primerler olarak kullanilmasi durumunda kompozisyon, arzu edilen
bir bolgenin amplifive olmasi icin hedef molekulim farkh bolgelerine
hibridize olan en az iki nitkleik asit molekulil tercihen igerir., Sonda
veya primerin uzunluguna bagh olarak hedet bolge, %70
komplementer bazlar ile tam komplementerlik arasinda olabilir ve
hala sert kosullar altinda hibridize olabilir. Omegin dang virisu
varliginin saptanmas1 amaciyla hibridize olan nukleik asit (sonda veya
primer) ile bunun hibridize oldugu sekans arasindaki komplementerlik
derecesi, en azindan bir nikleik asit ile hibridizasyonu diger
organizmalardan ayirt etmek i¢in veterhidir,

Dang virusunii sifreleyen niikleik asit sekanslari, bir plazmid gibi bir
vektor igerisine sokulabilir ve canlhi bir organizma igerisinde
rekombinant bir sekilde eksprese edilerek rekombinant dang viriist
peptidi ve/veya polipeptidleri Giretilebilir.

Burada  aciklanan nitkleik asit sekanslari, bir  ters
transkripsiyon/polimeraz zincir reaksiyonu (RT/PCR) kullanarak viral
genomik RNA sablonundan amplifive olmus bir ¢cDNA amplikonu
saptandigim rapor etme gorevi goren bir teshis sondasmi ve aym
zamanda cDNA amplikonunu amplifiye etmek i¢in tasarlanan ileri ve
geri amplimerleri kapsar. Belirli durumlarda amplimerlerden biri,
amplimerin 3' terminal ucunda ag1 viriisiine 6zel bir mutasyon igerecek
sekilde tasarlanir; bu etkin sekilde testin asi susu i¢in iki kat fazla
spesifik olmasini saglar, ¢unkii hedef sahadaki primer uzantis1 ve
sonugta amplifikasyon, sadece viral RNA sablonunun o spesifik
mutasyonu igermesi durumunda gerceklesir.

Son zamanlarda otomatik PCR bazli nukleik asit sekansi saptama
sistemleri gelistirilmistir,. TagMan deneyi (Applied Biosystems)
vaygin sekilde kullanilmaktadir. Diagnostik genetik testler igin daha
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yakin zamanlarda gehistirillmng  bir  stratep, molekiler farlarm
kullamlmasim saglar (Tyagi ve Kramer, 1996 Nature Biotechnology
14:303-308). Molekiler far deneylerinde, TagMan deneyinde
kullanilanlardan farkli sondiiriici ve raportor boyalar kullanilir.
Bunlar ve diger saptama sistemleri, teknolojide uzman kisilerce
kullamlabilir.

Karsilagtirmali ORNEK 1

Dang Viriisit Asi1 Aday1 rDEN4A30°un Gelistirilmesi

Rekombinant canliligi hafifletilmis dang-4 as1 adayr rDEN4A30’un
giivenligi, bir doz 5.0 log;y plak olusturucu tmite (PFU) alan yirm
insan goniillide degerlendirildi (Durbin A.P. ve arkadaslar, 2001 Am
I Trop Med Hyg 65:405-413). As1t adayimmn, biitin asilar i¢erisinde
giivenli, ile tolere edilen ve immunojenik oldugu bulundu. Bununla
birlikte asilananlardan besinde, alanin Aminotransferaz seviyelerinde
gecici bir yikselme oldu; uU¢ll, nOtrapeni yasadi ve on asily,
asemptomatik bir makuler dokiintii yasadi; bu, bu as1 adayinin daha da
hafifletilmesi gerckebileceginin isaretidir.

Hali hazirda randomize, ¢ift kor, plasebo kontrollii, doz azaltma
calismasi, rDEN4A30’un insan enfeksiydz dozu 50 (HIDsp) yi
belirlemek i¢in gergeklestirilir. Her bir doz grubu, yaklasik olarak
yirmi as1 ve dort plasebo alicisindan olusur. Bugime kadar 3.0 log,
PFU ve 2.0 log,, PFU’dan olusan dozlar i¢cin tam veriler toplanda.
rDEN4A30, 3.0 logs PFU uygulanmas: durumunda asilananlarin
%100’tne enfekte oldu ve 2.0 log;, PFU uygulanmasi durumunda
astlananlarin %95%ine enfekte oldu (Tablo 1). Ast adayi, herhangi bir
dozda higbir semptomatik hastaliga neden olmad: (Tablo 1). 3.0 log,

PFU alan bir agili, alanin Aminotransferaz seviyelerinde gegici bir
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yukselme yasadi ve asilananlarin yaklasik olarak dortte biri, her iki
dozda da ndtropenmi yasadi (Tablo 1). Notropeni gecici ve hafifti.
Agilananlarin yaridan fazlasi, her iki dozda da bir makiler dokiintii
gelistirdi; dokunti olusumu, asilama dozu veya viremi ile iligkili
5 degildi (Tablo 1 ve Tablo 2). Ne zirve titeri ne de viremi baslamasi,
3.0 log|,PFU ile 2.0 log,, PFU dozlar1 arasinda tarklilik gosterdi; buna
ragmen her 1ki viremi olgumu de, bu dozlar i¢in 5.0 log,, PFU’luk bir
dozdan onemli ol¢iide daha dusuktii (Tablo 3). Asi adayi, her iki
dozda da asilananlarin %95’inde immiinojenikti ve ndtralize edici
10 antikor, asilamadan sonraki 28 ile 42nci ginler arasinda dismedi
(Tablo 4). HIDs, hentiz belirlenmemis olmasina ragmen agikga 2.0
log,, PFU’nun altindadir. ilging sekilde as1 dozundaki dusisler,
imminogenisite, viremi, 1yl huylu notropeni veya dokimtil olusumu
uzerinde tutarli bir etki gostermedi. Bu nedenle uygulanan viris
15 dozunun dustrilmesiyle rDEN4A30°’un daha da hafiflemesinin

mumkiin olmasi sart degildir ve baska yaklasimlar gelistirilmelidir.

Tablo 1: rDEN4A30 klinik ozeti

Suje adedi |[Doz" |Enfekte Viremili |Ortalama  |Asagidakilere sahip gonulli adedi
olan adedi |adet zirve titeri® [Ates [Dokimti Notropeni® [tALT

20 5.0 20 14 1.2(0.2) 1 10 3 5

20 3.0 20 7 0.4(0.0) 0 11 5 1

20 20 |19 11 0.6(0.1) 1 16 4 0

8 0 0 0 0 0 0 0 0

*Log)o pfu

bLoglo pfu/mL

“ANC< 1500/dl olarak tamimlanan ndtropeni
4 gpminllinde T Maks= 100.4°F

“ALT giin 0= 78, ALT maks= 91 (gn 14)
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Tablo 2. Asilananlarda dokinti sablonu

Doz" |Viremili Dokintln  [Viremi ve Viremi, Ortalama Ortalama stire
adet adet dokiintia dokiinti yok |baslama giini1 |(giinler = SD)
+SD
5 14/20 10/20 9/20 5/20 8.1x1.3 [A]" [3.6+2.0[A]
3 7/20 11/20 6/20 1/20 12.241.4[B] |5.0£2.1[A]
2 11/20 16/20 9/20 2/20 11.2+1.4[B] [6.9£1.7 |B]
“logo pfu

® Harflerin farkli oldugu her bir kolondaki ortalamalar onemli dl¢iide farklidir (o = 0.05)

Tablo 3. rDEN4A30 viremi d0zeti

Doz® |Viremili adet |Ortalama zirve titeri  [Ortalama viremi  |Ortalama viremi
(logjo pfu/mL) baslangici stresi (giin = SD)
(glin = SD)
5 14 1.240.2 [A] 5824 [A]° 44+£24[A]
3 7 0.4+ 0.0 [B] 9.1 £2.5[B] 1.6+ 1.0 [B]
2 10 0.6+£0.1[B] 8.7+ 2.4|B] 26+£20[A]
“logio pfu

®Harfleri farkls her bir kolondaki ortalamalar, dnemli olgude farkhdir (0=0.05)

Tablo 4. rDEN4A30’un Immiinogenisitesi

5
Suje adedi Doz (logis) |Enfekte Geometrik ortalama serum Yo
olan adedi |nbtralize edici antikor titeri seroddniisiim
(arahik)
Gin 28 Gin 42
20 5.0 20 567(72-2455) [399(45-1230) (100
20 3.0 20 156(5-2365) |158(25-1222) |95
20 2.0 19 163(5-943) 165(5-764) 95
8 0 0 0 0 0
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rDEN4A30’u daha da hafifletmek i¢in iki yaklasim alinmustir.
Birineisi, 5' florourasil mutajenezi kullanilarak rDEN4’te hafifletici
nokta mutasyonlarinin olusturulmas: ve karakterize edilmesidir
(Blaney, I.LE. Jr. Ve arkadaslar1 2002 Virology 300:125-139; Blaney,
J.E. Jr. Ve arkadaslar1 2001 J. Virol. 75: 9731-9740). Bu yaklagim,
Vero ve HuH-7 hiicrelerine sicaklik hassasiyeti (ts) ve kilgiik plak (sp)
fenotipleri ve emzirtme doneminde fare beynine ve HuH-7 hucreleri
astlanmis SCID farelerine (SCID-HuH-7 fareler1) hafifletme (att)
fenotipleri kazandiran bir nokta mutasyonlar1 panelini tanimlannustir.
Bu drnekte bu mutasyonlarin bir alt grubu, rDEN4A30°a dahil edilmis

ve nihai virislerin fenotipleri degerlendirilmistir.

Ikinci bir yaklagim, rDEN4NSS5 geninde yilklil amino asit tortularmin
bitisik ciftlerinde bir dizi ¢ift yiik-alanin mutasyonu yaratmakti. Daha
onceden gosterildigi gibi tDEN4NSS igerisindeki yiuklit amino asit
tortularindan olusan 32 ayr bitisik ¢iftin mutasyonu, Vero ve HuH-7
hizcrelerine bir ts fenotipleri aralifi ve emzirme doneminde olan fare
beynine bir att fenotipleri arahigi kazandirdi (Hanley, K.H. ve
arkadaslar1 2002 J. Virol. 76 525-531). Asagida gosterildigi gibi bu
mutasyonlar ayn1 zamanda SCID-HuH-7 farelerine bir att fenotipi de
kazandinr. Bu mutasyonlar, tekli c¢iftler halinde ya da iki ciftten
olusan gruplar halinde rDEN4A30’a dahil edilerek bunlarin, A30
mutasyonu ile uyumlu olup olmadiklari ve rDEN4A30’un att
fenotiplerini arttirip arttirmadiklar belirlenmistir.

Ayr ayr1 nokta mutasyonlari tagiyan rDEN4 virislerinden olusan bir
panel, doku kultirinde sicakhiga duyarli ve/veya kigik plak

fenotiplerine ve dogal tipte rDEN4 virusuiyle kiyaslandiginda emzirme
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doneminde olan fare beyninde degisken seviyelerde hafiflemis
replikasyona sahip olmasiyla karakterize edilmistir (Blaney, J. E. ve
arkadaslar 2002 Virology 300:125-139; Blaney, J. E. et al. 2001 J
Virol. 75:409731-9740). Bu mutasyonlar, bunlarin, rhesus
maymunlarinda rDEN4A30’un replikasyonunu daha da kisitlama
kabiliyetlerini degerlendirmek i¢in A30 delesyon mutasyonu ile
birlesecek sekilde secilmistir. Ik olarak Vero ve HuH-7 hiicrelerine
sicaklik hassasiyeti ve emzirme doneminde olan fare beynine kisith
replikasyon veren nikleotit 4995°te (Ser>Pro) NS3 icerisindeki
missens mutasyonu, daha dnceden A30 mutasyonu ile birlestirilmisti
(Blaney, J. E. ve arkadaslar1 2001 J Virol. 75:9731-9740). Nihai viris,
rDEN4A30-4995’in, fare beyni replikasyonu bakimindan dogal tipte
rDEN4 virtisiine kiyasla rDEN4A30 viristinden (<5 kat) daha kisith
(1000 kat) oldugu bulundu. Ikinci olarak Vero ve HuH-7 hiicrelerine
sicaklik duyarlilig1 ve emzirme doneminde olan fare beynine 10,000
kat kisith replikasyon kazandiran nuikleotit 8092°deki (Glu>Gly) bir
missens mutasyonu, burada A30 mutasyonu ile birlestirildi. Ugtincit
olarak Vero ve HuH-7 hiucrelerine sicakhk duyarhhg, HuH-7
huicrelerine kuicik plak ebadi ve emzirme doneminde olan fare
beynine ve HuH-7 hicreleri transplante edilmig SCID farelerine
vaklasik olarak 1000 kat kisith replikasyon kazandiran nukleotit
10634’te 3° UTR’deki bir ikame, burada A30 mutasyonu ile
birlestirildi (Blaney, J. E. ve arkadaslar1 2002 Virology 300:125-139).
Meveut arastirma i¢cin yukandaki mutasyonlar1 iceren p4’tn alti
klonlanmis fragmanlar (Durbin, A.P. ve arkadaslar1 2001 Am J Trop
Med Hyg 65: 405-13), p4A30 ¢cDNA klonuna dahil edildi. Virtistin

transkripsiyonu ve geri kazamlmasi icin cDNA, Acc65] (sadece tek bir
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3’ nukleotidin1 birakarak klivaj olan Kpln 1zosgizomeri) ile linearize
edildi ve daha onceden tarif edildigi gibi SP6 RNA polimerazi yoluyla
transkripsiyonda sablon olarak kullanildi (Blaney, J. E. ve arkadaslar
2002 Virology 300:125-139). C6/36 sivrisinek hucreleri, lipozom
aracili transfeksiyon kullanilarak transfekte edildi ve hiicre kultir
sipernatanlari, bes ile yedinci ginle arasinda toplandi. Geri kazanilan
viris terminal olarak 1ki kez Vero hiicrelerinde seyreltildi ve 1ki
(rDEN4A30-4995) veya ¢ (rDEN4A30-8092 ve rDEN4A30-10634)
kez Vero hiicrelerine gegirildi.

rDEN4A30-4995, rDEN4A30-8092 ve rDEN4A30-10634 virtislerinin
tam genomik sekanslari, daha dnceden tarif edildigi gibi belirlendi
(Durbin ve arkadaslart 2001 Am. J. Trop. Med. Hyg. 65:405-413).
Beklendigi gibi her bir rDEN4A30 wviriisit tirevi, A30 mutasyonu
igeriyordu. Beklenmedik sekilde rDEN4A30-4995 virlisiinde, nitkleotit
4995’1 1ceren kodondaki niikleotit degisikliklern, bir Ser>Pro
degisikliginden ¢ok bir Ser>Leu amino asit degisikligine neden oldu;
cinkil p4A30-4995 cDNA, Ser>Pro degisikligi dahil edilecek sekilde
tasarlandi (Tablo 5). p4A30-4995 ¢cDNA klonunun gergekten niikleotit
4995°te bir Ser>Pro degisikligini sifreledigi bulundu, bu yiizden viriis
popilasyonunun nasil Ser>Leu mutasyonu edindigi net degildir,
Bununla birlikte bu viriis, bu missens mutasyonla ozellesen fenotipi
degerlendirmek 1i¢in  degerlendirildi. rDEN4A30-4995 wirlistiniin,
4725-6 nitkleotitlerinde tesadiifi bir mutasyon igerdigi de bulundu; bu,
tek bir amino asit degisikligine (Ser>Asp) neden oldu. rDEN4A30-
8092 ve rDEN4A30-10634 virlsleri, uygun nikleotit ikamelerinin
yam sira sirasiyla E, NS4B ve NS4B’de ilave tesadiifi mutasyonlar da
iceriyordu (Tablo 5).
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Tablo 5. Nokta mutasyonlar: dahil edilmis rDEN4A30 virlistinde

mevcut missens ve UTR mutasyonlan

Virls Gen Niukleotit Nitkleotit  |Amino asit [Amino asit
pozisyonu ikamesi pozisyonu®  |degisikligi
rDEN4A30-4995 |NS3 4725 U=>G 1542 Ser > Asp
NS3 4726 C>A 1542 Ser > Asp
NS3 4995° U>C 1632 Ser> Leu
rDEN4A30-8092 |E 1612 A>C 504 Asp > Ala
NS4B 7131 A>G 2344 Thr>Ala
NS5 8092° A>G 2664 Glu > Gly
rDEN4A30-10634 INS4B 6969 A>U 2290 Met > Leu
NS4B 7182 G>C 2361 Gly > Arg
3UTR  |10634° U>C Yok Yok

* Pozisyon 1 olarak C proteininin metiyonin tortusu (nukleotit 102-104) ile baglayan
DEN4 poliproteininde amino asit pozisyonu.
® Mutasyon, Kunkes mutajenczi yoluyla dahil edilmis DEN4 enfeksiyonlu fare

modellerinde replikasyonu kisitlar.

Modifiye edilmis ¢ rDEN4A30 virlisiiniin replikasyonu, emzirme
doneminde olan fare beyni modelinde ve HuH-7 huicreleri transplante
edilmig SCID farelerinde (SCID-HuH-7 fareleri}) rDEN4A30 ve dogal
tipte rDEN4 virtisti ile kivaslandi. Deneyler, daha once tarif edildigi
gibi gergeklestirildi (Blaney, J. E. ve arkadaslart 2002 Virology
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300:125-139; Blaney, I. E. ve arkadaslarn 2001 I Virol. 75: 9731-
9740). Kisacas1 emzirme doneminde olan fare beyni enfeksiyonunda,
alti-yedi gimlik farelerden olusan gruplara, intraserebral yolla 4.0
log,q PFU virlis asilandi ve her bir farenin beyni, bes giin sonra
cikarildi. Daha sonra %10 beyin suspansiyonlari igeren aritilmis
siipernatanlar,ii -70°C’de donduruldu ve viris titeri, Vero hiicrelerinde
plak deneyi ile belirlendi. SCID-HuH-7 farelerinde DEN4 virils
replikasyonunun analizi ig¢in dort ila alti haftalik SCID farelerine,
intraperitonel  yolla 107 HuH-7 hilcresi enjekte  edildi.
Transplantasyondan bes ila alt1 hafta sonra fareler, timdr igerisinde
dogrudan 4.0 log,, PFU wvirlls asilanarak enfekte edildi ve virlis
titrasyonu i¢in serum, 7nci gun kuyruk kirpma yoluyla elde edildi.
Viriis titeri, Vero huicrelerinde plak deneyi ile belirlendi.

Emzirme doneminde olan fare beyninde 6.0 log,,PFU/g’ye kadar
replike olan dogal tipte rDEN4 ve virlisi ve rDEN4A30, onceki
gozlemlere benzer sekilde 0.7 log, PFU/g ile replikasyon bakimindan
kisitland1 (Tablo 6) (Blaney, J. E. ve arkadaslart 2001 J Virol. 75:
9731-9740). rDEN4A30-4995, rDEN4 A30-8092 ve rDEN4A30-10634
viruslerinin, ayri ayrt 3.3, 2.8 ve 2.4 log45,,PFU/g’lik rDEN4
viriusiine kiyasla emzirme doneminde olan fare beyninde kisith
replikasyona sahip oldugu bulundu. Bu sonuglar, ilave hafifletici
mutasyonlarin, fare beyninde rDEN4A30 virisiiniin replikasyonunu 50
kat (rDEN4A30-10634) ila 400 kat (rDEN4A30-4995) arasinda daha
da kisitlama gorevi gordugunit gosterir. SCID-HuH-7 farelerinde,
rDEN4A30 virtistiniin viriis titeri, yine onceki ¢alismalara benzer bir
sekilde rDEN4 viriisiinden 0.4 log(PFU/ml daha diisukti (Blaney, J.
E. ve arkadaglar1 2002 Virology 300:125-139). Modifiye edilmis her
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bir rDEN4A30 virlisinin, SCID-HuH-7 farelerinde replikasyon
bakimindan daha da kisith oldugu bulundu (Tablo 6). rDEN4A30-
4995, rDEN4A30-8092 ve tDEN4A30-10634 virtisleri, SCID-HuH-7
tfarelerinde, rDEN4 virlisine kiyasla, ayr1 ayr1 dogal tipte rDEN4
5 virusii seviyesinin 2.9, 1.1 ve 2.3 log PFU/g altinda kisith
replikasyona sahipti. iki onemli gozlem yapildi: (1) 4995, 8092 ve
10634 mutasyonlart, canlilik bakimmdan A30 mutasyonu ile uyumlu
idi ve (2) Bu ti¢ modifiye edilmis rDEN4A30 virlisil, rDEN4 dogal
tipte virtisine kiyasla replikasyon bakimindan 10 ile 1000 kat azalma
10 gosterdi; bu, bu modelde genis bir hafifleme araligina sahip viruslerin,

maymun veya insanlarda daha da fazla degerlendirilmesini sagladi.

Tablo 6. NS3, NS5 veya 3> UTR’deki nokta mutasyonlarinin
rDEN4A30 virlisiine ilavesi, emzirme doneminde olan fare beyni ve

15 SCID-HuH-7 fareleri i¢in viriisit daha da hafifletir.

Virlis Emzirme doéneminde olan fare SCID-HuH-7 far¢lerinde replikasyon®
beyninde replikasyon®
Fare adedi  |Viriis titeri [Wt'den Fare Virlis titeri |Wt'den
=SE ortalama  |adedi = SE ortalama
logoPFU/g (logo-birimi log;oPFU/ml |logo-birimi
beyin olarak serum olarak
azalma® azalma®
rDEN4 12 6.0+0.1 - 13 6.4+02 -
rDEN4A30 12 53+0.1 0.7 20 6.0+02 0.4
rDEN4A30- 6 2704 |33 5 3.5+03 29
4995
rDEN4A30- 6 3202 |28 7 5004 1.1
8092
rDEN4A30- 12 36+0.1 |24 5 44+03 23
10634
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* emzirme doneminde olan 6 fareden olusan gruplara, i.c. yoluyla 10" PFU viriis asilandi.
5 gin sonra beyinler ¢ikarldi, homojenize edildi ve Vero hiicreleri igerisinde titerlendi.

® Mutant virlis ver aym anda rDEN4 wt kontrol asilannmus farelerin ortalama virls titerlerinin
karsilastirmasi,

¢ HuH-7-SCID farelerinden olusan gruplara, direkt olarak timor igerisine olmak tizere 10°PFU

viriis asilandi. 6 ve 7nci gin serum toplandi ve Vero hucrelerinde titerlendi.

DEN4 viriis enfeksiyonlu iki fare modelindeki bulgulara dayanarak
rDEN4A30-4995, rDEN4A30-8092 ve rDEN4A30-10634 virtslerinin
her biri, daha onceden tarif edilen DEN4 enfeksiyonlu rhesus

5 maymunu modelinde degerlendirildi (Durbin ve arkadaglar1 2001 Am.
J. Trop. Med. Hyg. 65:405-413). Kisacasi dort (rDEN4A30-4995,
rDEN4A30-8092 ve rDEN4A30-10634) veya iki (tDEN4, rDEN4A30,
yapay) maymundan olusan gruplara, subkiitan yolla 5.0 log,(,PFU
viriis agilandi. Maymunlar, giinliik olarak gozlendi ve serum, O ila 6,

10 8, 10 ve 12nci giinlerde topland: ve virlis titerleri, viremi dl¢limil igin
Vero hiicrelerinde plak deneyi ile belirlendi. 28inci giin serum ¢ekildi
ve notralize edici antikor seviyesi, daha once tarif edildigi gibi Vero
hiicrelerinde plak azaltma deneyi ile test edildi (Durbin ve arkadaglan
2001 Am. J. Trop. Med. Hyg. 65:405-413).

15  Bitin maymunlarda enfeksiyvondan 1 giin sonra baslayan ve 4inci
gun itibariyle biten virem saptandi (Tablo 7, Sekil 3). Viremi, rDEN4,
rDEN4A30 veya rDEN4A30-10634 virusit enfekte olmus her bir
maymunda mevcuttu ancak 4 maymundan tDEN4A30-4995 veya
rDEN4A30-8092 viruisi ile enfekte olmus sadece 2’sinde saptanabilir

oo viremi vardi. Beklendigi gibi rDEN4 virfisu ile enfeksiyon, maymun
basina en yuksek ortalama viremik gun adedine (3.0 gun) ve aym

zamanda ortalama zirve virus titerine (2.2 log,PFU/ml) neden oldu.
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rDEN4A30 virusi ile enfekte olmus maymunlar, rDEN4 viriistine
kiyasla hem maymun basina daha diigiik ortalama viremik gin adedine
(2.0 gin) hem de ortalama zirve viriis titerine (1.1 log,(PFU/ml)
sahipti. Modifiye edilmis rDEN4A30 virislerinin her biri ile enfekte

olmus maymunlarin gruplari, rDEN4A30 viristine kiyasla en disik

5
degere, 0.5 gine, 4 kat azalmaya sahip rDEN4A30-8092 virusil ile
asilananlarla daha kisith bir ortalama viremik giin adedine sahipti.
rDEN4A30-4995 (0.9 log¢PFU/ml) veya rDEN4A30-8092 (0.7
logoPFU/ml} ile enfekte olmus maymunlarmn ortalama zirve viris
10 titeri de rDEN4A30 virusit ile enfekte olmus olanlardan dusikti.
Bununla birlikte rDEN4A30-10634 (1.3 log,oPFU/ml) ile enfekte
olmus maymunlarin ortalama zirve virlis titeri, Ozellikle 2nci gin
rDEN4A30 ile enfekte olmus olanlardan biraz daha yiiksekti (Sekil 3).
15 Tablo 7. rtDEN4A30’a nokta mutasyonlar ilavesi, rhesus maymunlari
igin virisi1 daha da hafifletir
Virtis® Maymun |Viremili |[Maymun |Ortalama zirve |Geometrik ortalama
adedi maymun [basina virls titeri serum notralize edici
adedi ortalama  |(log;oPFU/ antikor titeri
viremik ml+SE) (karsilikli seyreltme)
giin adedi®
Gun 0 Gimn 28
Yapay 2 0 0 <0.7 <10 <10
rDEN4 2 2 3.0 2206 <10 398
rDEN4A30 2 2 2.0 1.1+£04 <10 181
rDEN4A30- 4 2 0.8 09=x0.2 <10 78
4995
rDEN4A30- 4 2 0.5 0.7x0.1 <10 61
8092
rDEN4A30- 4 4 1.3 1.3£0.2 <10 107
10634
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* Rhesus maymunlarimmn gruplarina, subkiitan yolla 1 ml'lik bir dozda belirtilen viriisten 10°
PFU asilandi. Serum, ¢ ila 6, 8, 10, 12 ve 28inci ginlerde toplandi. Virlis titeri, Vero
hiicrelerinde plak deneyivle belirlendi. b Viremi, 40ncli ginden sonra higbir maymunda

saptanmadi,

0 ve 28inci gunde toplanan serum, rDEN4’e karsi ndtralize edici
antikor seviyesi bakimindan test edildi. Beklendigi gibi Omci giin
DEN4’e karsi saptanabilir hicbir notralize edici antikor bulunmad:
5 ¢unkit maymunlar On taramaya tabi tutularak flavivirislere kars:
notralize edici antikorlar bakimindan negatif olduklar: bulundu (Tablo
7). 28inci gin rDEN4 ile enfekte olmus maymunlarin ortalama serum
notralize edici antikor titeri (karsihkli seyreltme), TDEN4A30 virtusu
(1:181) ile enfekte olmug maymunlardan yaklasik iki kat yiiksek olan
10 398 1di. Bu sonu¢ ve rDEN4 virusiiyle enfekte olmus maymunlarda iki
kat daha yuksek viremi seviyesi, daha onceden elde edilen sonuglara
benzerdir (Durbin ve arkadaglar1 2001 Am. J. Trop. Med. Hyg.
05:405-413). rDEN4A30-4995(1:78), rDEN4A30-8092 (1:61) ve
rDEN4A30-10634 (1:107) virGslerinin her biri ile enfekte olmus

15 maymunlar, rDEN4A30 viriisii ile enfekte olmus maymunlara kiyasla
dismis ortalama serum nbtralize edici antikor titerine sahipti.
Saptanabilir viremisi olmayan dort maymun, serum nbdtralize edici
antikor titerlerine sahipti; bu, bunlarin gergekten enfekte oldugunu
gosterir. TDEN4A30 virisiine kiyasla rDEN4A30-10634 viriisiiniin

oo ortalama zirve virls ftiterinde hafif bir arfis olmasma ragmen
rDEN4A30-10634  viriisii, rDEN4A30 viriisii ile enfekte olmusg
maymunlara kiyasla daha dustik bir ortalama serum notralize edici
antikor titerine sahipti. Maymun basma bu ve daha dusik ortalama

viremik gun adedi, 10634 mutasyonunun, maymunlarda rDEN4A30
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viriisiiniin replikasyonunu hafifletebilecegini gosterir.

Asilamadan sonraki 28inci giin butin maymunlar, subkitan yolla 5.0
log;,PFU dogal tipte rDEN4 viriisii ile savastirildi. Maymunlar,
gunlik olarak gozlendi ve serum, 28 ila 34, 36 ve 38inci ginlerde
topland1 ve virlis titerleri, savas sonrast viremu Ol¢iimil i¢in Vero
huicrelerinde plak deneyi ile belirlendi. rDEN4 viris savasindan yirmi
sekiz guin sonra serum ¢ekildi ve notralize edici antikor seviyesi, Vero
hiicrelerinde plak azaltma deneyi ile test edildi. Yapay asilanmis
maymunlar, savag sonrasinda 3.5 ortalama viremik giin adediyle 2.3
log;oPFU/ml’lik bir ortalama zirve virlis titerine sahipti (Tablo ).
Bununla birlikte rDEN4, rDEN4A30 veya modifiye c¢dilmig
rDEN4A30Q viriislerinin her biri asilanmig maymunlar, saptanabilir
viremi gostermedi; bu da, rDEN4A30-4995, rDEN4A30-8092 ve
rDEN4A30-10634 virlslerinin replikasyonunun ve
immilnogenisitesinin  azalmasina ragmen her birinin, dogal tipte
rDEN4'e kars1 koruma inditkklemede yeterince immimojenik oldugunu
1saret eder. Ortalama ndtralize edici antikor titerindeki artiglar, yapay
enfekte edilmis olanlar hari¢ bitin asilama gruplarinda savas
sonrasinda minimumdu (<3 kat) (maymunlarin, savastan korunduguna

daha fazla kamt saglar).

Tablo 8. Ilave nokta mutasyonlar1 iceren rDEN4A30, rhesus

maymunlarint wt DEN4 viriis savasindan korur
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Viris® Maymun  |[rDEN4 Ortalama zirve |Geometrik ortalama
adedi savasidan sonra |viris titeri serum notralize edici

maymun basma |(log;(PFU/ml |antikor titeri (karsilikli

ortalama viremik |+SE) seyreltme)
giin adedi
Gin 28 Gin 56

Yapay 2 3.5 23+0.1 <10 358
rDEN4 2 0.0 <0.7 398 753
rDEN4A30 2 0.0 <0.7 181 202
rDEN4A30-4995 4 0.0 <0.7 78 170
rDEN4A30-8092 4 0.0 <0.7 61 131
rDEN4A30-10634 |4 0.0 <0.7 107 177

“ belirtilen virislerle birincil asilamadan 28 gin sonra rhesus maymunlari, subkiitan yolla 1
ml'lik bir dozda 10° PFU rDEN4 virisi ile savastinildi, Serum, 28 ila 34, 36, 38 ve 56nc

gunlerde toplandi. Virus titeri, Vero hiicrelerinde plak deneyi ile belirlendi.

Birlikte alindiginda bu sonuglar, yukarida tarif ecdilen ¢ nokta
mutasyonunun (4995, 8092 ve 10634), emzirme doneminde olan fare
beyninde, SCID-HuH-7 farelerinde ve rhesus maymunlarinda
5 DEN4A30 as1 adayi daha da hafiflettigini gosterir. Modifiye edilmis
her bir rDEN4A30 viriisinde mevcut ilave tesadifi mutasyonlardan
(Tablo 4) dolay1 fenotipler, direkt olarak ayr1 ayr1 4995, 8092 ve
10634 nokta mutasyonlarina atfedilemez. Bunmunla birlikte bu g
mutasyondan birini tasiyan diger rDEN4 viriislerinde benzer fare
10 hafifletme fenotiplerinin  varhg, 4995, 8092 ve 10634 nokta
mutasyonlarmin, modifiye edilmis rDEN4A30 virislerinin  att

fenotiplerinden sorumlu oldugu goriiginii destekler. rTDEN4A30-4995,
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rDEN4A30-8092 ve IDEN4A30-10634 viriisii, rhesus maymunlarida
disitk replikasyon gosterirken koruyucu imminite kazandirmaya
yeterli immunogenisiteyi muhafaza ettiginden bu virisler, insanlar
i¢in dang asilar olarak tasarlanir.

Daha sonra hem A30 hem de yiik-alanin mutasyonlar tagiyan DEN4
virisleri olusturuldu. Yukarida tarif edilen yik-alanin mutasyonlarinin
yedi grubunun bir alt grubu, SCID-HuH-7 farelerinde replikasyonda
10 kat ila 1000 kat arasinda azalma saglayan ve mutasyon gecirmemis
sekansi, dort dang serotipi boyunca 1y1 konzerve olan grup olarak
tanimlandi. Bu mutasyonlar, bilindik klonlama teknikleri kullanmilarak
tekli ciftler ve ¢iftlerden olusan ikili takimlar halinde rDEN4A3(0’a
dahil edildi. Virusin transkripsiyonu ve geri kazanilmasi ve viriislerin
terminal seyreltmesi, yukarida tarif edildigr gibi gergeklestirildi. Vero
ve HuH-7 hiicrelerinde yukli kiime-alanin mutant virlislerinin sicaklik
hassasiyet seviyesi, emzirme doneminde olan farelerin beynindeki
replikasyon seviyest ve SCID-HuH-7 farelerindeki replikasyon
seviyesine yonelik deney, yukarida tarif edildigi gibi gergeklestirildi.
Bir ¢ift ylik-alanin mutasyonunun rDEN4’¢ dahil edilmesi sonucu, her
durumda geri kazanilabilir viriis olustu (Tablo 9). ki ¢ift yiik-alanin
mutasyonunun dahil edilmesi sonucu, U¢ vakadan ikisinde gen
kazanilabilir ~ virlis  olustu  (rDEN4A30-436-437-808-809  geri
kazanilamadi).

rDEN4A30, Vero ve HuH-7 hiicrelerinde ts degildir. Buna karsilik bu
ornekte kullanilan yik-alanin mutasyonlarinin yedi grubundan yedisi,
HuH-7 huicrelerine bir ts fenotipi kazandirdi ve besi de, Vero
hilcrelerine bir ts fenotipi kazandirdi. Hem A30 hem de yiik-alanin

mutasyonlart tagiyan alti virisiin tamami, hem Vero hem de HuH-7
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hiicrelerinde bir ts fenotipi gosterdi (Tablo 9). rDEN4A30, emzirme
donemindeki fare beyninde hafiflemezken yiik-alanin mutasyonlarimin
yedi grubundan besi, emzirme donemindeki fare beynine bir att
fenotipi kazandirdi (Tablo 10). Hem A30 hem de yuk-alanin
mutasyonlar1 tasiyan virtslerin dordi, emzirme donemindeki fare
beyninde hafifledi (Tablo 10). Bir vakada (rDEN4A30-23-24-396-
397), tek basina hafifletmeyen 1ki mutasyondan olusan kombinasyon,
hafifletilmis bir virlis olusturdu. Genellikle hem A30 hem de yiik-
alanin mutasyonlar1 tasiyan virusler, emzirme donemindeki fare
beyninde, yik-alanin mutantli ana virtislerine, rDEN4A30’dan daha
benzer replikasyon seviyeleri gosterdi.

Bu Ornekte kullanilan yedi yuk-alanin mutant virtislerinin altisinda
oldugu gibi SCID-HuH-7 farelerinde de rDEN4A30 hafifletilir. Hem
A30 hem de yik-alanin mutasyonlar tasiyan virlisler, SCID-HuH-7
farelerinde, yuk-alanin mutantli ana virtislerine kiyasla benzer veya
biraz daha disik replikasyon seviyeleri gosterme egilimindeydi
(Tablo 10). Ug¢ vakada, hem A30 hem de yiik-alanin mutasyonlan
tasiyan viriisler, SCID-HuH-7 farelerinde, rDEN4A30°dan en az bes
kat daha fazla bir azalma gosterdi.

Vero hiicrelerinde 35°C’de >10°PFU/ml’ye kadar replike olan ve
SCID-HuH-7 farelerinde replikasyonda yiiz kat veya daha fazla bir
azalma gosteren bes virlsiin (rDEN4-200-201, rDEN4A30-200-201,
rDEN4-436-437 [klon 1 ], IDEN4A30-436-437 ve rDEN4-23-24-200-
201) tam genomik sekansi belirlendi (Tablo 11). Besin her biri, bir
veya daha fazla tesadiifi mutasyon igeriyordu. rDEN4A30-436-437
gibi bir viruste, ilave bir mutasyon daha onceden Vero hicre

adaptasyonu ile iliskilendirilmisti (Blaney, J.E. Jr. Ve arkadaslar1 2002
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Virology 300:125-139). Geriye kalan viriislerin her biri, fenotipik
etkisi bilinmeyen en az bir tesadiifi mutasyon igeriyordu. Sonug olarak
tarif edilen fenotipler, direkt olarak yik-alanin mutasyonlarina
attedilemez. Bununla birlikte ayni yuk-alanin mutasyonlarini tasiyan
rDEN4 ve rDEN4A30 wviriislerinin, benzer fenotipleri paylastig
gercegl, yik-alanin mutasyonlarimin, rDEN4A30’un hafiflemesini
arttirma kabiliyetine kuvvetli destek saglar. rDEN4-436-437 [klon 1],
4 tesadiifi mutasyon igerdiginden bu viriisiin ikinci bir klonu
hazirlandi. TDEN4-436-437 [klon2], sadece bir tesadiifi mutasyon
iceriyordu (Tablo 11) ve hiicre kiiltiriinde ve SCID-HuH-7 farelerinde
rDEN4-436-437 ile ayn1 fenotipleri gosterdi.

rDEN4-436-437 [klon 2], asagida tarif edilen rhesus maymunu

calismasinda kullanildi.
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Tablo 9. rtDEN4A30’a yiik-alanin mutasyonlarimin katilmasi, hem Vero hem de HuH-7 hiicrelerine bir ts fenotipi

kazandinr
Viriis b'ye doniigen|Degismis  nt|Belirtilen sicaklikta (°C) ortalama viris titeri (log;oPFU/ml)"
AA adedi

Vero HuH-7

35 |37 |38 39 N 35 (37 38 39 A
rDEN4 Yok 0 7.4 7.1 7.7 7.2 (0.2 7.7 7.5 |75 |74 |03
rDEN4A30 Yok 30 6.6 (6.6 (6.5 (65 0.1 74 169 [7.0 |64 (1.0
rDEN4-23-24 KE 3 6.7 6.6 (6.0 |65 |02 7.1 7.3 |56 |<1.7 [>54
rDEN4A30-23-24 6.1 (55 |49 [<1.7 |44 6.5 (59 |47 |<1.7 |>4.2
rDEN4-200-201 KH 4 53 (48 |48 (43 |1.0 57 |54 |27 |<1.7 [>4.0
rDEN4A30-200-201 6.0 |53 (5.6 [<1.7 |>4.3 5.8 |5.0 |59 [<1.7 [»4.1
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rDEN4-436-437 DK 4 52 42 |34 (19 |33 59 49 |32 [<1.7 |>42
rDEN4A30-436-437 [klon] 6.3 (5.7 |55 [<L7 |>4.6 6.5 |57 |51 [<1.7 |>4.8
rDEN4-808-809 ED 3 4.6 |41 [<1.7 |<1.7 [>2.9 52 <17 |<1.7 |<1.7 |>3.5
rDEN4A30-808-809 5.6 |49 |49 <17 [>39 59 |48 |51 [<1.7 |[>4.2
rDEN4-23-24-200-201 KE, KH 7 6.0 |52 |42 |[<1.7 [>43 6.9 163 [<I.7 |<1.7 |>5.2
rDEN4A30-23-24-200-201 45 |42 |48 |<1.7 |>28 49 |45 |29 |<1.7 |23.2
rDEN4-23-24-396-397 KE, RE 7 6.5 (5.8 |55 |[<1.7 |>4.8 7.1 |59 |54 [<1.7 |>54
rDEN4A30-23-24-396-397 6.1 (52 |48 [<1.7 |>44 6.9 |54 (49 [<1.7 |>5.2
rDEN-436-437-808-809 DK, ED 7 49 149 |51 |<1.7 232 55 (32 |<1.7 |<1.7 |>3.8

* Alt1 ¢izili degerler, serbest sicaklik (35°C) ile kiyaslandiginda belirtilen sicaklikta ayrn ayn Vero veya HuH-7 hiicrelerinde titer

bakimindan 2.5 veya 3.5 logoPFU/mI’lik bir azalmay: gosterir.

® Ala tortularidan olusan ¢ifte doniisen Amino asit ¢ift(ler)i.

¢ Serbest sicakliga (35°C) kiyasla titerde (logjopfu/ml) azalma.
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Tablo 10. Yuk-alanin mutasyonlarinin katilmasi, emzirme doneminde

olan farclerde rDEN4A30’u hafifletir ve SCID-HuH-7 farelerinde

hafiflemeyi arttirir

Virlis Emzirme donemindeki farelerde SCID-HuH-7 farelerinde
replikasyon® replikasyon”
n Ortalama viris |Wt'den n Ortalama Wt'den
titeri+=SE ortalama virus ortalama
(logioPFU/g log titeri+SE log
beyin azalmas1® (log1oPFU/ml azalmas
serum)
rDEN4 18 162+£04 -- 33 5403 --
rDEN4A30 12 |5.9£0.8 0.2 8 34+03 23
rDEN4-23-24 18 14.7=+0.1 1.6 19 47=0.5 1.3
rDEN4A30-23-24 6 5.6+03 0.7 7 4604 1.5
rDEN4-200-201 12 ]55+£05 0.6 12 3702 2.6
rDEN4A30-200-201 |6 5.540.6 0.1 4 33+£0.6 1.8
rDEN4-436-437 18 127+£04 3.5 10 29=0.7 25
rDEN4A30-436-437 |6 2.9+03 34 4 23+04 2.8
[klon 1]
rDEN4-808-809 6 1.8 +0.1 3.1 8 3204 3.0
rDEN4A30-808-809 |12 |3.9+0.7 2.1 4 3706 2.4
rDEN4-23-24-200-201{12 |53 £0.5 0.7 13 34+ 01 29
rDEN4A30-23-24- 6 3.00.2 2.6 5 1.8=0.1 3.3
200-201
rDEN4-23-24-396-397|12 (4.6 0.9 1.5 8 3603 23
rDEN4A30-23-24- 6 30=0.2 2.6 5 22+0.3 2.9
396-397
rDEN-436-437-808- |6 <1.7£0.0 3.6 8 2103 2.4

809
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hiicrelerinde titrasyon yoluyla nicelendi.

? Emzirme donemindeki alti fareden olusan gruplara, i.c. yoluyla 30 pl’lik bir as1 igerisinde

10* PFU viriisit asilandi. 5 gin sonra beyin gikanildi, homojenize edildi ve viris, Vero

® Omek virits asilanmms farelerdeki ortalama viral titerlerin ve es zamanlh wt kontrollerinin
{n=6) karsilastirilmas: suretiyle belirlendi. Hafifletme (att) fenotipi, wt viriisime kiyasla 2.5
logoPFU/g’lik bir azalma olarak tanmumlanir; 2.5’luk azalmalar, koyultulmus olarak siralanir.
¢ SCID-HuH-7 farelerinden olusan gruplara, direkt olarak tiimore 10* PFU viriisii asilandu.

4 Ornek virs ile asilannus farelerdeki ortalama viral titerler ve es zamanli wt kontrollerinin
karsilastinlmas: suretiyle belirlendi. Hafifletme fenotipi, wt virlisiine kiyasla 2.5 logo

PFU/g’lik bir azalma olarak tamimlanir; 2.5°lik azalmalar, koyultulmus olarak siralanir,

Tablo 11. Yik-alanin ve A30 mutasyonu tasiyan rDEN4 virtisii

turevlerinde mevcut missens ve UTR mutasyonlari

Viris Gena,h Nikleotit Nitkleotit Amino asit |Amino asit
pozisyonu ikamesi pozisyonu®  |degisikligi”
rDEN4-200-201  |[prM 626 A>T 61 Glu > Asp
NS4A 6659 C>T 93 Leu > Phe
NS5 8160-8165 AAACA>  (200-201 LysHis>AlaAla
GCAGC
NS3 4830 G>A 102 Gly > Arg
NS5 8106 G>A 181 Val > lle
rDEN4A30-200- |NS5 8160-8165 AAACA>GC (200-201 LysHis>AlaAla
201 3J'UTR 10478-10507  |AGC Yok Yok
A30
delesyonu
E 2331 T>G 464 Trp > Gly
NS1 2845 C>T 140 Ser>Phe
rDEN4-436-437 |NS3* 4891 T=C 122 Nle>Thr
[klon 1] NS5 8869-8873 GACAA>GC (436-437 AspLys>
AGC AlaAla
NS5 0659 A>G 699 Lys> Arg
rDEN4-436-437 |INS4B 7153 T>C 108 Val>Ala
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[klon 2] NS5 8869-8873 GACAA>GC [436-437 AspLys>AlaAla
AGC
rDEN4A30-436- |NS4B* NS5|7163 A>C L1 Leu>Phe
437 3 UTR £869-73 GACAA>GC 436-437 AspLys>AlaAla
10478-10507  |AGC Yok
A30 Yok
delesyonu
rDEN4-23-24- NS3 6751 A>C 124 Lys>Thr
200-201 NS5 7629-7633 AAAGA>GC|23-24 LysGlu>AlaAla
AGC LysHis>AlaAla
NS5 8§160-8165 AAACA>GC (200-201
AGC

* Asterisk, onceden tanimlanmig Vero hiicre adaptasyonunu gosterir.
b Koyu degerler, ad1 gegen viris igerisinde ortaya ¢ikmasi tasarlanan mutasyonlart isaret eder.
© Adi gegen DEN4 geninin protein iirinil igerisindeki amino asit pozisyonu; numaralandirma,

proteinin amino asit terminali ile baslar.

SCID-HuH7 fare modelindeki hafiflemeye dayanarak vyik-alanin
mutant virlislerinin dordi  (rDEN4-200-201, rDEN4A30-200-201,
rDEN4-436-437 [klon 2], rDEN4A30-436-437), yukarida tarif edildigi

gibi rthesus maymunlarinda degerlendirildi. Hafifletici nokta
mutasyonlart tagiyan virlislerle ilgili ¢aligmaya uygun olarak
enfeksiyondan sonraki linci gin viremn saptandi  ve biitin

maymunlarda 4iincti giin son buldu (Sekil 4, Tablo 12). Enfekte olmug

maymunlarin ¢ogunda viremi saptandi; rDEN4A30-200-201 ile
enfekte olmus dort maymunun sadece biri ve rDEN4A30-436-437 ile
enfekte olmus dort maymunun biri, saptanabilir viremi gostermedi.
rDEN4 ile enfekte olmus maymunlar, en yuksek ortalama viriis

titerini gosteri; ve her bir vakada A30 mutasyonu tasiyan viriisler,
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maymun basma ana virtslerine gore ortalama zirve virls titerinde
yaklagik olarak 0.5 log’luk bir azalma ve ortalama viremik gin
adedinde 0.5 ila 2 gunlik bir azalma gosterdi. Hem A30 hem de yuk-
alanin mutasyonlar1 tasiyan virislerin enfekte oldugu maymunlar,
rDEN4A30 ile enfekte olmus olanlara gore ortalama zirve viremide iki
katlik bir azalma gosterdi. Bu, yuk-alanin mutasyonlari ilavesinin,
rhesus maymunlarinda rDEN4A30’u daha da hafiflettigini gosterir.

Beklendigi gibi, bu calismadaki maymunlarin higbiri, Omcer ginde
saptanabilir seviyelerde notralize edici antikor gostermedi. 28inci
gunde, bir viris ile enfekte olmus her maymun, saptanabilir
seviyelerde notralize edicit antikor gosterdi, bu da, maymunlarin
tamaminin, hatta saptanabilir viremi gostermeyenlerin bile gercekten
enfekte olmus oldugunun isaretidir. Hafifletici nokta mutasyonlari
calismasinda oldugu gibi, rDEN4 ile enfeckte olmus maymunlar,
rDEN4A30 ile enfekte olmus olan maymunlarinkinin yaklasik olarak
iki kati olan bir ortalama serum notralize edici antikor titerine
(karsilikli seyreltme) sahipti. rDEN4-200-201 ve rDEN4-436-437
[klon 2] ile enfekte olmus maymunlar, rDEN4’e benzer ortalama
notralize edici antikor titerlerine sahipti ve rDEN4A30-200-201 ve
rDEN4A30-436-437 ile enfekte olmus olanlar, rDEN4’e¢ benzer
ortalama notralize edici antikor titerlerine sahipti. Her bir vakada, bir
virise A30 mutasyonu ilave edilmesi, ndtralize edici antikorda iki
katlik bir azalmaya neden oldu. Bu nedenle rDEN4A30’a yiik-alanin
mutasyonlarimin ilave edilmesinin, ortalama zirve viremiyl, tek basina
rDEN4A30’unkinin altmma disiirmesine ragmen bu, nodtralize edici

antikor seviyelerini etkilemedi.
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Tablo 12. Cift halde yuk-alanin mutasyonlarinin rDEN4A30’a ilave

edilmesi, rhesus maymunlarinda viriisii daha da hafifletir

Viriis* Maymun |Viremili |[Maymun |Ortalama Geometrik ortalama
adedi maymun |bagma zirve virls  |serum notralize edici
adedi ortalama  |titeri antikor titeri (karsilikl
viremik (log;oPFU/ml |seyreltme)
giin adedi® |+ SE)
Giun 0 Gumn 28
Yapay 2 0 0 <0.7 <5 <5
rDEN4 2 2 2.5 2603 <5 276
rDEN4A30 2 2 2.0 2.1+0.1 <5 131
rDEN4-200,201 |4 4 23 1.8+0.3 <5 212
rDEN4 A30- 4 3 1.5 1.3+0.2 <5 139
200,201
rDEN4- 4 4 33 1.8+0.2 <5 273
436,437(cl2)
rDEN4A30- 4 3 1.3 1.0£0.0 <5 143
436,437

* Rhesus maymunlarindan olugan gruplara, 1 ml’lik bir dozda belirtilen viristen 10° PFU

subkiitan yolla asilandi. Serum, 0 ila 6, 8, 10 ve 28inci ginlerde toplandi. Virls titeri, Vero

hiicrelerinde plak deneyi ile belirlendi.

® Viremi, 4inct giinden sonra hi¢bir maymunda saptanmada.

28inci gin rDEN4 ile savas sonrasinda yapay enfekte edilmis

maymunlarin ortalama zirve virls titeri 1.5 log,(,PFU/ml ve ortalama

viremik gun adedi 3.0 idi (Tablo 13). Bununla birlikte daha dnceden

rDEN4, rDEN4A30 veya yilk-alanin mutanth virtisler ile asilanmig

maymunlar, saptanabilir viremi godsterdi. Ek olarak maymunlarin

hi¢gbirl, serum notralize edici antikor titerinde dort kattan daha fazla
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bir artig gostermedi. Bu veriler birlikte, hem A30 hem de yiik-alanin
mutasyonlan tagiyanlar dahil olmak tzere virislerin herhangi biriyle
enfeksiyonun, rhesus maymunlarini, tDEN4  bagkaldirisindan
korudugunu gosterir.

Tablo 13. Yik-alanin mutasyonlart igeren rDEN4A30, rhesus

maymunlarint, wt DEN4 virtisit bagkaldirisindan korur

Viris® Maymun rDEN4 Ortalama zirve |Geometrik ortalama serum
adedi baskaldirisin |virils titer notralize edici antikor titeri

dan sonra (log1oPFU/ml |(karsilhikli seyreltme)

maymun = SE)

basina

ortalama

viremik giin

adedi

Gun 28 Gim 56

Yapay 2 3.0 1.5+£0.7 <5 284
rDEN4 2 0.0 <0.7 276 316
rDEN4A30 2 0.0 <0.7 131 96
rDEN4-200,201 |4 0.0 <0.7 212 356
rDEN4A30- 4 0.0 <0.7 139 132
200,201
rDEN4-436,437 |4 0.0 <0.7 273 401
[c] 2]
rDEN4A30- 4 0.0 <0.7 143 182
436,437

* Belirtilen virisler ile ilk asilamadan 28 gin sonra rhesus maymunlan, 1 ml’lik bir dozda
subkiitan yolla 10° PFU rDEN4 viriisit bagkaldirisina maruz kaldi. Serum, 28 ila 34, 36, 10 ve

56nc1 ginlerde toplandi. Viris titeri, Vero hiicrelerinde plak deneyi ile belirlendi.
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Yik-alanin mutasyonlarinin tDEN4A30’a ilavesi, hem Vero hem de
HuH-7 hiicrelerie bir ts fenotip arahi@1 ve emzirme doneminde olan
fare beynine att fenotipleri kazandirabilir ve SCID-HuH-7 farelerinde
hafiflemeyi arttirabilir veya ayni seviyvede birakabilir. En 6énemlisi bu
mutasyonlarin katilmasi, notralize edici antikor titerini veya koruyucu
etkinligi azaltmadan rhesus maymunlarinda rDEN4A30’un firettigi
viremiyi azaltabilir. Bu nedenle bu mutasyonlarin rDEN4A30’a ilave
edilmesinin, 1nsanlarda hafiflemeyl arttirmast tasarlamir. Aym
zamanda mutasyonlarin, genel hafifleme seviyesini degistirmeyecek
ancak hafifletme fenotipini stabilize edecek sekilde ilave edilmesi de
tasarlanir ¢linkl bunlar, A30 mutasyonu olmadan bile kendi baslarina
bagimsiz  bir sekilde hafifleticidirler. Yuk-alanin  mutasyonlar
ozellikle faydalidir ¢unkll bunlar, yapisal gen bolgelerinin disinda
gergeklesir ve bu nedenle de yapisal gen kimerik virfislerini
hafifletmek i¢cin kullanilabilir. Ayrica bunlar, dogal tipte sekansa geri
donme ihtimallerini azaltan en az Ui¢ nikleotit degisikligi de igerirler.

Vero hitcreleri doku kiltiiriinde rDEN4 replikasyonunu arttiran bir
dizi nokta mutasyonu tanimlanmistir; bunlar birincil olarak NS4B geni
igerisinde konumlamir (Blaney, J. E. ve arkadaslar1 2002 Virology
300:125-139; Blaney, J. E. ve arkadaglar1 2001 J Virol 75:9731-9740).
Vero hiicre adaptasyon mutasyonlari, bir as1 adayma arzu edilebilir 1l
ozellik kazandirr. Ik olarak bunlar, as1 fretimi i¢in amagclanan
substrat olan Vero hucrelerinde viriis verimini arttirirlar ve boylelikle
as1 retimini maliyet bakimindan daha tasarruflu hale getirirler. Ikinci
olarak bu Vero adaptasyon mutasyonlarinin her birinin nokta
mutasyonlart olmasmna ragmen bunlar muhtemelen ast Uretimi

sirasinda son derece stabildir, ¢unkili bunlar, Vero hiicrelerine bir
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secim avantaji verirler. 7129 pozisyonunda en az bir Vero hucresi
adaptasyonunun, rDEN4’in sivrisinek enfektivitesini azaltifl da
gosterildi; zayif sivrisinek enfektivitesi, bir dang as1 adaymin baska
bir arzu edilebilir karakteristigidir. Bu bulgunun genelligini arastirmak
igcin biz, geriye kalan Vero hicre adaptasyon mutasyonlarinin,
rDEN4’tn, enfeksiydz bir kan unu tizerinde beslenen Aedes aegypti
sivrisineklerini enfekte etme kabiliyet: izerindeki etkisini test ettik,
Tablo 14, tek bir Vero hiicre adaptasyon mutasyonu tagiyan her bir
virisin  yiksek titerde enfektivitesini gosterir. Bunlardan, 7182
pozisyonundaki sadece bir mutasyon, sivrisinek enfektivitesindeki
buyik bir azalma ile iliskilendirildi. Bu nedenle 7182, Vero
hiicrelerinde ve sivrisineklerde replikasyon uzerinde kars1 etkilere
sahip oldugundan bir rDEN4 as1 adayinda yer almak icin 6zellikle
degerli bir mutasyon olabilir.

Tablo 14. Vero hiicre adaptasyon mutasyonlarmin rDEN4 sivrisinek

enfektivitesi izerindeki etkisi

Virls Aedes aegypti (oral enteksiyon)

Doz" (logopfu) |Test % enfekte olmus’
edilen Orta Kata
adedi barsak

rDEN4 4.3 27 70 25
rDEN4-4891 |4.4 23 74 13
rDEN4-4995  |4.8 20 80 50
rDEN4-7153  |4.8 20 80 30
rDEN4-7546  |4.6 20 55 10
rDEN4-7162  |5.0 20 55 25
rDEN4-7163 |49 15 73 72
rDEN4-7182  |5.0 20 20 0
rDEN4-7630 |43 10 70 10
* Viriis titeri, 2ul’lik bir kan unu varsayilarak alindi.

® Oral enfeksivondan 21 giin sonra hazirlanan orta barsak veya kafa
dokusunda IFA saptanabilir antijenli sivrisineklerin ylzdesi.
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KARSILASTIRMALI ORNEK 2

A30 Mutasyonunu ihtiva Eden bir Rekombinant DENI1
Virsiiniin Olusturulmasi ve Karakterizasyonu

Bir ilk olarak A30 mutasyonunun, DEN4 serotipi disinda dogal tipte
bir DEN viriisiini tatminkar bir sekilde hafifletebilip hafifletemedigini
belirlemeye ¢alistik. Bunu yapmak i¢in A30 mutasyonu, DENI’in
cDNA’sma dahil edildi (Western Pacific). pRS424DEN1WPcDNA
klonu (Puri, B. ve arkadaslar1 2000 Virus Genes 20:4557-63), BamHI
ile dijest edildi ve iler1 dogru primer 30 (DENI nt 10515-10561 ve
10592-10607) ve MI13 geriye dogru sekanslama primeri (DENI
genom sekansmim 3’ ucunun 101 nt Otesinde) ile Pfu polimeraz
kullanilan bir PCR’de sablon olarak kullamildi. Nihai PCR uriini, 292
bp idi ve A30 mutasyonunu ig¢eriyordu. pRS424DENIWP ¢DNA’s1,
Apa I ile kaismen dijest edildikten sonra Sac II ile tamamlanana kadar
dijest edildi ve vektor, jelle izole edildi, PCR uriint ile kanstirildi ve
maya susu YPH857’yi, triptofansiz plakalar Uzerinde buyume
saglamak fuzere transforme etmek igin kullanildi (Polo, S. ve
arkadaslar1 1997 J Virol 71:505366-74). Pozitif maya kolonileri, PCR
ve restriksiyon enzim analizi ile dogrulandi. Iki bagimsiz maya
kolonisinden izole edilen DNA, E. coli susu STBL2’yi transforme
etmek i¢in kullanildi. RNA transkriptlerinin olusturulmasi i¢in uygun
plazmid DNA hazirland1 ve A30 mutasyonunun varhg, sekans analizi
ile dogrulandi.

Viruisun transkripsiyonu ve olusturulmasi i¢cin Sacll ile linearize edilen
c¢DNA (pRS424DENI1A30 olarak adlandirilir), tarif edildigi gibi (Polo,
S. ve arkadaslar1 1997 J Virol 71:5366-74) SP6 RNA polimerazi

kullanilan bir transkripsiyon reaksiyonunda sablon olarak kullanild:.
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Transkripsiyon reaksiyonlari, LLC-MK2 hiicrelerine elektroporate
edildi ve enfeksiyon, CPE ve immiunofloresan gozlemi ile dogruland:
ve l4iinct gim toplandi. Virlis stoklari, C6/36 sivrisinek hiicreleri
tizerinde amplifiye edildi ve LLC-MK2 hiuicrelerinde titerlendi. Nihai
viris, TDEN1A30’un genomu, A30 mutasyonunun varligim
dogrulayacak sekilde sekanslandi. A30 mutasyonu, DENI’in (Sekil
2B,C), DENI1’1n TLS’sine karsilik gelen 10562-10591 nukleotitlerini
giderir. Virlis, Vero hiicre kiilturinde 6.5 log,, PFU/mI’lik tuterlere
kadar etkin bir sekilde replike olur; bu, A30 mutasyonunun, ag1 tiretimi
icin elzem bir 6zellik olan, DEN1’in hiicre kultiirhi igerisinde etkin
sekilde biylimesi ile uyumlu oldugunu isaret eder. Benzer teknikler
kullanilarak ana viris rDENI olusturuldu. Doku kiulturiindeki viriis
geecisinden  kaynaklanan tesadiifi  mutasyonlar, sckans analizi
kullamlarak hem rDENI hem de rDEN1A30’da tamimlandi ve Tablo
15°te swraland1. Ilave bir rDEN1A30 viriisii, Vero hiicrelerinde
transfeksiyon ve amplifikasyon yoluyla turetildi. Bu virlistin, asagida
tarif edilen galigmalarda degerlendirilmemesine ragmen bunun sekans
analizi, Tablo 15°te yare almaktadir. rDENIA30’un in vivo bir as1

olarak ozellikleri daha sonra incelendi.

Tablo 15. Rekombinant DEN1 viriisleri arasinda mevcut missens
mutasyonlar ve NSB4 bolge mutasyonlarimin DEN4 igerisinde

bulunanlarla 1liskisi
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Viris Transfeksiy |Gen Nitkleotit Nikleotit Amino asit [Amino asit
on hiicre tipi pozisyonu |degisikligi |pozisyonu |degisikligi
WtrDEN! |LLC-MK2 |ptM 816 C>U 241 Ala > Val
NS4B 7165° U>G 2357 Phe > Leu
NS4B 7173 U>C 2360 Val > Ala
rDEN1A30 |LLC-MK2 |E 1748 A>U 552 Thr> Ser
rDENI1A30 [Vero E 1545 A>G 484 Lys> Arg
* IDEN4’teki 7154 ile ayni nilkleotit,
® 'DEN4’teki 7162 ile aym nitkleotit
* Secgilen NSB4 bolgesinin nitkleotit ve amino asit karsilagtirmasi.
7 7 7 7 7 7
DEN4 1 1 1 1 1 1
Baz adedi: 3 4 s 6 7 8
890123456789012345678901234567890123456785012345678901234567
++ ++ o+ FEHEE o+ o+ e+ ++++4+4+ ++
D4 7128- CCAACAACCUUGACAGCAUCCUUAGUCAUGCUUUUAGUCCAUUAUGCAAUAAUAGGCCCA
P T TDL TA S L VML LV HTA ATITIGP
D1 7139- CCGCUGACGCUGACAGCGGCGEUAUUUAUGCUAGUGGCUCATUAUGCCAUAAUUGGACCC
P L T L TAAVYVPMLVYV AHTA ATITIG P
D2 7135- CCUAUAACCCUCACAGCGGCUCUUCUUUUAUUGGUAGCACAUURUGCCAUCAUAGGACCG
P I T L TAATULTLTULTLUVAUHKTA ATITIGP
D3 7130- CCACUAACUCUCACAGCGGCAGUUCUCCUGCUAGUCACGCAUUAUGCURUUAUAGGUCCA
P L TL TAAVILTULILUYTHTA ATITIG?P
+ + + + o+ + + o+ + o+ + o+ o+
D4 =rDEN4
D1 = 1DEN1(WP)

D2 =(DEN2(Tonga/74)
D3 = 1DEN3(Sleman/78)

+Dbort serotipin tamami arasindaki homoloji

Niikleotitlerin, 10’un katlarinda bile alt1 ¢izilmistir.

Geng rhesus maymunlarinda rDEN1A30 ve dogal tipte ana rDENI

virusiiniin

(pRS424DENTWP cDNA’smdan tiiretilmis) replikasyon,

immimogenisite ve koruyucu etkinliginin degerlendirmesi, asagidaki
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sekilde yapildi. Dang virusii bakimindan seronegatif maymunlara, Gist
omuz bolgesinin her bir tarafinda 1ki enjeksiyon arasinda bolunmius 1
ml’lik bir dozda 5.0 log,, PFU virlis subkiitan yolla enjekte edildi.
Maymunlar, ginlik olarak gozlendi ve kan, 0-10 ve 28inc1 gimnlerde
toplandi ve serum, -70°C'de depolandi. Viriisim serum ornekleri
igerisindeki titeri, daha onceden tarif edildigi gibi (Durbin, A.P. ve
arkadaslan 2001 Am J Trop Med Hyg 65:405-13) Vero hiicrelerinde
plak deneyi ile belirlendi. Plakla azaltmali ndtralizasyon titerleri, daha
onceden tarif edildigi gibi 28 giinlik serum ornekleri i¢in belirlendi
(Durbin, A.P. ve arkadaslar1 2001 Am J Trop Med Hyg 65:405-13).
Biitin maymunlar, 28inci giin tek bir doz 5.0 log,o PFU dogal tipte
rDENI baskaldirisina maruz birakildi ve 10 giun streyle kan toplandi.
Baskaldir1 sonras1 serumlardaki viris titeri, Vero hucrelerinde plak
deneyi ile belirlendi. Tam boyda dogal tipte rDENI ile asilanmig
maymunlar, ortalama zirve titerinin 2.1 log;, PFU/ml (Tablo 16)
olmasiyla 2-3 giin stireyle viremikti ve rDEN1A30 ile asilanan butiin
maymunlar, ortalama zirve titerinin 0.8 log,, PFU/ml olmasiyla 1
giinden daha az bir stire viremikti; bu da, A30 mutasyonunun, DEN1°i
hafifletebildiginin isaretidir. Hafiflemis bir viriis i¢in beklendigi gibi,
immim tepkisi, ndtralize edici antikor titeriyle dlgilen sekilde, dogal
tipte tDENI ile asilamaya kiyasla rtDEN1A30 ile asilandiktan sonra
daha dusitktti (Tablo 16), bununla birlikte hayvanlari, dogal tipte
DEN1 virhsit baskaldinsina karsi korumak i¢in hala yeterince
yvuksekti. Dogal tipte rDENI1 virusii, virls baskaldirisim takiben
toplanan higbir serum drneginde saptanmadi; bu da, maymunlarin, tam
boyda dogal tipte rDENI va da rekombinant virils rDEN1A30 ile

bagisiklilastirma sonrasinda tamamen korundugunun isaretidir. A30
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mutasyonu 1le belirtilen hafifleme seviyesi, hem DEN1 hem de DEN4
genetik artalanlarinda kiyaslanabilirdi (Sekil 5).

Tablo 16. A30 mutasyonu, rhesus maymunlarinda rDEN1°1 hafifletir

Viriis* n Viremili ortalama |Ortalama Ortalama Baskaldir virisiniin
gin adedi zirve titeri notralizasyon  |ortalama zirve titeri

(logiopfn/ml) |titeri

rDEN1 4 2.8 2.1 1230 <0.7

rDEN1A30 |4 0.5 0.8 780 <0.7

* Rhesus maymunlarina, subkiitan yolla 5.0 logio PFU virlls agilandi. Serum drmekleri, 10 gin
sireyle her giin toplandi. Notralizasyon deneyi i¢in serum, 28inci giin toplandi. Biitiin

maymunlar, 28inci gin 5.0log;oPFU rDEN1 baskaldirisina maruz kalda.

Daha once rapor edildigi gibi rDEN4 virtisti, SCID-HuH-7 farelerinde
6.0 log;o)PFU/ml serumdan daha fazlasina replike olurken A30
mutasyonu tasiyan rDEN4 virusiniin replikasyonu, yaklasik 10 kat
disthi (Blaney, J.E. Jr. Ve arkadaslarn 2002 Virology 300:125-139),
rDEN1A30’un  replikasyonu,  SCID-HuH-7  farelerinde  wt
rDEN1’inkiyle karsilastinldi  (Tablo 17). rDEN1A30, ana wt
rDEN1’inden yaklasik olarak 100 kat daha dusiik bir seviyeye kadar
replikec oldu. Bu sonug, DEN viriisuniin hafiflemis suslarimin
degerlendirilmesinde SCID-HuH-7 fare modelinin kullamilmasim daha
da gecgerli kilar;, bu arada sonuglar, rhesus maymunlarinda

gozlenenlerle yakindan alakalidir.
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Tablo 17. A30 mutasyonu, HUH-7-SCID farelerinde rDEN1’i
hafifletir

Virlis Fare adedi’ Ortalama zirve viriis titeri’
(logopfu/ml + SE)

Wt tDENI 9 73+0.2

rDENITA30 8 5003

® HuH-7-SCID farelerinden olusan gruplara, direkt olarak timore olmak
tizere 4.0 loggpfu virlls asilandi. Serum, 6 ve 7nci gin toplandi ve virlis
titer1, Vero hiicrelerinde plak deneyi ile belirlendi.

® 'DENT1 ile rDEN1A30 viriisleri arasmda onemli bir farklilik bulundu,
Tukey-Kramer testi (P<< 0.005).

Son olarak sivrisingkler igin rDENT ve rDENTA30’un enfektivitesi,
Omek 5'te detayll olarak tarif edilen yontemler kullanilarak
degerlendirildi. Daha onceden A30 mutasyonunun, rDEN4’{in,
sivrisinegin orta barsak bariyerinden gegme ve b,ir tukuruk bezi
enfeksiyonu olusturma kabiliyetini azalttig1 gosterilmisti (Troyer, J.M.
ve arkadaslari, 2001 Am J Trop Med Hyg 65:414-419). Bununla
birlikte ne rDEN1 ne de rDEN1A30, Aedes aegypti sivrisineklerinin
orta bagirsagmi, suni bir kan unu yoluyla etkin bir sekilde enfekte
edemedi (Tablo 18), bu yizden A3Q’un tukiriik bezi enfeksiyonunu
daha fazla bloke edebilip edemedigini belirlemek imkansizdi. Onceki
bir ¢aligma ayn1 zamanda A30’un, intratorasik asilama yoluyla enfekte
olan Toxorhynchites splendens sivrisinekleri icin rDEN4 enfektivitesi
uzerinde higbir etkiye sahip olmadigimi (Troyer, J.M. ve arkadaglar
2001 Am J Trop Med Hyg 65:414-419) da gosterdi ve benzer bir
sablon, rDEN1 ve rDEN1A30 i¢in de goriildin (Tablo 18). rDENI’in

sivrisinegi  enfekte edememesinin  genetik tabami, bu sirada
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tanimlanmamsti. Bununla birlikte sivrisinegin orta bagirsagi i¢in bu
onemli kisith enfektivite ozelligi, bir a1 adayinda yiuksek diuzeyde
arzu edilebilir ¢iinkl bu, as1 virisiinlin, bir agilanandan bir sivrisinek
vektorine gecisini buyuk ol¢ude kisitlamaya hizmet eder.

Tablo 18. DENI ve DEN1A30 virtislerimin her ikisi de Toxorhynchites
splendens 1¢in yiksek duzeyde enfeksiyozdiir ancak Acdes acgypti’yi

etkin bir sekilde enfekte etmez

Viriis Toxorhynchites splendens Aedes aegypti (oral enfeksiyon)

(intratorasik asilama)

Doz" Test % enfekte |Doz° Test edilen |% enfekte olan®
(logigpfu) |edilen olan” (logigptu) |adedi
adedi
Orta barsak |Kafa
rDENI 3.5 7 100 4.0 26 11 0
2.5 8 75
1.5 7 71
0.5 5 60
MIDse<0.5 MIDs, 4.4
rDENI1 A30 2.7 8 100 3.2 20 10 0
1.7 7 100
0.7 6 83
MIDsp<0.7 MIDs¢>3.6

#0.22 pl asi igerisinde mevcut virils miktar.

® Asilamadan 14 giin sonra hazirlannus kafa dokusunda IFA saptanabilir antijenine sahip sivrisinek
yuzdesi.

2 ul’lik bir kan unu varsayilarak alinan viriis titeri.

4 Oral enfeksiyondan 21 giin sonra hazirlanmis orta barsak veya kafa dokusunda IFA ile
saptanabilir antijene sahip sivrisinek yiizdesi. Viriis enfeksiyonu saptandiginda ancak alinan en
yiksek virtis dozunda %350°y1 asmayan bir siklikta oldugunda MIDsg, 10 kat fazla konsantre viris

dozunun, sivrisineklerin %100’0inl1 enfekte edecedi varsayilarak tahmin edildi.
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Bu nedenle ilk olarak DEN4 igerisinde tarif edilen A30 mutasyonu,
basarili bir sekilde rDEN1’e aktarildi. Nihai virtis, rDEN1A30™un,
maymunlarda ve SCID-HuH-7 farelerinde, rekombinant virus
rDEN4A30’a benzer seviyelere kadar hafifletildigi, bodylelikle A30
mutasyonu ile Ozellestirilen hafifletme fenotipinin farkli bir DEN
virlisi art alaninda konzervasyonunun saglandigi gosterildi. Son klinik
deneylerde rDEN4A30’a iliskin uygun sonugclara dayanarak (Durbin,
A.P. ve arkadaglar1 2001 Am J Trop Med Hyg 65:405-13),
rDEN1A30’un, insanlarda uygun sekilde hafifleyecegi ongorilir,
Tetravalent agiyr tamamlamak i¢in A30 mutasyonu tasiyan hafiflemis
rDEN2 ve rDEN3 rekombinant viriislerinin hazirlanmasi tasarlanir
(Bakimiz asagidaki Ornek 3 ve 4). A30 mutasyonunun, baska bir DEN
serotipine tasinabilir bir fenotipi 0zellestirdigine iliskin sunum,
tetravalent agmin gelistirilmesinde onemli anlatimlara sahiptir. Bu,
A30 mutasyonunun, DEN2 ve DEN3 dogal tipte virlisleri Uizerinde

ilgili bir etkiye sahip olmas1 beklenir,

Karsilagtirmalt ORNEK 3

A30 Mutasyonunu Ihtiva Eden bir Rekombinant DEN2
Virusuniin Olusturulmasi ve Karakterizasyonu

rDEN1A30’un degerlendirmesi, bunun tatminkar sekilde hafifledigini
gosterdi. Bu sonuca dayanarak biz, teknolojimizi, bir DEN2 as1 aday
varatmaya kadar uzatmaya ¢alisttk. Bunu vyapmak i¢in A30
mutasyonu, DEN2’nin ¢cDNA’smna dahil edildi. Tonga Kralligimda
(Tonga/74) yasanan 1974 dang salgmndan alman bir DEN2 viriis
izolat1 (Gubler, D. J. ve arkadaslari, 1978 Am J Trop Med Hyg
27:581-589), wt DEN2’yi temsil etmek fizere sec¢ildi. DEN2’nin
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genomu (Tonga/74), kend1 butinlugi icerisinde sekanslandi ve tam
boyda bir ¢cDNA klonunun yapilandirilmasi icin konsensus sekans
gorevi gordil (Ek 1). DEN2’nin ¢cDNA fragmanlar, Sekil 6A’da
gosterildigi gibi genomun ters transkripsiyonuyla olusturuldu. Her
fragman, bir plazmid vektorll i¢ine alt-klonlandr ve virlls igin
belirlenen konsensus sekans: ile uyusup uyusmadigim teyit etmek
uzere sekanslandi. Bu, genom boyunca uzanan klonlanmis yedi cDNA
fragmam verdi. Klonlanmis fragmanlar, su sekilde modifiye edildi:
Genomun 5° ucunu temsil eden fragman X, SP6 promoterine
dayamiyordu; Fragman L, genomik nitkleotit 2353°te translasyon
acisindan sessiz bir Spel kisitlama sahasi 1htiva edecek sekilde
modifiye edildi; Fragman R, genomik nukleotit 2353°te translasyon
acisindan sessiz bir Spel kisitlama sahasi ihtiva edecek ve nihai tam
boyda klonu stabilize edecek sekilde modifiye edildi; 2362-2364 ve
2397 niikleotitlerinde iki ilave translasyon agismdan sessiz mutasyon
varatilarak translasyon durdurma kodonlarinin, viriis poliproteinini
sentezlemede kullamilan disindaki tiim okuma c¢ergevelerinde
bulunmasi saglandi, Fragman A, dogal yoldan meydana gelen bir Spel
kisitlama sahasmi kesip ¢ikartmak amaciyla nuikleotit 3582°de ve
dogal yollarla olusan bir Kpnl kisitlama sahasini kesip ¢ikartmak
amaciyla nitkleotit 4497°de modifiye edildi; Fragman C, dogal yollarla
olusan bir Kpnl kisitlama sahasinmi kesip ¢ikartmak amaciyla niikleotit
9374°te modifiye edildi ve genomun 3” ucunu temsil eden Fragman Y,
bir Kpnl kisitlama sahasina dayandi. Her fragman, DEN4 cDNA klonu
p4’iin Ascl ve Kpnl kisitlama sahalari arasina artan sekilde ilave
edilerek (Durbin, A.P. ve arkadaslari, 2001 Am J Trop Med Hyg
65:405-13) rDEN4 ve rDEN4A30’u olusturmada basartyla kullanilan
aymi vektor arka plani ile tam boyda bir DEN2 ¢cDNA klonu (p2)
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olusturuldu. ¢cDNA klonu p2, virls genomu bolgesinin, yukarida
kaydedilen translasyonel acidan sessiz modifikasyonlar disinda DEN2
(Tonga/74) konsensiis sekans ile eslestigini dogrulamak {izere
sekanslandi. A30 mutasyonu, Fragman Y ig¢ine sokularak Fragman
Y A30 olusturuldu. P2A30u yaratmak igin p2°nin Fragman Y bolgesi,
Fragman Y A30 ile degistirildi (Sekil 6A, B).

Enfeksiydz virisun transkripsiyonu ve olusturulmasi igin ¢cDNA (p2
ve p2A30), AccH5I (sadece tek bir 3° nitkleotidini birakarak klivaj olan
Kpln izossizomeri) ile linearize edildi ve daha onceden tarif edildigi
gib1 SP6 RNA polimerazi kullamilan bir transkripsiyon reaksiyonunda
sablon olarak kullanild1 (Blaney, I. E. ve arkadaslan 2002 Virology
300:125-139). Transkriptler, Vero hucreleri veya C6/36 sivrisinek
hiicreleri i¢ine, lipozom aracili transfeksiyon kullamilarak sokuldu ve
hiicre kiiltiir stipernatanlari, 7. giinde toplandi.

rDEN2 viriisii, Vero ve C6/36 hilcrelerinin her ikisinde p2 ¢DNA’dan
geri almirken rDEN2A30, sadece C6/36 hucrelerinde p2A30 ¢cDNA
klonundan geri alindir (Tablo 19). C6/36 hiicrelerinde geri kazanilan
enfeksiyoz virils dilzeyi, Vero veya C3/36 hiicrelerinde plak titrasyonu
ve immino-lekeleme ile dencye tabi tutuldugunda, p2 ve p2A30
c¢DNA klonlarinda kiyaslanabilirdi. Daha once gozlendigi gibi C6/36
hucreleri i¢inde transteksiyon verimliligi, Vero hiicrelerinden daha
yuksekiti. [ki rDEN2A30 virisi, bagimsiz cDNA klonlar, #2 ve
#10’dan geri kazanildi.
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Tablo 19. rDEN2 viriisii, Vero ve C6/36 hucrelerinden geri1 kazanilir

ancak rDEN2A30 virisil, sadece C6/36 hiicrelerinde geri kazanilir

Transfeksiyon [cDNA vapis1  |Klon Virlis Belirtilen hucre tipinde
hilcre tipi belirlenen transfeksiyon
toplamanin (giin 7) viris titeri
(log1oPFU/ml)
Vero hitcreleri  |C6/36 hicreleri
p2 #HBA rDEN2 3.1 4.3
Vero huicreleri  |p2A30 #2 rDEN2A3( <0.7 <0.7
p22A30 #10 DEN2A30 |<0.7 <0.7
p2 HBA rDEN2 5.5 7.5
C6/36 hiicreleri [p2A30 #2 rDEN2A30 4.3 7.6
p2A30 #10 DEN2A3) |46 1.5
rDEN2 ve rDEN2A30 wvirtislerinin  ¢alisma  stoklarim  {iretmek

amaciyla transfeksiyon hasatlar gegirildi ve son olarak Vero huicrelen
icinde seyreltildi ve viriislerin genomik sekanslan saptandi. tDEN2
virisiiniin - Vero hucrest transfeksiyon hasati, son olarak Vero
hiicrelerinde bir kez seyreltildi ve ayr1 ayn viris klonlari, Vero
hiicrelerinde bir kez gegirildi. tDEN4 NS4B 7100-7200 bdlgesinde
tamimlanan her homolog Vero hucre adaptasyon mutasyonunun, bu
viris klonlar igerisinde mevcut olup olmadigini degerlendirmek i¢in
yedi bagimsiz son olarak seyreltilmis klon, bu bolge Uzerinden
sekanslandi. Yedi rDEN2 virlisiniin her biri, bu bolgede 7169
nukleotidinde tek bir niikleotit ikamesi igeriyordu (U>C) ve boylelikle
bir Val>Ala amino asit degisikligine neden oldu. Bu niikleotit, bilinen
bir Vero hiuicre adaptasyon fenotipine sahip rDEN4 igerisinde

tamimlanmig 7162 mutasyonuna karsilik gelir (Blaney, J. E. ve
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arkadaslar1 2002 Virology 300:125-139); bu da, bu mutasyonun,
rDEN2 virtisilnde bir replikasyon arttirma fenotipi kazandirabildigini
isaret eder. Bir rDEN2 viriisit klonu tamamen sekanslandi ve 7169

mutasyonuna ek olarak 3051 tortusunda NS5°te bir missens mutasyon

(Glu>Ala) bulundu (Tablo 20).

Tablo 20. Transfeksiyon ve Vero hilcrelerindeki gegisten sonra rDEN2

ve rDEN2A30 virGislerinde biriken missens mutasyonlar

Virlis Gen Nukleotit Nukleotit Amino asit  |Amino asit
pozisyonu  |ikamesi pozisyonu®  |degisikligi
rDEN2" (Vero)}| NS4B 7169° u>C 2358 Val > Ala
NS5 9248 A>C 3051 Glu> Ala
rDEN2A30Y  |NS3 4946 A>G 1617 Lys > Arg
(Vero)
NS4B 7169° U=>C 2358 Val > Ala

* DEN2 poliproteini igerisinde, pozisyon 1 olarak C proteininin metiyonin tortusunda
(niikleotit 9799) baslayan amino asit pozisyonu.

® Viriis, Vero hiicrelerinde geri kazanildi ve son olarak Vero hiicrelerinde bir kez
seyreltildi. Virlis stoku, Vero hiicrelerinde hazirlands.

“tDEN4’te 7162 ile aym nukleotit pozisyonu.

4 Virus, C6/36 hiicrelerinde geri kazanildi ve Vero hitcrelerinde ¢ kez gecirildi. Virlis

daha sonra son olarak seyreltildi ve Vero hiicrelerinde bir stok hazirlandi.

Vero hiicrelerinde buiytitiilen hem rDEN2 hem de rtDEN2 A30 virusler,

7169 nukleotidinde, daha once rDEN4’te 7162 nukleotidinde
tanimlanmis Vero hilcre adaptasyon mutasyonuna karsilik gelenle ayni

mutasyonu elde ettiginden bu mutasyonun, Vero hilcrelerinde rDEN2
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ve rDEN2A30'un bliylme adaptasyonu ile iliskili oldugu sonucuna
varildi. 7169 mutasyonunun, rDEN2A30’un Vero hiicrelerinde direkt
olarak geri kazanilmasim1 saglayabilmesi beklentisiyle mutasyon,
rDEN2A30 ¢cDNA plazmidine dahil edilerek p2A30-7169 yaratildi.
P2A30-7169 ve aymi zamanda p2 ve p2A3(0°dan sentezlenen
transkriptler, yukarida tarif edildigi gibi lipozom aracili transteksiyon
kullanilarak Vero hiicrelerine veya C6/36 sivrisinek hiicrelerine dahil
edildi. rDEN2A30-7169 virisi, hem Vero hem de C6/36 hiicrelerinde
p2A30-7169 ¢cDNA’sindan geri kazanmlirken rDEN230, sadece C6/36
hiicrelerinde p2A30 cDNA klonundan geri kazanildi (Tablo 21). 7169
mutasyonu, tDEN2A30’un Vero hiicrelerinde geri kazamilmasi igin

hem gerekli hem de yeterlidir.

Tablo 21. 7169 Vero hiicre adaptasyon mutasyonu igeren rDEN2A30-

7169 virtisii, hem Vero hem de C6/36 hiicrelerinde geri kazanilir

Transfeksiyon cDNA vyapisi Klon Virls C6/36 huicrelerinde
hiicre tip1 belirlenen
transfeksiyon

hasatinin (gin 14)
virils titeri

(logoPFU/ml)

p2 #8A rDEN2 6.8
Vero hiicreleri p2A30 #2 rDEN2A30 <0.7
p2230-7169° #37 rDEN2A30-7169  |5.1
p2 HBA rDEN2 6.9
C6/36 hitcreleri  [p22A30 #2 rDEN2A30 7.1
p2A30-7169 #37 rDEN2A30-7169 |7.2

a TDEN2 igerisindeki nikleotit 7169, Vero hicrelerinde bityiime adaptasyonu ile baglantili
oldugu gosterilmis olan rDEN4’teki 7162 nikleotidine karsilik gelir,
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A30 mutasyonunun, bir hayvan modelinde rDEN2 virisiini hafifletme
kabiliyetini baglangigta degerlendirmek i¢cin DEN2 (Tonga/74),
rDEN2  ve rDEN2A30 virislerinin  replikasyonu, SCID-HuH-7
farelerinde degerlendirildi. Daha dnceden as1 adaylarimin SCID-HuH-
7 farelerinde hafifletilmesinin, rhesus maymunu enfeksiyon modelinde
hafiflemenin kestirimi olacag gosterilmistir (Ornekler 1 ve Ornek 2).
Bu deneyde test edilen rekombinant viriisler, C6/36 hucrelerinde geri
kazanildi. Bagimsiz p2A30 ¢DNA klonlarindan tiiretilen DEN2
Tonga/74 virlis izolati, rDEN2 ve iki bagimsiz rDEN2A30 viruisi
(klon 20A ve 21A), C6/36 hiicrelerinde bir ¢alisma stoku iretilmeden
once son olarak C6/36 hiicrelerinde iki kez seyreltildi. Bu virilsler,
hichir Vero huicre adaptasyon mutasyonu i¢cermemelidir. DEN2
Tonga/74  virisi, SCID-HuH-7 farelerinin  serumunda 6.2
log;(PFU/ml’lik bir ortalama viriis titerine kadar replike oldu ve
rDEN2 virisi, benzer bir seviye olan 5.6 log,(.PFU/ml’ye kadar
replike oldu (Tablo 22). Her iki rDEN2A30 virlisii de, rDEN2
virusiine kiyasla replikasyon bakimindan 100 kattan fazla kisithyd:.
Bu sonuglar, A30 mutasyonunun, rDEN2 virlisiniin replikasyonu
uzerinde, rDEN4 ve rDENI1 virisleri icin gozlenene benzer bir

hafifletme etkisine sahip oldugunu gosterir.

Tablo 22. A30 mutasyonu, SCID-HuH-7 farelerinde rDEN2 viriis

replikasyonunu kisitlar
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Virts Fare adedi |Ortalama viris titeri = SE  |Wt i¢cin olan degerden
(log;oPFU/ml serum)* ortalama log10 birimi
azalma”®
DEN2 (Tonga/74) 8 6.2+0.3 -
rDEN2 9 56+0.2 -
rDEN2A30 (klon 20A) |9 3102 25
rDEN2A30 (klon 21A) |9 29+03 27

* SCID-HuH-7 farelerinden olusan gruplara, direkt olarak timore olmak uzere C6/36
hiicrelerinde buyiitulmis 10* PFU virlis asilandi. Serum, 7nci gin toplandi ve C6/36
hitcrelerinde titerlendi. ® Mutant viriis astlanmis farelerin ortalama virlis titerleri ve es

zamanli rDEN2 kontroliniin karsilastirilmasi.

SCID-HuH-7 farelerindeki DEN2 virls replikasyonu da Vero
hilicrelerinde gegirilen DEN2 (Tonga/74), rDEN2 ve rDEN2A30
kullanilarak belirlendi (bakiniz Tablo 20, dip not b ve d). Hem rDEN2
hem de rDEN2A30, NS4B, nitkleotit 7169°da, rDEN4’te Vero hilcre
adaptasyon mutasyonu olarak tanimlanan 7162 mutasyonuna karsilik
gelen bir mutasyon edinmisti. 7169 mutasyonu varhiginda A30
mutasyonu, rDEN2A30 replikasyonunu, 1.0 log,PFU/ml kadar
dusurd (Tablo 23). Daha onceden C6/36 hucrelerinde buyutilmiis
virls kullamlarak ve 7169 mutasyonu olmadan A30 mutasyonu, 0
replikasyonunu yaklasik 2.5 log,(PFU/ml kadar disiirmiistii (Tablo
22). Bu sonuglar, DEN2’de Vero huicre buytimesi adaptasyonunun,
HuH-7  karaciger hucrelerine hafif bir buyime avantaj
saglayabilecegini de gosterir. Bununla birlikte A30 mutasyonunun
kazandirdigr hafifleme hala bu Vero hilcre bliylimesine adapteli

viruslerde fark edilebilirdir.
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Tablo 23. A30 mutasyonu, SCID-HuH-7 farelerinde Vero hiicresi

adapteli rDEN2 viriisiiniin replikasyonunu kisitlar

Virils Fare adedi Ortalama virils titeri Wt i¢in olan degerden

= SE (logoPFU/ml ortalama logo birimi

serum)” azalmasi”
DEN2 (Tonga/74) 6 50=03 ]
rDEN2 7 59+0.2 -
rDEN2A30 9 49+03 1.0

“ SCID-HuH-7 farelerinden olusan gruplara, direkt olarak timbre olmak tizere 10* PFU
virils asilandi. Serum, 7nci gin toplandi ve C6/36 hilcrelerinde titerlendi.
® DEN2A30 ve rDEN2 kontrol asilanmis farelerin ortalama virils titerlerinin

karsilagtirmast.

Geng rhesus maymunlarinda rDEN2A30 ve dogal tipte ana rDEN2
virusinun replikasyon, immunogenisite ve koruyucu etkinliginin
degerlendirmesi, asagidaki sekilde yapildi. Dang viriisii bakimmdan
seronegatif maymunlara, Ust omuz bbdlgesinin her bir tarafinda iki
enjeksiyon arasida boliimmiis 1 ml’lik bir dozda 5.0 log,y PFU viris
subkiitan yolla enjekte edildi. Maymunlar, ginlik olarak gozlendi ve
kan, 0-10 ve 28inci gimlerde toplandi ve serum, -70°C"de depolandh.
Bu deneyde kullamlan wvirusler, Vero hiicrelerinde gecirildi ve
rckombinant virusler, Tablo 20'de gosterilen mutasyonlar igertyordu
(Bakmiz dip not b ve d). Virisin, serum drneklerindeki titeri, daha
onceden tarif edildigi gibi (Durbin, A.P. ve arkadaslar1 2001 Am J
Trop Med Hyg 65:405-13) Vero hicrelerinde plak deneyi ile
belirlendi. Plakla azaltmali notralizasyon titerleri, daha onceden tarif
edildigi gib1 28 giinlitk serum ornekleri i¢in belirlendi (Durbin, A.P.
ve arkadaslan 2001 Am J Trop Med Hyg 65:405-13). Butun
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maymunlar, 28inci gin tek bir doz 5.0 log, PFU wt DEN2
(Tonga/74) baskaldirisina maruz birakildi ve 10 gin sireyle kan
toplandi. Baskaldin  sonrast serumlardaki  virlis  titeri, Vero
hucrelerinde plak deneyi ile belirlendi. wt DEN2 (Tonga/74) veya
rDEN?2 ile asilannis maymunlar, ayr1 ayr1 ortalama zirve titerinin 2.1
veya 1.9 log,y PFU/ml olmasiyla 4-5 giin sureyle viremikti.

rDEN2A30 ile asilanmig maymunlar, 1.7 log,, PFU/ml’lik bir
ortalama zirve titeriyle 2-3 gun sireyle viremikti (Tablo 24, Sekil 7);
bu da, A30 mutasyonunun, DEN2’yi hafifletebilmesine ragmen
rDEN1A30°da gozlenenle ayn1 diisiik seviyeye kadar hafifletemedigini
gosterir (Tablo 16). Hafiflemis bir virQis i¢in beklendigi gibi, immiin
tepkisi, notralize edici antikor titeriyle olgtlen sekilde, rDEN2A30 ile
asilandiktan sonra wt DEN2 (Tonga/74) veya rDEN2 ile asilamaya
kiyasla daha diisukti (Tablo 24), bununla birlikte hayvanlari, wt
DEN2 viruis bagkaldirisina kars: korumak i¢in hala yeterince yuksekti
(Tablo 25). Bu nedenle rDEN2A30 i¢in azalmis viremi gunleri,
azalmuig ortalama zirve titeri ve azalmis serum antikor tepkisi, A30
mutasyonunun, rhesus maymunlarinda rDEN2’y1  hafiflettigim

gosterir.

Tablo 24. rDEN2A30, Rhesus maymunlari igin TDEN2’den biraz daha
fazla hafifletilir
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Viris® Maymun [Viremili |Maymun Ortalama zirve |Geometrik ortalama
adedi maymun |basina viris titeri serum notralize
adedi ortalama (log1oPFU/ml edici antikor titeri
viremik gim |+ SE) (karsihikh seyreltme)
adedi”
Gin 0 Gun 28
Yapay 2 0 0 <0.7 <10 <10
DEN?2 4 4 4.5 2103 <10 311
(Tonga/74)
rDEN2 4 4 4.0 1.9+0.1 <10 173
(Vero)
rDEN2A3Q (4 4 2.8 1.7+0.2 <10 91
(Vero)
* Rhesus maymunlarindan olusan gruplara, 1 mI’lik bir dozda belirtilen viriisten 10° PFU
subkiitan yolla asilandi, Serum, 0 ila 6, 8, 10, 12 ve 28inci giinlerde toplandi. Viris titeri,
Vero huicrelerinde plak deneyi ile belirlendi
® Viremi, 8inci giinden sonra hi¢gbir maymunda saptanmada.

Tablo 25. rDEN2A30, rhesus maymunlanini wt DEN2  viris
baskaldirisindan korur
Virgs® Maymun |DEN2 Ortalama zirve |Geometrik ortalama
adedi baskaldirisindan |viriis titeri serum notralize edici

sonra maymun  [(logoPFU/ml |antikor titeri

basina ortalama |+ SE) (karsilikl: seyreltme)

viremik giin

adedi

Giin 28 Gln 56

Yapay 2 4.0 2101 <10 338
DEN2 4 0 <0.7 311 334
(longa/74)
rDEN2 (Vero) |4 0 <0.7 173 318
rDEN2A30 4 0 <0.7 91 267

(Vero)
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* Belirtilen viruslerle asilamadan 28 gin sonra maymunlar, 1 ml’lik bir dozda
subkiitan yolla 10° PFU DEN2 (Tonga/74) baskaldirisina maruz kaldi. Serum, 28 ila
34, 36, 38 ve 56nc1 gunlerde toplandi. Viriis titeri, Vero hiicrelerinde plak deneyi ile

belirlendi.

Bir suni kan unu yoluyla DEN2 (Tonga/74), rDEN2 ve rDEN2 A30™un
Aedes aegyti sivrisinekleri igin enfektivitesi, Ornek 5'te detayli bir
sckilde tarif edilen yontemler kullanilarak degerlendirildi. Bununla
birlikte alinan 3.3 ila 3.5 log, pfu’luk dozlarda bu ¢ viriisten higbiri,
herhangi bir sivrisinegi enfekte etmedi; bu da, DEN2’nin (Tonga/74),
Aedes aegypti i¢cin zayif dizeyde enfeksiydz oldugunu gosterir.
rDENI ile birlikte oldugu gibi bu enfektivite noksanliginin genetik
tabant hala tammlanmamstir. Sivrisinek orta bagirsag igin dnemli
kisith enfektivite ozelligi, bir as1 adaymnda yuksek duzeyde arzu
edilebilir ¢linkil bu, viriistin, bir asilanandan bir sivrisinck vektorine
gecigini buyuk dl¢tide kisitlama gorevi gortr.

rDEN4’te  tamimlanan birkag missens mutasyonun, emzirme
doneminde olan fare beyninde ve/veya SCID-HuH-7 farelerinde
replikasyonu hafiflettigi ortaya konulmustur (Blaney, J. E. ve
arkadaslar1 2002 Virology 300:125-139; Blaney, J. E. ve arkadaglan
2001 J. Virol 75:9731-9740). Ek olarak Vero hucrelerinde rDEN4
virisiiniin replikasyonunu arttiran missens mutasyonlar da karakterize
edilmistir. DEN wvirls  serotipleri  arasindaki  onemli  sekans
konzervasyonu, rDEN4 virlslerinde tanimlanan mutasyonlarin,
rDBN2 viriisiine benzer fenotipler kazandirmak i¢in kullamilmak tizere
tasarlanmasini  saglayan bir stratep saglar. rDEN4 igerisinde
tammmlanan, TDEN2 viriisi i¢erisinde konzerve bir sahada bulunan alt1

mutasyon, p2 ve p2A30 ¢cDNA klonlarina dahil edilmektedir (Tablo
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26). Spesifik olarak fare beyninde Vero huicresi adaptasyon fenotipleri
ve azalms replikasyon saglayan NS34891 ve 4995 olmak tizere iki
rDEN4 mutasyonu, bir Vero huicresi adaptasyon fenotipi saglayan bir
mutasyon, NS4B 7182 ve fare beyninde ve SCID-HuH-7 farelerinde
azalmis replikasyon saglayan i¢ mutasyon, NS1 2650, NS3 5097 ve 3'
UTR 10634 degerlendirilmektedir. Bu mutasyonlar, p2 ve p2A30
c¢DNA klonlarinin alt klonlanmis fragmanlarima dahil edilmistir ve
C6/36 hicrelerinde viriisin geri kazamildigh (Tablo 27) tam boyda
mutant cDNA klonlart olusturmak (Tablo 26) i¢in kullanilmaktadir.
Bu mutant rDEN2 viriislerinin degerlendirmesi, bu gibi nokta
mutasyonlarimin farkli bir DEN virlisi serotipi i¢ine tagiabileceginin
ve A30 delesyon mutasyonu igin gosterildigi gibi benzer bir faydah

fenotip verebileceginin saptanmasi olarak tasarlanur.
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Tablo 26. rDBN4 virislerinde karakterize edilen konzerve nokta mutasyonlarimin, rDEN2 Tonga/74 virlisine dahil

edilmesi

rDEN4 virisiinde fenotip Gen/bolge |rDEN4 viriisinde mutasyon DEN2 viristine dahil edilen mutasyon

Vero Fare SCID- Nukleotit [Amino asit |Amino asit [Nukleotit |Amino asit |[Amino asit |RE sahasi/mutajenik

Adaptasyonu®  |beyninde |HuH-7 att’ pozisyonu [pozisyonu® |degisikligi |pozisyonu |pozisyonu® |degisikligi |bolge?

att®

+ + - NS3 4891 1597 le>Thr [4889 1598 lle>Thr [Narl
CCAcgGGcGCCGT

+ + - NS3 4995 1632 Ser>Pro [4993 1633 Ser>Pro |Stul
AAGGccTGGA

+ - - NS4b 7182 2361 Gly > Ser (7189 2365 Gly>Ser (Xmal
TAtccCCGGGAC

- + + NS1 2650 850 Asn > Ser (2648 851 Asn>Ser (Sacl
AGAgcTetcTC

- + + NS3 5097 1666 Asp>Asn |5095 1667 Asp>Asn (Xmal
GaATCTCCACCCg
GA

- + + 3'UTR 10634 n/a’ n/a 10698 n/a n/a yok CTGTcGAATC
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“ Belirtilen mutasyonun varligi, Vero hiicrelerindeki plak buyukliigiinii, rDEN4 viriisinden iki kat veya daha fazlasina ¢ikarir.

® Belirtilen mutasyonun varhg, 7 giinlitk fare beyninde replikasyonu, rDEN4 viriisime kiyasla 100 kattan fazla kisitlar.

¢ Belirtilen mutasyonun varligi, SCID-HuH-7 farelerinde replikasyonu, rDEN4 virtisiine kiyasla 100 kattan fazla Kisitlar.

4 DEN4 veya DEN2 poliproteininde, pozisyon 1 olarak C proteininin metiyonin tortusu (ayr1 ayri nitkleotit 102-104 veya 97-99) baglayan amino
asit pozisyonu.

¢ Primetler, translasyonel olarak sessiz kisitlama enzimi (RE) sahalari dahil eden (alt1 ¢izili) mithendislige tabi tutuldu. Alt simgeler, nt
degisikliklerini; koyu harfler, 5-FU mutasyonunun sahasini isaret eder; bazi oligoniikleotitlerde bu, benzersiz bir RE sahasi yaratmak i¢in orijinal
nitkleotit ikame degisikliginden farkhidir. Degisiklik, amino asit ikamesi kodonunu muhafaza eder.

f3' UTR deki nitkleotit ikamesi, DEN4 ve DEN2 virtisinde U>C’dir.
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Tablo 27. Konzerve 5-FU mutasyonlari iceren rDEN2 virisleri, C6/36

huicrelerinde geri kazanlir

Viriis (rDEN2 igerisinde rDEN4 igerisindeki  |C6/36 hiicrelerinde belirlenen
nukleotit pozisyonu) nitkleotit pozisyonu  [transfeksiyon hasatinin (giin 7)
viriis titeri (log;oFU/ml})

rDEN2-4889 4891 7.6

rDEN2-4993 4995 7.2

rDEN2-7189 7182 35

rDEN2-2648 2650 -

rDEN2-5095 5097 -4

rDEN2-10698 10634 7.7

* Transfeksiyona henliz baglanmamsgtir,

Karsilagtirmalt ORNEK 4

A30 Mutasyonunu Ihtiva Eden bir Rekombinant DEN3 Viriisimiin
Olusturulmasi ve Karakterizasyonu

rDENI1A30, tatmin edici sekilde attentie edildiginden teknolojimizi,
bir DEN3 as1 adaymm yaratilmasmna kadar genisletmeye calistik.
Bunu yapmak i¢in A30 mutasyonu, DEN3’in cDNA’s1 igine,
rDEN2A30°u  yaratmak i¢in kullamlan yonteme benzer sekilde
sokuldu. Kirsal Sleman, orta Endonezya’da (Sleman/2578) yasanan
1978 dang salginindan alinan bir DEN3 viriis izolat1 (Gubler, D. J. ve
arkadaslari, 1981 Am J Trop Med Hyg 30:1094-1099), wt DEN3’u
temsil etmek Gizere sec¢ildi. DEN3 genomu (Sleman/78), butin halinde
sekanslandi ve tam uzunluktaki bir cDNA klonunun yapilandirlmasi
icin konsensus sekansi olarak gorev yapti (Ek 2). DEN3’iin ¢cDNA
fragmanlar: (Sleman/78), Sekil 8A’da gosterildigi gibi genomun ters

transkripsiyonu ile olusturuldu. Her fragman, bir plazmid vektori
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igine alt-klonland1 ve viriis i¢in belirlenen konsensus sekansi ile
uyusup uyusmadigim teyit etmek uzere sekanslandi. Bu, genom
boyunca uzanan klonlannig alt ¢cDNA fragmani verdi. Klonlanmis
fragmanlar, su sekilde modifiye edildi: Genomun 5° ucunu temsil eden
fragman 5, onunde bir Ascl kisitlama sahasinin bulundugu SP6
promoterine dayaniyordu; Fragman 1L, genomik nukleotit 2345°te
translasyon agisimdan sessiz bir Spel kisitlama sahasi 1htiva edecek
sekilde modifiye edildi; Fragman 1R de genomik nukleotit 2345°te
translasyon agisindan sessiz bir Spel kisitlama sahasi ihtiva edecek
sekilde modifive edildi ve ortaya ¢ikan tam uzunluktaki klonu
stabilize etmek amaciyla niikleotitler 2354 - 2356, 2360 — 2362 ve
2399°da tug¢ 1lave translasyon acgisimndan sessiz mutasyon yaratilarak
translasyon durdurma kodonlarimin, viriis poliproteinini sentezlemede
kullamlan disindaki tim okuma ¢ergevelerinde bulunmasi saglands;
Fragman 3, dogal yoldan meydana gelen bir Kpnl kisitlama sahasini
kesip ¢ikartmak amaciyla nitkleotit 9007°de modifiye edildi ve
genomun 37 ucunu temsil eden Fragman 4, bir Kpnl kisitlama sahasina
dayandi. Her fragman, DEN4 c¢cDNA klonu p4’un Ascl ve Kpnl
kisitlama sahalar1 arasma artan sekilde 1lave edilerek (Durbin, A.P. ve
arkadaslar;, 2001 Am J Trop Med Hyg 65:405-13) rDEN4 ve
rDEN2’y1 olusturmada basariyla kullamlan aymi vektor arka plani ile
tam uzunlukta bir DEN3 cDNA klonu olusturuldu. Bununla birlikte
stabil tam uzunlukta bir klon, IL ve IR fragmanlarnt aym cDNA
molekillil icine birlestirildiginde E. coli icinde elde edilemedi. Bu
stabil olmama durumunun ustesinden gelmek igin ileri ve geri agik
okuma ¢ercevelerinin her birinde gereginden fazla sonlandirma
kodonu ihtiva eden sentetik bir DNA linkeri (Sekil 8A), 1L

fragmaninim tam uzunluktaki cDNA yapisimi tamamlamak Uizere ilave
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edildigi anda Spel kisitlama sahas1 i¢ine sokuldu. Linker sekansimi
ihtiva eden, elde edilen p3 klonu, E. coli icinde stabildi, bu da linker
sekansinin, bu bolgede bulunan her turlii zararli elemam kesintiye
ugratmak i¢in yeterli oldugunu gosterir. cDNA klonu p3 sekansland:
ve virus genomunun, linker sekansi ve yukarida belirtilen translasyon
acisindan sessiz  modifikasyonlar haricinde DEN3  (Sleman/78)
konsensus sekans1 ile uyustugu kesfedildi (Ek 2 - linker sekansi
cikartilarak gosterilmistir). A30 mutasyonu, Fragman 4 i¢ine sokularak
Fragman 4A30 olusturuldu. p3A30°u yaratmak i¢in p3’iin Fragman 4
bolgesi, Fragman 4A30 ile degistirildi (Sekil 8A, B).

Enfeksiydoz virlisin transkripsiyonu ve olusturulmas: i¢cin ¢cDNA
plazmidleri p3 ve p3A30, Spel ile sindirildi ve linker sekansim
¢ikartmak amaciyla yeniden ligasyon yapildi, Acc651 (sadece tek bir
3° nikleotidini birakarak klivaj olan Kpln izosizomeri) ile lineerize
edildi ve daha onceden tarif edildigi gibi SP6 RNA polimerazimin
kullanmildig1 bir transkripsiyon reaksiyonunda sablon olarak kullanildi
(Blaney, J. E. ve arkadaglart 2002 Virology 300:125-139).
Transkriptler, Vero hiicreleri veya C6/36 sivrisinek hiuicreleri igine,
lipozom aracili transfeksiyon kullanilarak sokuldu ve hiicre kultir
stipernatanlari, 14. ginde toplandi.

rDEN3 viriisii, Vero ve €6/36 hiicrelerinin her ikisinde p3 ¢cDNA’dan
geri almirken rDEN3A30, sadece C6/36 hiicrelerinde p3A30 cDNA
klonundan gen alind1 (Tablo 28). C6/36 hucrelerinde geri kazanilan
enfeksiyoz virlls diizeyi, Vero veya C3/36 hiicrelerinde plak titrasyonu
ile deneye tabi tutuldugunda, p3 ve p3A30 ¢cDNA klonlari ile denkti.
Daha once gozlendigi gibi C6/36 hicreleri iginde transfeksiyon
verimliligi, Vero hiicrelerinden daha yiiksekti. Iki rDEN3A30 viriisi,
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bagimsiz cDNA klonlan, #22 ve #41°den ger kazanildi.

Tablo 28. rDEN3 virusli, Vero ve C3/36 hucrelerinde gerit kazanmlr,

ancak rDEN3A30 virtisii, sadece C6/36 hiicrelerinde geri kazanilir,

Transfeksiyon [cDNA |Klon |Virus Gosterilen hiicre tipinde belirlenen
hiicre tipi yapisi transfeksiyon hasadimin (14. giin)

viris titeri (logoPFU/ml)

Vero hiicreleri C6/36 hucreleri
p3 #50 [rDEN3 5.2 6.3
Vero hitcreleri  |[p3A30 |#22  [rDBN3A30 |<0.7 <0.7
p3a30 [#41  |:DEN3A30 |07 <07
p3 #50 [rDEN3 5.2 6.0
C6/36 hiicreleri [p3A30 |#22  |rDEN3A30 |5.9 6.9
p3A30 |#41  |!DEN3A30 |31 7.2

Virtislerin ¢alisma stoklarini {iretmek amaciyla transfeksiyon hasatlari
gegirilecek ve son olarak Vero hiicreleri iginde seyreltilecek ve
virislerin genomik sekanslar1 saptanacaktir. Vero hucrelerinde viriis
verimini arttirmak 1i¢in daha once rDEN4’te 7162. nikleotitte
tanimlanan Vero hiicresi adaptasyon mutasyonu, p3 ve p3A307un
homolog NS4B bolgesine sokularak p3-7164 ve p3A30-7164 yaratild,
Bu mutasyon, 2357. amino asit pozisyonunda Val’dan Ala’ya bir
ikame yaratir. rDEN2A30 i¢cin gosterildigi gibi bu mutasyon, viriisiin
Vero hucrelerinde direkt olarak geri kazanilmasma izin verdi (Tablo
27) ve rDEN3A30 1¢in ayni etkiye sahip olmasi beklenir.

A30 mutasyonunun, bir hayvan modelinde rDEN3 virisiinit hafifletme
yeterliligini baslangigta degerlendirmek amaciyla DEN3 (Sleman/78),
rDEN3 ve rDEN3A30 viriislerin replikasyonu, SCID-HuH-7 fareleri
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ve rhesus maymunlarmda degerlendirilecektir. Daha onceden asi
adaylarmmin ~ SCID-HuH-7  farelerinde hafifletilmesinin, rhesus
maymunu enfeksiyon modelinde hafiflemenin kestirimi  olacag:
gosterilmistir (Ornekler 1 ve 2). A30 delesyon mutasyonlarinin DEN3
virisil serotipi i¢ine tasmabileceginin ve DEN1, DEN2 ve DEN4 i¢in
gosterildigi gibi benzer bir faydali fenotip verebileceginin saptanmasi
gibi bu mutant rDEN3 viriislerinin degerlendirilmesi ongoriilir.

Ozet olarak A30 mutasyonunun her serotipte vahsi tip DEN virtisleri
igine sokularak uygun seckilde hafifletilmis bir tetravalent asi
formillasyonunun iiretilmesi stratejisi, birgok nedenden benzersiz ve
gekici bir yaklasimdir. {1k olarak hafifletmeden sorumlu mutasyon, 3'
UTR’deki 30 nukleotitlik bir delesyondur, boylelikle tetravalent agimin
dort bileseninden her biri tarafindan eksprese edilen, yapisal ve
yapisal olmayan proteinlerin, hakiki vahsi tip proteinler olmasi
saglanir. Bu tir vahsi tip proteinler, kimerik dang virlisii asi
adaylarinda bulunan sadece M ve E proteinlerine dayali olmak yerine
genis dayanakh bir antikor tepkisi uyandirmalidir (Guirakhoo, F. ve
arkadaslar1, 2001 J Virol 75: 7290-304; Huang, C.Y. ve arkadaslari,
2000 J Virol 74:3020-8). Bu yaklagimin benzersizligi, diger canh,
hafifletilmis dang virisii asilariin, yapisal veya yapisal olmayan
proteinleri iginde mutasyonlara sahip olmalar1 gergeginden
kaynaklanir (Butrapet, S. ve arkadaslari, 2000 J Vitro/74:3011-9; Puri,
B. ve arkadaslari, 1997 J Gen Virol 78:2287-91), bu nedenle bu
virusler tarafindan induklenen immin tepkisi, bir vahsi tip proteinden
¢ok bir mutant proteine yonelik olacaktir. Ikinci olarak delesyon
mutasyonlari, nokta mutasyonlarindan genetik olarak daha stabildir ve
hafifletme fenotipinin tersine donmesi olasi degildir. Insanlarda

asilananlarin serumunda bulunan DEN4A30, kendi A30 mutasyonunu
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muhafaza etti, bu da bunun m vivo genetik stabilitesin1 teyit etti
(Durbin, A.P. ve arkadaglar1, 2001 Am J Trop Med Hyg 65:405-13).
Diger var olan dang canli hafifletilmis as1 adaylarindaki hafifletici
mutasyonlar, daha az stabil nokta mutasyonlarma dayanir (Butrapet, S.
ve arkadaslari, 2000 J Virol 74:3011-9: Puri, B. ve arkadaglari, 1997 J
Gen Virol 78:2287-91). Uctincil olarak A30 mutasyonu, tetravalent
astmin  dort virisiniin her birt i¢in ortak oldugundan dort as:
serotipinin her biri arasindaki rekombinasyon, hafifletici mutasyonun
kaybolmasina veya bir vahsi tip fenotipe geri doniige vyol
agmayacaktir.  Trivalent polio asisinin  bilesenleri  arasinda
rekombinasyon gozlenmistir (Guillot, S. ve arkadaglan, 2000 I Virol
74: 8434-43) ve dogal yoldan meydana gelen rekombinant dang
virusleri tarif edilmistir (Worobey, M. ve arkadaslar, 1999 PNAS
USA 96:7352-7) bu da bu flavivirusun iki farkl viriis arasinda genetik
elemanlan degistirebilme yeterliligini gosterir. Net bir sekilde gen
degis-tokusu farkli DEN wvirlisit serotipleri arasinda rekombinant
cDNA teknikleri kullanilarak kolayca gerceklestirilir (Bray, M. ve Lai,
C.J. 1991 PNAS USA §8:10342-6). Dordunciti olarak vahsi tip yapisal
protemlere sahip viriisler, degistirilmis yapisal proteinlere sahip
viruslerden daha enfeksiyoz gorinir (Huang, C.Y. ve arkadaslar,
2000 J Virol 74:3020-80). BU, dort viriis bileseninden her birinin
nihai asi i¢inde dusitk miktarda kullamlmasina izin verir, bu da tiretim
maliyetinin ditsmesine katkida bulunur. Diisik maliyetli tiretim, bir
dang virlisit asisinm mihai faydasinin tamimlanmasinda elzem bir

ogedir,
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ORNEK 5

A30 Mutasyonunu [htiva Eden Intertipik Kimerik DEN2 Viriislerinin
Olusturulmasi ve Karakterizasyonu

Dang virusunun dort serotipi, virusun yapisal proteinleri tarafindan
indiklenen antikor tepkileri ile Oncelikle zarf (E) proteinine verilen
notralize edici bir antikor tepkisi ile tamimlanir. Bu yapisal proteinler
arasinda E glikoprotein, bir membran proteimi (M) ve bir kapsid (C)
proteini bulunur. Olgun virtis partikiili, bir lipit iki tabakali membram
¢evreleyen, 1yi organize olmus bir protein kabugundan ve daha az
tammlanmig bir i¢ nitkleokapsid gobekten olusur (Kuhn, R.J. ve
arkadaslar, 2002 Cell 108:717-25). E glikoproteini, baslica koruyucu
antijendir ve dang viriisit enfeksiyonuna kars1 koruma saglayan, viriisit
notralize edici antikorlan kolayca indukler. Etkili bir dang agisinin bu
nedenle en azindan dort serotipin tamaminin, yani DENI1, DEN2,
DEN3 ve DEN4’tin E proteinini ihtiva etmesi, bodylelikle bir
heterotipik vahsi tipte dang virtisii ile ikincil enfeksiyon sirasinda
insanlarda ortaya c¢ikan daha ciddi hastaliklar DHE/DSS’y1 gelistirme
thtimalini engellemesi ve genis bir immiumiteyr induklemes: gerekir,
Daha once bildirilen bir stratejive dayanarak (Bray, M. ve Lai, C.J.
1991 PNAS USA 88:10342-6) bir rekombinant cDNA teknolojisi su
anda her bir serotipte vapisal proteinler tagiyan bir dizi intertipik
kimerik dang viriisiinden olusan, canli, hafifletilmig, tetravalent bir
dang virisit asisimin gelistirilmesinde kullanilmaktadir.

Uygun sekilde hafifletilmis ve immumojenik bir DEN4 rekombinant
virisiniin, yani DEN4A30’un tanimlanmasmdan sonda (Durbin, A.P
ve arkadaslari, 2001 Am J Trop Med Hyg 65:405-13) DEN4 cDNA’ya
dayali kimerik virlisler gelistirilmistir, burada C-M-E (CME) veya M-
E (ME) genleri, prototipik DEN2 Yeni Gine C (NGC) susundan
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tiuretilmis uygun genler ile degistirilmistir (Sekil 9A). CME kimerik
virusleri yaratmak i¢cin rDEN4 veya rDEN4A30 icin cDNA’min Bglll/
Xhol bolgesi, DEN2’den turetilmis benzer bir bdlge ile degistirildi.
Benzer sekilde ME kimerik virtsleri yaratmak i¢cin tDEN4 veya
rDEN4A30 i¢cin cDNAnin Pstl / Xhol bolgesi, DEN2’den turetilmis
homolog bir bolge ile degistirildi. Elde edilen baglantilarin niikleotit
ve amino asit sekanslar, Sekil 9B’de gosterilmistir, TDEN4A30’un
niikleotit sekansinin GenBank erisim numarasi, AF326837°dir. DEN2
NGC i¢in GenBank erigim numarasi, M29095 olup bu, DEN2
NGC’nin fare norovirillan susunu temsil eder ve daha ©once
belgelendigl gibi burada kullamilan protipik sustan farkhihk gosterir
(Bray, M. ve arkadaglar, 1998 J Virol 72:1647-51).

Viriistin transkripsiyonu ve olusturulmas: i¢cin kimerik ¢cDNA klonlar
lineerize edildi ve tarif edildigi gibi SP6 RNA polimerazi kullanilarak
bir transkripsiyon reaksiyonunda sablon olarak kullanildi (Durbin, A.P
ve arkadaslari, 2001 Am J Trop Med Hyg 65:405-13). Transkriptler,
Vero hiicreleri i¢ine, lipozom aracih transfeksiyon kullanilarak
sokuldu ve rekombinant dang viriisii 7. ginde toplandi. Elde edilen
viriislerin genomlar1, daha once tarif edildigi gibi gert kazamlmig
viristen izole edilmis viral RNAnin sekans analizi ile teyit edildi
(Durbin, A.P ve arkadaslari, 2001 Am J Trop Med Hyg 65:30405-13).
Doku kiltarimde wviris  gegisinden kaynaklanan istem  disi
mutasyonlar, tim viriislerde tammmland: ve Tablo 29°da siraland:.
Carpici sekilde her virils, NS4B’de bir yanlis sens mutasyonu ihtiva
ediyordu, bu da rDEN4’ten daha once tanimlanmis bir mutasyona
karsihik gelir ve Vero hiucrelerinde replikasyona adaptasyon ile
baglantilandirildi (rDEN4 ve kimerik virtisler arasindaki niikleotit

pozisyonlarinin korelasyonu igin bakimiz Tablo 30). Tum viriisler,
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Vero hilcreleri i¢cinde 6.0 log;, PFU/ml’nin Uzerinde titerlere kadar
replike oldu, bu da kimerik viriislerin ve hatta A30 mutasyonunu ihtiva
edenlerin, hucre kultir i¢inde verimli sekilde replike olduklarini
gosterir; bu ozellik, as1 tiretimi i¢in ¢lzemdir.

Tablo 29. Veru hiicresinde buyitillen kimerik DEN2/4  virtisleri

arasinda gozlemlenen yanlis sens mutasyonlari

Virils Gen Nitkleotit  |Nitkleotid [Amino asit [Amino asit
pozisyonu |degisimi  |pozisyonu |degisimi
rDEN2/4(CME) |[NS4B |7161° A>U 2355 Leu > Phe
rDEN2/4A30 M 743 G>A 216 Gly > Glu
(CME) E 1493 C>U 466 Ser>> Phe
NS4B  [7544° C>T 2483 Ala > Val
rDEN2/4(ME) E 1065 U=C 322 Phe > Leu
NS4B |7163¢ A>U 2354 Leu > Phe
rDEN2/4A30(ME) [NS4B [7163" A>C 2354 Leu > Phe

“rDEN4’te 7163 ile ayni niikleotit pozisyonu.
® 'DEN4’te 7546 ile ayn nikleotit pozisyonu.

Tablo 30. rDEN4 ile karsilastirildiginda DEN kimerik virtisleri igin

nikleotit (nt) uzunlugu farkliliklarn

rDEN rDEN4’ten nt fark: ORF baslangic1 [Amino asit uzunlugu
kimerik (CME bdlgesini (nt pozisyonu) [C M E
virisa takiben)

1/4 ME 0 102 113 166 495
1/4 CME |3 102 114 166 495
2/4 ME 0 102 113 166 495
24CME |2 97 114 166 495
3/4 ME -6 102 113 166 493
3JJ4ACME |3 102 114 166 493
rDEN4 - 102 113 166 495
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Maymunlarda bir givenlik, immiinojeniklik ve verimlilik ¢alismasimin
sonuclari, Tablo 31°de sunulmustur. Vahsi tip DEN2 ile inokille edilen
maymunlar, yaklasik 5 giin siireyle 2.1 log,, PFU/ml’lik bir ortalama
pik titeri ile viremikti, buna karsilik kimerik DEN2 viruslerinden biri
ile inokille edilen maymunlar, 1.2 gin veya daha kisa siireyle
viremikti ve ortalama pik titerleri, 1.0 log,y PFU/ml’nin altindayd:.
Viremi buyitkluginde ve suresinde gorilen bu azalma acgikea
DEN2’nin CME veya ME proteinlerini ihtiva eden kimerik viriislerin,
parental DEN2 NGC virlisiinden daha fazla hafifletildigini gosterir.
Vahsi tip DEN2’yi veya DEN2/4 kimerik virlislerini alan hayvanlarin
higbirt hasta olmadi. Maymunlarda hafifletilmis viriislerin azalan
replikasyonu, inokille edilen maymunlarin immiun tepkilerinde bir
azalma ile birlikte meydana gelir. Bu, Tablo 31°de vahsi tip viriis ile
inokille edilmis hayvanlarda saglanan titerler ile karsilastinldiginda
kimerik viriisler ile inokillasyonun ardindan notralize edici antikor
dizeyinde vaklasik 5 kathk bir azalma ile gosterilic. A30
mutasyonunun CME  kimerik virlisime 1lavesi  virisit  tekrar
hafifletmistir,  boylelikle  rDEN2/4A30(CME),  maymunlarda
saptanabilir bir dilzeye kadar replike olmamig ve saptanabilir bir
immin tepkisi induklememistir. Bu virlis, asirn hafifletilmis
goriinmektedir ve isanlarda benzer sonuglar gdoriiniirse bu viriis, bir
as1 olarak kullanilmaya uygun olmayacaktir. Bununla birlikte A30
mutasyonunun ME kimerik viriisiine ilavesi, bu kimerik virlisit daha
da hafifletmemistir ve ortaya ¢ikan rDEN2/4A30(ME) viriisii, tatmin
edici miktarda hafifletilmis ve bir as1 olarak kullamilmak uzere

immunojenik gorunmustir.
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Tablo 31. Dang viriisi tipler1 2 1le 4 arasinda kimerizasyon, rhesus

maymunlar icin hafifletilmis rekombinant viriisler ile sonuglanir.

Grup* |Virls n Viremili ortalama pik Notralize edici
ortalama gim  |virlls titeri antikor titeri
sayist (logippfu/ml)  |geometrik

ortalamasi
(karsilikl)
| rDEN2/4 6 1.2 0.9 50
(CME)
2 rDEN2/4A30 (8 0 <0.7 <5
(CME)
3 rDEN2/4 (ME) |4 1.0 0.8 76
4 rDEN2/4A30 |4 0.3 0.7 62
(ME)
5 DEN2 NGC |6 5.5 2.1 312

* Rhesus maymunlari, 5.0 log;y PFU viris ile subkiitan yoldan inokile edildi.
Serum odrnekleri, 10 glin siireyle giinltk bazda toplandi. Notralizasyon deneyi igin
serum, 28. ginde toplandi. Virils inokillasyonundan once elde edilen serum

orneklerinin notralize edici antikor titeri, <5 idi.

Onceki drneklerde tarif edildigi gibi HuH-7 hiicrelerinin transplante
edildigi SCID fareleri, dang virusti hafiflemesinin degerlendirilmesi
igin hassas bir modeldir. Her kimerik DEN2/4 virusii, SCID-HuH-7
farelerinden olusan gruplara inokiile edildi ve serum igindeki viriis
diizeyleri belirlend: (Tablo 32). Kimerik virlisler, parental viriislerden
(rDEN4 ve DEN2-NGC) 20 ile 15 kat arasinda daha dusuk duzeylerde
replike oldu. CME kimerik viruisleri, A30 mutasyonuna sahip denk
ME kimerik virtslerinden bir miktar daha fazla hafifletilirken
replikasyonda 0.5 log;y’luk bir azalma sagladi. A30 mutasyonu ile
verilen bu hafifletme diizeyi, daha dnce rDEN4A30 i¢in gozlemlenene

benzerdi.
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Tablo 32. Dang viriisii tipler1 2 1le 4 arasinda kimerizasyon, HuH-7-

SCID fareleri i¢in hafifletilmis rekombinant viriisler ile sonuglanir.

Virts® Fare sayis1 (Ortalama pik viris Istatistik grubu®
titeri (log,opfu/ml+SE)
rDEN4 32 6302 A
DEN2-NGC 9 6.1=0.2 A
rDEN2/4 (CME) 7 44+03 B
rDEN2/4A30 (CME) |7 39+03 B
rDEN2/4 (ME) 6 48+05 B
rDEN2/4A30(ME) 9 43+02 B

* HuH-7-SCID farelerinden olusan gruplar, 4.0 logio PFU gosterilen viris ile
timor i¢ine inokile edildi. Serum, 7. ginde toplandi ve virlis titeri, Vero
hizcrelerinde belirlendi.

> Ortalama pik titerler, Tukey post-hoc testi (P < 0.05) kullamilarak istatistik
gruplarina atandi. Ayn1 harfli tanimlamaya sahip gruplar, anlamd: diizeyde farkh

degildir.

Her DEN2/4 kimenik wvirisuinin sivrisineklerde replikasyon
duzeylerini degerlendirmek i¢in sivrisineklerin iki farkl cinsi deneysel
olarak enfekte edildi. Aedes aegypti, virlls ihtiva eden bir kan
yemeginin sindirilmesi suretiyle enfekte edildi. Viriis antijeninin hem
midgut hem de kafa dokusu i¢cinde varligmin degerlendirilmesi
suretiyle enfektivite, lokal dokular (midgut) i¢cin belirlenebildi ve
virlstin, midgut bariyerinin oOtesindeki dokulara (kafa) yayilma ve
burada replike olma yeterliligi de Oolgulebildi. Virusiin kafada
bulunmasi, sindirilen viristin midgut iginde replike olma ve sonra
kafadaki tukiutk bezlerine vayilma yeterliligi ve ayrica virlisiin
tukurik bezleri iginde replike olmasina yonelik igsel yeterliligi ile

siirhdir.  Viriisun  Toxorhynchites splendens i¢ine intratorasik
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inokuilasyonu, sivrismegin midgut bariyerini baypas eder. Parental
virusler rDEN4 ve DEN2-NGC, Ae. aegypti ve T. splendens’i kolayca
enfekte ederken (Tablo 33) DEN2-NGC, T. splendens’te ¢ok daha
enfeksiyoz gorundu. rDEN2/4 kimerik virtslerinin her biri de
sivrisinek tiplerinin her ikisinde test edildi. Birgok durumda viruslerin
birkacinin ¢ok dusiik enfektivitesine bagl olarak saptanabilir bir
enfeksiyon elde etmek i¢cin Ae. aegypti’yi yeterli titerde
seyreltilmemis bir virlis stoku ile inokile etmek mimkiin olmadi.
Yine de rDEN2/4 kimerik virtislerinin, midgut ve kafa i¢in daha az
enfeksiydz olduklari agikti. Parental viriisler rDEN4 ve DEN2-NGC,
yaklasik 4.0 log,oPFU’luk maksimum dozda uygulandiklarinda,
midgut preparasyonlarmda sirasiyla %74 ve %94 ve kafa
preparasyonlarmda %32 ve %71 oranlarinda saptandi. Kimerik
virisler arasinda rDBM2/4A30(CME) i¢cin gozlenen en yuksek
enfektivite diizeyi, sadece %26 enfekte olmus midgut érnegi ve %6
kafa ornegi ile sonuglandi. Daha fazla izin verici olan T. splendens’te
rDEN2/4 kimerik virusler1 genel olarak parental viriisten daha az
enfeksiyozdit ve CME kimerik viriisleri, ME virtislerinden daha az
enfeksiyozdu. Daha once DEN4 i¢in A30 mutasyonunun, T.
splendens’teki viris enfektivitesi Uizerinde, burada rDEN2/4 kimerik
viriisler i¢in gdzlemlenene benzeyen, ayirt edict bir etkiye sahip
olmadig: bildirilmisti (Troyer, J.M. ve arkadaslari, 2001 Am J Trop
Med Hyg 65:414-419).
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Tablo 33. Dang 2/4 kimerik virusleri, sivrisineklerde herhangi bir

parental virus susu ile kargilastinlldiginda daha az enfeksiyozdir

Viriis Toxorhynchites splendens|Aedes aegypti (oral enfeksiyon)
(intratorasik inokulasyon)
Doz" Test |Enfekte  |Doz" Test Enfekte olma %’si’
logioptu |edilen |olma %’si” |logiopfu  |edilen Midgut Kafa
rDEN4 33 6 83 3.8 38 74 32
23 7 57 2.8 15 26 6
1.3 6 0 1.8 20 10 5 MIDsp>4.1
MIDsp=2.2 MIDsg=3.4
DEN2-NGC |25 5 100 4.0 17 94 71
1.2 15 93 3.0 25 36 16
0.2 4 75 2.0 30 0 0
0.02 8 38 MIDsy= 3.2|MIDs¢y=3.6
MIDs=0.5
rDEN2/4 39 9 11 4.4 11 9 0
(CME) 29 5 0 34 10 0 0
M]D50243 M1D5024.9 NCe
rDEN2/4A30 (3.5 6 17 4.0 15 26 6
(CME) 2.5 6 17 3.0 10 0 0
MIDs¢=>3.9 MIDsp>4.3 [MIDs¢>4.5
rDEN2/4 34 6 100 39 23 4 0
(ME) 24 5 20 MIDso>4.4 (Nc
14 5 0
MID50:2‘8
rDEN2/4A30 |2.6 11 9 3.1 30 0 0
(ME) MIDsp>3.0 nc Nc

40.22 pl inokuliim iginde bulunan viriis miktari.

* Inokiilasyondan 14 gim sonra hazirlanan kafa dokusu i¢inde IFA saptanabilir antijene sahip
sivrisineklerin yuizdesi.

2 ul kan yemegi varsayilarak sindirilen viris titeri.

9 Oral enfeksiyondan 21 giin sonra hazirlanan midgut veya kafa dokusu iginde IFA
saptanabilir antijene sahip sivrisineklerin yizdesi. Viriis enfeksiyonu saptandifinda ancak
sindirilen en yuksek viriis dozunda %350 frekansi asmadiginda 10 kat fazla konsantre viriis
dozunun, sivrisineklerin %100’ ni enfekte edecegi varsayilarak MIDsg tahmin edildi.

*nc = virlis antijeni saptanmadigmdan hesaplanmadi.




10

15

20

25

91

DEN2 yapisal genlerinin rDEN4A30 wvirisii ile kimerizasyonu,
herhangi bir parental viriis ile karsilastinldiginda Vero hiicrelerinde
daha dusik replikasyona sahip bir viriis olan rDEN2/4A30(CME) ile
sonuglandi. Vero hiicresi adaptasyon mutasyonlarini degerlendirmek
igin (Blaney, J. E. ve arkadaslari, 2002 Virology 300:125-139) bir
DEN as1 adaymin Vero hilcrelerindeki virils verimini arttirma vasitasi
olarak secilen mutasyonlar, bu kimerik viriis i¢ine sokuldu. Buna gore
adaptasyon mutasyonlarini tagiyan rDEN2/4A30(CME) virtsleri geri
kazanildi, terminal sekilde seyreltildi ve C6/36 hiicreleri iginde
¢ogaltilarak Vero hiicreleri igindeki virlls  veriminin  arttirilip
arttirllamadigi belirlendi.

Vero hiicresi adaptasyon mutasyonlarm tasiyan rDBN2/4A30(CME)
virusleri, su sekilde uiretildi. DNA fragmanlari, tekli veya ikili DEN4
Vero hilcresi adaptasyon mutasyonlarim kapsayan rDEN4 cDNA
yapilarindan kesildi ve rDEN2/4A30(CME)’nin ¢cDNA klonu igine
sokuldu. Vero hiicresi adaptasyon mutasyonunun varligi, sekans
analizi ile teyit edildi ve mutant cDNA klonlarindan turetilen RNA
transkriptleri transfekte edildi, terminal sekilde seyreltildi ve C6/36
hiicreleri iginde ¢ogaltilda.

Buiyime kinetiklerinin degerlendirilmesi i¢in Vero hiuicreleri, 0.01°lik
bir enfeksiyon katinda (MOI) belirtilen viriisler ile enfekte edildi. ikili
25cm™lik doku kilttrt siseleri i¢inde ortak akishi hiicre mono-
tabakalan yikandi ve Gizerlerine belirtilen virtisii ihtiva eden 1 ml’lik
inokuliim kaplandi. 37°C’de iki saat siireyle inkilbe edildikten sonra
hiicreler Ui¢ kez MEM i¢inde yikandr ve %2 FBS ile desteklenmig 5 ml
MEM ilave edildi. 1 ml’lik bir doku kuilturh ortamu pargasi ¢ikarilds,
taze ortam ile degistirildi ve 0. giin zaman noktasi olarak tanumland:.

Enfeksiyon sonrast belirtilen zaman noktalarinda doku kiltir
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ortaminin 1 ml’lik drmekler ¢ikarildi, santrifiyjleme yoluyla antildr ve
-80°C’de donduruldu. Virils replikasyonunun seviyesi, (C6/36
hiicrelerinde plak titrasyonu yoluyla deneye tabi tutuldu ve immiino-
peroksidazli boyama ile gorsellestirildi. Saptama limiti, < 0,7
log,PFU/ml 1d1.

NS4B -7153, -7162, -7163, -7182, NS5 -7630°da tekli Vero hiicresi
adaptasyon mutasyonlar1 veya mutasyonlarin ¢ kombinasyonunu
tasiyan rDEN2/4A30(CME) virGslerinin buyime ozellikleri, Vero
hiicrelerinde rDEN2/4A30 (CME) viriisui 1le karsilastirild: (Sekil 10).
Sokulmus bir Vero hilcresi adaptasyon mutasyonu olmadan
rDEN2/4A30(CME) virust verimi, 4.4 log,(PFU/ml’de pik verdi. Her
tekli adaptasyon mutasyonu ve kombine mutasyonlar, replikasyonda
onemli bir artis verdi. Spesifik olarak rDEN2/4A30(CME)-7182, 7.1
logoPFU/ml’lik en yuksek titere kadar buyiidii, bu da verimde 500
kathik bir artisti. rDEN2/4A30(CME)-7162, en dusuk verime sahipti,
ancak yine rDEN2/4A30(CME) virlisiiniin replikasyon diizeyine gore
125 kat artti. iki adaptasyon mutasyonunun rDEN2/4A30(CME)
virusit i¢ine sokulmasi, tekli Vero hiicresi adaptasyon mutasyonlan
tastyan viruslere gore virils verimini anlamh diizeyde arttirmadi. Bir
Vero hucresi adaptasyon mutasyonunun bu kimerik asi adayi igine
sokulmasi yoluyla virlis veriminde 500 kata kadar gozlemlenen artis,
DEN virtslerinde spesifik replikasyonu tesvik eden sekanslarin
tamimlanmasinin ve karakterize edilmesinin degerini ortaya koyar.

Bu sonuglar, canli, hafifletilmis bir dang viriisit asisimin gelistirilmesi
icin belirli bir anlama sahiptir. Ik olarak kimerizasyonun, rhesus
maymunlari, HuH7-SCID fareleri ve sivrisineklerde yapilan
calismalar ile gosterildigi gibi ortaya ¢ikan virlisiin hafifletilmesine

vol agtign agiktir. Bu sonug, daha once DEN2/DEN4 veya
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DENI/DEN4 kimerik viriislert ile yapilan ¢alismada (Bray, M. ve
arkadaslar, 1996 J Virol 70:4162-6) yapimamis olmakla birlikte
verilerin dikkatli incelenmesi, kimerik virtislerin, vahsi tip ana virusler
ile karsilastirildiginda maymunlarda daha hafifletilmis olduklarini ileri
sirecektir. Ikinci olarak A30 mutasyonu, bu hafifletmeyi kimerik-
bagimh bir tarzda daha da buyltebilir. Spesifik olarak bu ornekte
DEN2’nin CME bolgesini tasiyan kimerik virtsler, A30 ilave edilerek
asir1 hafifletilmisken DEN2’nin sadece ME bolgesini tasiyan kimerik
virislerin hafifletme fenotipi, A30 mutasyonunun ilavesi ile
degistirilmedi. Bu beklenmedik bulgu, A30 mutasyonu gibi paylagimh
bir hafifletici mutasyon tasiyan, tekli bilesenli viriislerden olusan bir
tetravalent asida sadece ME kimerik viriislerin kullanilabilecegim
cunkit A30 mutasyonunu tasiyan CME kimerik viriislerin, rhesus
maymunlarinda asir1 hafifletilmis olabilecegini ve insanlarda ancak

sinirli immiino jeniklik saglayabilecegini gosterir.

ORNEK 6

A30 Mutasyonunu Thtiva Eden Intertipik Kimerik DEN3 Viriislerinin
Olusturulmasi ve Karakterizasyonu

DEN4 ¢cDNA’sina dayali kimerik virusler uretildi, burada CME veya
ME genleri, Endonezya’nin Sleman bolgesinde yasanan 1978 dang
salginmdan alinan bir virls izolati olan DEN3’ten (Sleman/78)
tiretilmis 1lgih genler ile degistirildi (Gubler, D.J. ve arkadaslan, 1981
Am J Trop Med Hyg 30:1094-1099) (Ek 2). DEN2 kimerik virisleri
icin Omek 5’te tarif edildigi gibi DEN3’e ait CME kimerik virusleri,
rDEN4 veya rDEN4A30’a ait cDNA’nin Bglll / Xhol bolgesinin,
DEN3’ten (Sleman/78) turetilen benzer bir bolge ile degistirilmesi
surctiyle iretildi (Sekil 11A). Benzer sekilde ME kimerik virlisleri
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yaratmak i¢cin TDEN4 veya rDEN4A30 i¢cin ¢cDNA’min Pstl / Xhol
bolgesi, DEN3’ten (Sleman/78) turetilmis benzer bir bolge ile
degistirildi. Elde edilen baglantilarin niikleotit ve amino asit
sekanslari, Sekil 11B’de gosterilmistir. Elde edilen viruslerin
genomlari, daha once tarif edildigi gibi geri kazamilmig virtisten 1zole
edilmis viral RNAmin sekans analizi ile teyit edildi (Durbin, A.P ve
arkadaslar, 2001 Am J Trop Med Hyg 65:405-13). Doku kulturinde
viris gegisinden kaynaklanan istem disi mutasyonlar, tim viruislerde
tanimlandi ve Tablo 34°te swalandi. Carpici sekilde her viriis,
NS4B’de bir yanlis sens mutasyonu ihtiva ediyordu, bu da rDEN4’ten
daha Once tanmimlanmus bir mutasyona karsihk gelir ve Vero
hiicrelerinde buyumeye adaptasyon ile baglantilandirild (rDEN4 ve
kimerik viruisler arasindaki nitkleotit pozisyonlarmin korelasyonu i¢in
bakimiz Tablo 30). Tum virlisler, Vero hiicreleri iginde 5.7 log)g
PFU/ml’'nin Uzerinde titerlere kadar replike oldu, bu da kimerik
virlislerin ve hatta A30 mutasyonunu ihtiva edenlerin, hitcre kinltiria
icinde verimhi sekilde replike olduklarmi gosterir; bu ozellik, as

Uretimi 1¢in ¢lzemdir.,

Tablo 34. Vero hiicresinde buyutilen kimerik DEN3/4 virtsleri

arasimda gozlenen yanlis sens mutasyonlari

pozisyonu  [degisimi |pozisyonu degisimi

Viriis Gen Nikleotit Niukleotid |[Amino  asit|Amino asit

M 825 T=C 242 Phe > Leu
rDEN3/4A30 |E 1641 C>T 514 Leu > Phe
(CME) E 2113 A>G 671 Lys > Arg

NS4B |7159* T>C 2353 Leu > Ser
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rDEN3/4(ME) |M 460 A>(G 120 Asp > Gly
NS4B |7177° G>U 2359 Gly > Val
NS5 7702 c>U 2534 Ser> Phe

rDEN3/4A30 |E 1432 A>U 444 Gln > Leu

(ME) NS4B  |7156* U=C 2352 Leu > Ser
NSS 8692 A>C 2864 Asn > His

* rDEN4’te 7162 ile ayn nitkleotit pozisyonu.

® 'DEN4’te 7183 ile ayni nitkleotit pozisyonu.

Onceki orneklerde tarif edildigi gibi HuH-7 hiicrelerinin transplante
edildigi SCID fareleri, dang viriisii hafiflemesinin degerlendirilmesi
icin hassas bir modeldir. Her kimerik DEN3/4 virusii, SCID-HuH-7
farelerinden olusan gruplara mokule edildi ve serum icindeki viris
diuzeyleri belirlendi (Tablo 335). Kimerik viris rDEN3/4 (CME)
hafifletilmediginden geri kalan viriisler, parental viriislerden (rDEN4
ve DEN3-Sleman/78) 40 ile 400 kat arasinda daha diisik diizeylerde
replike oldu. CME kimerik virlisiinde A30 mutasyonu, replikasyonda
carpict 2.7 logjo’luk bir azalma saglar. CME kimerik viriiste A30
mutasyonu ile verilen bu hafifletme duzeyi, daha donce rDEN4A30 i¢in
gozlemlenenden ¢ok daha yuiksekti. iDEN3/4 (ME) virust, herhangi
bir ana viris ile karsilastirildiginda 100 kat azalmis replikasyona
sahipti, bu da ME kimerizasyonunun kendi basina hafifletici oldugunu
gosterir.  A30 mutasyonunun rDEN3/4 (ME)’ye 1ilavesi, ilave

hafifletme ile sonuclanmadi.

Tablo 35. Dang virusii tipleri 3 ve 4 arasinda kimerizasyon, HuH-7-

SCID fareleri igin hafifletilmis rekombinant virisler ile sonuglanir
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Viris® Fare sayis1 |Ortalama pik viriis Istatistik grubub
titeri (log ppfu/ml+SE)

rDEN4 32 6.30.2 A
DEN3-Sleman/78 23 64x02 A

rDEN3/4 (CME) 7 64x0.6 A

rDEN3/4A30 (CME) |5 37+£04 B

rDEN3/4 (ME) 6 4207 B

rDEN3/4A30 (ME) 7 4.7+£04 A,B

* HuH-7-SCID farelerinden olusan gruplar, 4.0 log;o PFU gosterilen virlis ile
timor igine inokille edildi. Serum, 7. ginde toplandi ve virils titeri, Vero
hiicrelerinde belirlendi.

® Ortalama pik titerler, Tukey post-hoc testi (P < 0.05) kullamlarak istatistik
gruplarina atandi. Aymi harfli tanimlamaya sahip gruplar, anlamd: duzeyde

tarkl degildir.

DEN3 kimerik rekombinant virlislerin ve vahsi tip DEN3 virlisiiniin
maymunlarda replikasyonunun \(5 immiinojenikliginin
degerlendirilmesi, Orek 5’te tarif edildigi gib1 yapildi. Maymunlarda
bu givenlik ve immimojeniklik ¢alismasinin sonuglari, Tablo 36°da
sunulmustur. rDEN3/4(CME) ve vahsi tip DEN (Sleman/78) ile
inokiile edilen maymunlar, yaklasik 2 gun siireyle 1.6 ile 1.8 logg
PFU/ml arasinda ortalama pik titer1 ile viremikti, bu da DEN3 un
CME yapisal genlerinin kimerizasyonunun, DEN2 kimerizasyonu i¢in
gozlemlenenden farkli bir sablon olarak viris replikasyonunun
hafifletilmesine yol agmadigim gosterir (Tablo 31). Bununla birlikte
ME yapisal genlerinin kimerizasyonu maymunlarda saptanamayan
viremi ile hafifletilmis viriislere yol agmasina ragmen tim maymunlar,
serum antikor duzeylerinde 10 katin Uzerinde bir artis ile sero-

donusturuldu. Hafifletilmis bir viris i¢in beklendigir gibi, immin
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tepkisi, notralize edici antikor titeriyle olcilen sekilde, wt rDEN3
(Sleman/78) ile inokillasyona kiyasla kimerik virtslerin herhangi biri
ile inokullasyondan sonra daha dusuktu, bununla birlikte hayvanlar,
wt DEN3 viruistt tehdidine karsi korumak icin hala yeterince yuksekti
(Tablo 37). A30 mutasyonunun rDEN3/435(CME)’ye ilavesinin, elde
edilen viriis rDEN3/4A30 (CME)’y1 daha da hafifletebildigi aciktir.

Tablo 36. A30 mutasyonu, rhesus maymunlari i¢in tDEN3/4(CME)’y1
daha da hafifletir

Viriis® Maymun |[Maymun Ortalama pik [Serum notralize edici
sayisi basina virlis titeri  |antikor titeri

ortalama (logjopfu/ml |geometrik ortalamasi
viremik giin +=SE) (karsilikl seyrelti)
saylslb 0. Gin [28. Gin

DEN3 4 23 1.8 <5 707

(Sleman/ 78)

rDEN3/4 4 2.0 1.6 <5 211

(CME)

rDEN3/4A30 |4 0 <1.0 <5 53

(CME)

rDEN3/4 4 0 <1.0 <5 70

(ME)

rDEN3/4A30 |4 0 <1.0 <5 58

(ME)

* Rhesus maymunlarindan olusan gruplar, 10° logjoPFU belirtilen viriis ile 1 ml
dozda subkiitan yoldan inokile edildi. Serum, 0 1la 6, 8, 10, 12 ve 28. ginlerde

toplandi. Virs titeri, Vero hiicrelerinde plak deneyi ile belirlendi.

® 4. ginden sonra higbir maymunda viremi saptanmada.
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Tablo 37. rDEN3/4 kimerik virusler, rhesus maymunlarint wt DEN3

viris tehdidine karsi korur

Virts® Maymun |[rDEN3 Ortalama pik  |Serum notralize edici
Say1si tehdidinden  |virils titeri antikor titeri
sonra maymun |(logjopfu/ml+S |geometrik ortalamasi
basina E) {(karsilikl1 seyrelti)
ortalama 28.Gun |56, Gun
viremik giin
Say1sl
Yapay 2 5.0 2504 <5 372
DEN3 4 0 <1.0 707 779
(Sleman/ 78)
rDEN3/4 4 0 <1.0 211 695
(CME)
rDEN3/4A30 (4 0.8 1.1+£02 53 364
(CME)
rDEN3/4 4 0 <1.0 70 678
(ME)
rDEN3/4A30 (4 0 <1.0 58 694
(ME)

* Gosterilen virbsler ile birincil inokiilasyondan 28 giin sonra rhesus maymunlari,
10° log ,PFU DEN3 (Sleman/78) viriisii ile 1 ml dozda subkitan yoldan tehdit
edildi. Serum, 28 ila 34, 36, 38 ve 56. gunlerde toplandi. Viris titeri, Vero

hiicrelerinde plak deneyi ile belirlendi.

Her DEN3/4 kimerik virlisinin  sivrisineklerde replikasyon
diuzeylerini degerlendirmek i¢in Aedes aegypti, virils ihtiva eden bir
kan yemeginin sindirilmesi suretiyle enfekte edildi (Tablo 38). Ana
virisler rDEN4 ve DEN3 (Sleman/78), Ae. aegypti’yi kolayca enfekte
eder. rDEN3/4 kimerik virtslerinin her bir1 de test edildi. Birgok
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durumda virslerin birkaginin ¢ok dilsiik enfektivitesine bagh olarak
saptanabilir bir enfeksiyon elde etmek icin Ae. aegypti’yi yeterli
titerde seyreltilmemis bir virlis stoku ile enfekte etmek miimkiin
olmadi. Yaklasik 2.8 - 2.9 log,,PFU dozunda rDEN4, DEN3
(Sleman/78) ve rDEN3/4(CME), yeterince enfeksiyozdin ve esit
verimlilikle kafaya vyayildi. Ger1 kalan kimerik virisler i¢in
enfeksiyon, 3.4 log,,PFU dozunda bile saptanabilir degildi, bu da
rDEN3/4(ME) ve rDEN3/4A30(CME)’nin replikasyonunun Ae.
acgypti’de  kisith  oldugunu  gosterir. tDEN3/4(CME) ve
rDEN3/4A30(CME)'nin  enfektivitesi  Kkarsilastirildiginda ~ A30
mutasyonunun  sivrisinekler i¢gin  kimerik  viriisit  daha da

hafifletebildigi aciktir.

Tablo 38. DEN3/4 kimerik virislerinin, enfeksiyoz bir kan yemegi ile

beslenmis Aedes aegypti’yi enfekte etme yeterliligi

Test edilen virils Sindirilen  |Test edilen Midgut Yayilan
doz sivrisinek enfeksiyonu  |enfeksiyon sayisi
(logppfu)*  [sayisi sayist (%)™ <0 (%)
rDEN4 3.8 18 14 (%77) 2 (%l14)
28 20 7 (%34) 2 (%10)
1.8 18 0 0
MIDsp =34 |MIDs=4.4
DEN3 (Sleman) 2.9 16 3 (%18) 2 (%l12)
1.9 10 1 (%10) 0
MIDsg>3.5 MIDsg>3.5
rDEN3/4 (CME) 3.9 20 6 (%30) 2 (%10)
2.9 18 4 (%22) 0
1.9 13 1 (%7) 0
MIDso>4.2 MIDso>4.5
DEN3/4A30 (CME) |3.3 20 0 0
MIDso>4.3 MIDso>4.3
DEN3/4 (ME) 34 15 0 0
MIDso=4.4 MIDso=>4.4
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2 p kan yemegi varsayilarak sindirilen virils miktar:.

® Midgut dokusunda saptanabilir dang viriisine sahip sivrisinek sayis1 (viizdesi);
sivrisinekler, beslenmeden 21 gin sonra deneye tabi tutuldu ve dang virisii antijeni,
IFA ile tanimlanda.

° Virs enfeksiyvonu saptandiginda ancak sindirilen en yuksek viris dozunda %50
trekans1 asmadiginda 10 kat fazla konsantre virlls dozunun, sivrisineklerin %100’ ini1
enfekte edeced varsayilarak MIDs tahmin edildi.

¢ Enfeksiyon saptanmadiginda MIDsy’nin, kullanilandan 10 katn {izerinde daha
yuksek bir doz olacag: varsayild.

¢ Midgut ve kafa dokusunun her ikisinde saptanabilir dang virisii antijene sahip

sivrisineklerin sayis1 (ylizdesi).

ORNEK 7

A30 Mutasyonunu Thtiva Eden Intertipik Kimerik DEN1 Viriislerinin
Olusturulmasi ve Karakterizasyonu

DEN4 ¢DNA’sma dayali kimerik virusler uretildi, burada CME veya
ME genleri, Puerto Rico’da yasanan 1994 dang salgimindan alman bir
virlis izolat1 olan DEN1’den (Puerto Rico/94) turetilmis ilgili genler
ile degistirildi (Ek 3 ve 4). DEN2 kimerik virisleri icin  Ornek 4°te
tarif edildigi gibi DEN1’e ait CME kimerik viriisleri, rDEN4 veya
rDEK4A30’a ait ¢cDNA’nmmn Bglll / Xhol bodlgesinin, DENI’den
(Puerto Rico/94) turetilen benzer bir bolge ile degistirilmesi suretiyle
tiretildi (Sekil 12A). Benzer sekilde ME kimerik virlisleri yaratmak
icin TDEN4 veya rDEN4A30 i¢cin ¢cDNA’min Pstl / Xhol bolgesi,
DENI’den (Puerto Rico/94) turetilmis benzer bir bolge ile degistinldi.
Elde edilen baglantilarin nilkleotit ve amino asit sekanslar, Sekil
12B’de gosterilmistir.

Virlistin transkripsiyonu ve olusturulmasi i¢in kimerik ¢cDNA klonlari

lineerize edildi ve tarif edildigi gibi SP6 RNA polimeraz: kullanilarak
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bir transkripsiyon reaksiyonunda sablon olarak  kullamldi.
Transkriptler, C6/36 hicreleri icine, lipozom aracil transfeksiyon
kullanilarak sokuldu ve rekombinant dang viriisii 7. ile 14, gunler
arasinda toplandi. Virusler daha sonra Vero huicreleri i¢cinde burytituldun
ve Vero hucrelerinde terminal seyreltme yoluyla biyolojik olarak
klonlandi. Tum virusler, Vero hucreleri i¢cinde 6.0 log;, PFU/ml nin
uzerinde titerlere kadar replike oldu, bu da kimerik virtislerm ve hatta
A30 mutasyonunu ihtiva edenlerin, hiicre kultirii i¢inde wverimli
sckilde replike olduklarin1 gosterir. Doku kilturi iginde viriis
gegiginden kaynaklanan istem digt mutasyonlar tanimlamak igin
genomik sekans analizi su anda yapilmaktadir.

DENI1/4(CME) ve rDENI/4A30(CME) kimerik  virisiiniin
sivrisineklerde replikasyon diizeylerini degerlendirmek i¢cin Aedes
aegypti, virils ihtiva eden bir kan yemeginin sindirilmesi suretiyle
enfekte edildi (Tablo 39). Ana viris rDEN4, Ae. aegypti’yi 4.0
log,(PFU’luk bir MID50 ile enfekte eder. Bununla birlikte ana viris
DENI1(Puerto Rico/94), Ae. aegyptiata’y1 3.4 log(,PFU’ya kadar olan
dozda enfekte edemez. Bu nedenle CME kimerik virtslert DEN1/4 ve
rDEN1/4A30, Ae. acgypti’yi enfekte edememe 0zeligini paylasir. Bu
nedenle Ae. aegypti'de A30 mutasyonunun DENI1/4 kimerik
virislerinin enfektivitesi lizerindeki etkisinin, DEN2/4 ve DEN3/4
kimerik viruisleri igin kullamilana benzer sekilde degerlendirilmesine

gerek yoktur,



102

Tablo 39. DEN1/4 kimerik viruslerinin, enfeksiyoz bir kan yemegi ile

beslenmis Aedes aegypti’yi enfekte edememesi

Test edilen virls Sindirilen Test edilen Midgut Yayilan
doz sivrisinek enfeksiyonu enfeksiyon sayisi
(logiopfu)’  |sayisi sayist (%)°50 [(%)°
rDEN4 4.3 21 18 (%85) 8 (%44)
33 15 3 (%20) 0
23 20 0 0
MIDsy=4.0 MIDsg>4.3
DENI (Puerto Rico/ |3.4 21 0 0
94) MIDso=4.4 MIDsp>4.4
rDEN 1/4 (CME) 3.8 20 0 0
MIDso>4.8 MIDs¢>4.8
rDEN1/4A30(CME) (2.8 20 0 0
MIDsp=>3.8 MIDs¢=>3.8

2 pl kan yemegi varsayilarak sindirilen virts miktari.
> Midgut dokusunda saptanabilir dang viriisine sahip sivrisinek sayisi (yuzdesi);
sivrisinekler, beslenmeden 21 giin sonra deneye tabi tutuldu ve dang virisi1 antijeni, IFA
ile tamimlanda.

 Virts enfeksiyonu saptandiginda ancak sindirilen en yuksek viriis dozunda %50
frekans1 asmadiginda 10 kat fazla konsantre virlls dozunun, sivrisineklerin %100 Uni
enfekte edecegi varsayilarak MIDsg tahmin edildi.

¢ Enfeksiyon saptanmadiginda MIDsy’nin, kullamlandan 10 katin {izerinde daha yitksek
bir doz olacag varsayildi.

® Midgut ve kafa dokusunun her ikisinde saptanabilir dang virisii antijene sahip

sivrisineklerin sayisi (yiizdesi).
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Onceki orneklerde tarif edildigi gibi HuH-7 hucrelerinin transplante
edildigi SCID fareleri, dang virisii hafiflemesinin degerlendirilmesi
icin hassas bir modeldir. Her kimerik DEN1/4 virtsii, SCID-HuH-7
tfarelerinden olusan gruplara inokule edildi ve serum igindeki viriis
duzeyleri belirlendi (Tablo 40). Kimerik viriisler, ana virusler rDEN4
ve DENI1’den (Puerto Rico/94) 15 ile 250 kat arasmnda daha diisiik
duzeylerde replike oldu. CME kimerik virtisleri, A30 mutasyonuna
sahip denk ME kimerik virislerinden daha fazla hafifletilirken
replikasyonda 0.8 logy’luk bir azalma sagladi. CME kimerik
viriislerinde A30 mutasyonu ile verilen bu hafifletme diizeyi, daha
once rDEN4A30 i¢in gozlemlenene benzerdi. Bununla birlikte ME
kimerik viriislerimde A30 mutasyonunun hafifletici  etkisi  ayirt
edilebilir degildir.

Tablo 40. Dang virusii tipleri 1 ve 4 arasinda kimerizasyon, HuH-7-

SCID fareleri i¢in hafifletilmis rekombinant viriisler ile sonuglanir

Viriis® Fare sayisi Ortalama pik virlls [statistik grubu”

titeri (logiopfu/ml=SE)

rDEN4 32 6.340.2 A

DENI (Puerto Rico/94)|4 6.4+0.2 A
tDEN1/4 (CME) 8 4.7+40.2 B,C
rDEN1/4A30 (CME) |6 39+£04 C
rDEN1/4 (ME) 6 5.040.2 B
rDEN1/4A30(ME) 6 51203 B

* HuH-7-SCID farelerinden olusan gruplar, 4.0 log;o PFU gosterilen viriis ile
tumodr igine inokille edildi. Serum, 7. ginde toplandi ve virlis titeri, Vero
hiicrelerinde belirlendi.

® QOrtalama pik titerler, Tukey post-hoc testi (P < 0.05) kullamilarak istatistik

gruplarina atandi. Ayni harfli tammlamaya sahip gruplar, anlamd: diizeyde farkh

degildir.
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EK 1

DEN2 (Tonga/74) cDNA plazmidi p2’nin nitkleotid ve amino asit
sekansi

Bazlar 1 1la 10713: DEN2 viriis genomu cDNA’s1
Bazlar 97 ila 10269: DEN2 poliprotein ORF’s1
Bazlar 97 1la 438: C protein ORF’s1

Bazlar 439 1la 936: prM protein ORF’s1

Bazlar 937 ila 2421: B protein ORF’si

Bazlar 2422 ila 3477: NS1 protein ORF’si

Bazlar 3478 1la 4131: NS2A protein ORF’si
Bazlar 4132 1la 4521: NS2B protein ORF’s1
Bazlar 4522 1la 6375: NS3 protein ORF’si

Bazlar 6376 ila 6756: NS4A protein ORF’si
Bazlar 6757 ila 6825: 2K protein ORF’si

Bazlar 6826 ila 7569: NS4B protein ORF’si
Bazlar 7570 ila 10269: NS5 protein ORF’si
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Bazlar 1 1la 10707: DEN3 viriis genomu cDNA’s1
Bazlar 95 1la 10264: DEN3 poliprotein ORF’si
Bazlar 95 ila 436: C protein ORF’s1

Bazlar 437 ila 934: prM protein ORF’si

Bazlar 935 i1la 2413: E protein ORF’si1

Bazlar 2414 ila 3469: NS1 protein ORF’s1

Bazlar 3470 1la 4123: NS2A protein ORF’si
Bazlar 4124 ila 4513: NS2B protein ORF’si
Bazlar 4514 ila 6370: NS3 protein ORF’si

Bazlar 6371 ila 6751; NS4A protein ORF’si
Bazlar 6752 ila 6820: 2K protein ORF’s1

Bazlar 6821 ila 7564: NS4B protein ORF’s1
Bazlar 7575 1la 10264: NS5 protein ORF’s1
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EK 3
DEN1 (Puerto Rico/94) CME kimerik bolgesinin nitkleotid ve amino

asit sekansi

Bazlar 1 1la 88 (Bglll): DEN4

Bazlar 89 (Bglll) 1la 2348 (Xhol): DEN1
Bazlar 2349 (Xhol) ila 2426: DEN4
Bazlar 102 1la 443: C protein ORF’si
Bazlar 444 ila 941: prM protein ORF’si
Bazlar 942 ila 2426: E protein ORF’si
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EK 4

DENT1 (Puerto Rico/94) ME kimerik bdlgesinin nitkleotid ve amino
asit sekansi

Bazlar | 1la 404 (Pstl): DEN4

Bazlar 405 (Pstl) ila 2345 (XhoI): DEN1

Bazlar 2346 (Xhol) ila 2423: DEN4

Bazlar 102 ila 440: C protein ORF’si

Bazlar 441 ila 938: prM protein ORF’si

Bazlar 939 1la 2423: E protein ORF’si1
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Mevcut bulus, netlik ve anlama amaglarina yonelik olarak bir miktar
detayli sekilde tarif edilmis olmakla birlikte bu konuda uzman kisiler,
detay ve formda g¢esitli degisikliklerin, bulusun gergek kapsamindan
ayrilmadan yapilabilecegini takdir edecektir. Asagidaki maddeler de

tarif edilmistir;

1. Tetravalent olan ve dang tipleri 1, 2, 3 ve 4’un 3’ translate
edilmemil bodlgesinde bir ortak 30 nukleotit delesyonunu igeren
bir immilnojenik bilesim olup, bir birinci dang viriisiinden en az
bir yapisal proteini kodlayan bir birinci niikleotit sekansmi ve
bir ikinci dang virisiinden alinan yapisal olmayan proteinleri

kodlayan bir ikinci niuikleotit sekansim ihtiva eden bir nukleik
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asidi igerir, burada ikincr dang virtsu, TL2 stem-loop yapisina
karsilik gelen dang genomunun 3’ translate edilmemis
bolgesinden vyaklasik 30 nikleotitin  bir delesyonu ile
hafiflestirlmistir.

. Madde 1’¢ gore bilesim olup, burada niikleik asit ayrica, bir

fenotipe sahip olan bir mutanti ureten bir mutasyonu igerir,
burada fenotip, Vero hiicrelerinde ya da insan karaciger hiicre
¢izgisi HuH-7’de sicaklik hassasiyetine, sivrisinek hiicrelerinde
va da insan karaciger hiicre ¢izgisi HuH-7’de konak-hiicre
kisitlamasina, Vero hiicrelerinde iyilestirilmis replikasyon igin

konak-hiicre adaptasyonuna sahiptir.

. Madde 1 ya da 2’ye gore bilesim olup, burada birinci dang

virisiiniin serotipi, ikinci dang virtsuniin serotipi ile aynidir.

. Madde 3’e gore bilesim olup, burada serotip, tip 1°dir.
. Madde 4’e gore bilesim olup, burada delesyon, vaklasik olarak

nikleotitler 10562-10591 arasindaki TL2 stem-loop yapisina
karsilik gelen dang tip 1 genomunun 3° translate edilmemis

bolgesinden yaklasik 30 nukleotitin bir delesyonudur.

. Madde 3’¢ gore bilesim olup, burada serotip, tip 2°dir.
. Madde 6’va gore bilesim olup, burada delesyon yaklasik olarak

nitkleotitler 10541-10570 arasindaki TL2 stem-loop yapisina
karsilik gelen dang tip 2 genomunun 3’ translate edilmemis

bolgesinden yaklasik 30 nikleotitin bir delesyonudur.

. Madde 3’e gore bilesim olup, burada serotip, tip 3’tir.
. Madde &’¢ gore bilesim olup, burada delesyon, yaklagik olarak

nukleotitler 10535-10565 arasindaki TL2 stem-loop yapisina
karsilik gelen dang tip 3 genomunun 3’ translate edilmemis

bolgesinden yaklagik 30 niikleotitin bir delesyonudur.
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10. Madde 3°e gore bilesim olup, burada serotip, tip 4’tur.

11. Madde 10°a gore bilesim olup, burada delesyon, yaklasik
olarak niikleotitler 10478-10507 arasindaki TL2 stem-loop
vapisina karsilik gelen dang tip 4 genomunun 3’ translate
edilmemis  bolgesinden  yaklasik 30 nikleotitin =~ bir
delesyonudur.

12. Madde 1 ya da 2’ye gore bilesim olup, burada birinci dang
virisiiniin serotipi, ikinci dang viriisiniin serotipinden farkhidir
ve burada nitkleik asit, bir nitkleik asit kimerasidir.

13. Madde 12’ye gore bilesim olup, burada delesyona sahip ikinci
dang virustniin serotipi tip 1°dir.

14. Madde 13’e gore bilesim olup, burada birinci dang virtisiiniin
serotipi tip 2°dir.

15. Madde 13’°e gore bilesim olup, burada birinci dang virisiiniin
serotipi tip 3°tur.

16. Madde 13°¢ gore bilesim olup, burada birinci dang viristiniin
serotipi tip 4°tur.

17. 13 ila 16 arasindaki maddelerden herhangi birine gore bilesim
olup, burada birinci nukleotit sekansi, birinci dang viriisinin en
az iki yapisal proteinini kodlar.

18. Madde 17°ye gore bilesim olup, burada yapisal proteinler, prM
ve B proteinleridir.

19. 13 1la 18 arasindaki maddelerden herhangi birine gore bilesim
olup, burada delesyon, yaklasik olarak nikleotitler 10562-
10591 arasmdaki TL2 stem-loop yapisina karsilik gelen dang
tip 1 genomunun 3’ translate edilmemis bolgesinden yaklasik

30 niukleotitin bir delesyonudur.
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20. Madde 12°ye gore bilesim olup, burada delesyona sahip ikinci
dang viriisimiin serotipi tip 2°dir.

21. Madde 20’ye gore bilesim olup, burada delesyona sahip ikinci
dang viriustimiin serotipi tip 1°dir.

22. Madde 20°ye gore bilesim olup, burada delesyona sahip ikinci
dang virisiiniin serotipi tip 3°tur.

23. Madde 20’ye gore bilesim olup, burada delesyona sahip ikinci
dang virlistiniin serotipi tip 4’tur.

24. 20 ila 23 arasindaki maddelerden herhangi birine gore bilesim
olup, burada birinci nitkleotit sekansi, birinci dang viriisiiniin en
az iki yapisal proteinini kodlar.

25. Madde 24’°e gore bilesim olup, burada yapisal proteinler, prM
ve E proteinleridir.

26. 20 ila 25 arasindaki maddelerden herhangi birine gore bilesim
olup, burada delesyon, yaklasik olarak niuikleotitler 10541-
10570 arasindaki TL2 stem-loop yapisina karsilik gelen dang
tip 2 genomunun 3’ translate edilmemis bolgesinden yaklagik
30 nukleotitin bir delesyonudur.

27. Madde 12°ye gore bilesim olup, burada delesyona sahip ikinei
dang virlistiniin serotipi tip 3’tir.

28. Madde 27°ye gore bilesim olup, burada delesyona sahip ikinci
dang virtistiniin serotipi tip 1°dir.

29. Madde 27’ye gore bilesim olup, burada delesyona sahip ikinci
dang virisiniin serotipi tip 2’dir.

30. Madde 27 ye gore bilesim olup, burada delesyona sahip ikinci
dang virlisiniin serotipi tip 4°tur.

31. 27 ila 30 arasindaki maddelerden herhangi birine gore bilesim

olup, burada birinci nitkleotit sekansi, birinei dang virisiiniin en
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az 1k1 yapisal protemini kodlar.

32. Madde 31°e gore bilesim olup, burada yapisal proteinler, prM
ve B proteinleridir.

33. 27 ila 32 arasindaki maddelerden herhangi birine gore bilesim
olup, burada delesyon, yaklasik olarak niukleotitler 10535-
10565 arasmdaki TL2 stem-loop yapisma karsilik gelen dang
tip 3 genomunun 3’ translate edilmemis bolgesinden yaklasik
30 nukleotitin bir delesyonudur.

34. Madde 12°ye gore bilesim olup, burada delesyona sahip ikinci
dang virisiiniin serotipi tip 4’tir.

35. Madde 34’e gore bilesim olup, burada delesyona sahip ikinci
dang viristniin serotipi tip 1°dir.

36. Madde 34°e gore bilesim olup, burada delesyona sahip ikinci
dang viriisuniin serotipi tip 2°dir.

37. Madde 34°¢ gore bilesim olup, burada delesyona sahip ikinci
dang virtistiniin serotipi tip 3’tur.

38. 34 ila 37 arasimndaki maddelerden herhangi birine gore bilesim
olup, burada birinci nukleotit sckansi, birinci dang viriisintin en
az 1ki yapisal proteinini kodlar.

39. Madde 38’e gore bilesim olup, burada yapisal proteinler, prM
ve E proteinleridir.

40. 34 1la 39 arasindaki maddelerden herhangi birine gore bilesim
olup, burada delesyon, yaklasik olarak niukleotitler 10478-
10507 arasmdaki TL2 stem-loop yapisima karsilik gelen dang
tip 4 genomunun 3’ translate edilmemis bolgesinden yaklagik
30 nukleotitin bir delesyonudur.

41. 1 ila 40 arasindaki maddelerden herhangi birine gore bilesim

olup, burada bir ya da daha fazla nitkleik asit ya da niikleik asit
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kimerasi, bir virtsil ya da viriis kimerasini igerir.

42.1 ila 41 arasindaki maddelerden herhangi birine gore bilesim
olup, bir immiin yamtin inditksiyonunda kullanim amaghdir.

43. 1 ila 4] arasindaki maddelerden herhangi birine gore bilesimin
etkili bir miktarinm tatbik edilmesini igeren bir sijjdeki bir
immiun yanit1 induklemek i¢in bir yontemdir.

44. Madde 43°e gore yontem olup, burada siije, bir insandir.

45.1 ila 41 arasindaki maddelerden herhangi birine gore bilesimi
igeren bir tetravalent asidir.

46. Dang virlisiinlin  sebep oldugu hastaligin  dnlenmesinde
kullanilmak tizere madde 45°e gore asidir.

47. Madde 45’e gore asmin etkili bir miktarmin sijeye tatbik
edilmesini iceren, bir sujedeki dang virtisinin sebep oldugu
hastalig1 onlemek i¢in bir yontemdir.

48. Madde 47°ye gore yontem olup, burada siije bir insandir.

49. Madde 18, 25, 32 vya da 39’un bilesimini igeren niikleik asit
kimerasinin kapsit proteinini ve premembran proteinini ayiran
klevaj sitesini kodlayan niikleik asidi tamamlayan en az bes
nitkleotit ya da nikleik asidin tamamlayict dizisi ile segici
olarak hibridize olan ya da bunlara sahip olan bir izole edilmis
nitkleik asit probu ya da primeridir.

50. Vero hucrelerinde ya da msan karaciger hiicre ¢izgisi HuH-
7°de sicaklik hassasiyetinden, sivrisinek hiicrelerinde va da
insan karaciger hucre ¢izgisi HuH-7°de konak-hiicre
kisitlamasindan, Vero hucrelerinde iyilestirilmis replikasyon
igin konak-hiicre adaptasyonundan ya da farelerde ya da
maymunlarda ateniasyondan meydana gelen gruptan segilen bir

mutasyonu opsiyonel olarak igeren bir bilesim olup, burada
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bilesim asagidakilerden meydana gelen gruptan secilen bir

elemani ihtiva eder:

(1) rDEN1A30, rDEN2A30, rDEN3A30, rDEN4A30,

(2) rDEN1A30, tDEN2A30, rDEN3A30, tDEN4/1A30,

(3) rDEN1A30, rDEN2A30, rDEN3A30, tDEN4/2A30,

(4) rDEN1A30, rDEN2A30, rDEN3A30, rDEN4/3A30,

(5) IDEN1A30, rDEN2A30, rDEN3/1A30, rDEN4A30,

(6) rDEN1A30, rDEN2A30, rDEN3/1A30, rDEN4/1A30,
(7) rDENTA30, rDEN2A30, rDEN3/1A30, rDEN4/2A30,
(8) rDEN1A30, rDEN2A30, rDEN3/1A30, rDEN4/3A30,
(9) rDEN1A30, rDEN2A30, rDEN3/2A30, rDEN4A30,

(10) rDEN1A30, rDEN2A30, rDEN3/2A30, rDEN4/1A30,
(11) rDEN1A30, rDEN2A30, tDEN3/2A30, rDEN4/2A30,
(12) tDEN1A30, rDEN2A30, tDEN3/2A30, rDEN4/3A30,
(13) rDBN1A30, tDBN2A30, rDEN3/4A30, rDEN4A30,
(14) rDEN1A30, rDEN2A30, rDEN3/4A30, rDEN4/1A30,
(15) rDEN1A30, rDEN2A30, tDEN3/4A30, rDEN4/2A30,
(16) rDEN1A30, rDEN2A30, rDEN3/4A30, rDEN4/3A30,
(17) tDEN1A30, rDEN2/1A30, rDEN3A30, rDEN4A30,
(18) rDEN1A30, rDEN2/1A30, rDEN3A30, rDEN4/1A30,
(19) rDEN1A30, rDEN2/1A30, rDEN3A30, rDEN4/2A30,
(20) rDEN1A30, rDEN2/1A30, rDEN3A30, rDEN4/3A30,
(21) tDEN1A30, rDEN2/1A30, rDEN3/1A30, rDEN4A30,
(22) rDEN1A30, rDEN2/1A30, rDEN3/1A30, rDEN4/1A30,
(23) tDEN1A30, rDEN2/1A30, rDEN3/1A30, rDEN4/2A30,
(24) rDEN1A30, rDEN2/1A30, rDEN3/1A30, rDEN4/3A30,
(25) rDEN1A30, rDEN2/1A30, rDEN3/2A30, rDEN4A30,
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(26) rDEN1A30, rDEN2/1A30, rDEN3/2A30, rDEN4/1A30,
(27) tDEN1A30, rDEN2/1A30, tDEN3/2A30, rDEN4/2A30,
(28) rDEN1A30, rDEN2/1A30, rDEN3/2A30, rDEN4/3A30,
(29) rDEN1A30, rDEN2/1A30, tDEN3/4A30, rDEN4A30,
(30) tDEN1A30, rDEN2/1A30, rDEN3/4A30, rDEN4/1A30,
(31) tDEN1A30, tDEN2/1A30, rDEN3/4A30, rDEN4/2A30,
(32) rDEN1A30, rDEN2/1A30, rDEN3/4A30, rDEN4/3A30,
(33) rDEN1A30, rDEN2/3A30, rDEN3A30, rDEN4A30,
(34) rDEN1A30, rDEN2/3A30, rDEN3A30, rDEN4/1A30,
(35) rDEN1A30, rDEN2/3A30, rDEN3A30, rDEN4/2A30,
(36) rDEN1A30, rDEN2/3A30, rDEN3A30, rDEN4/3A30,
(37) rDEN1A30, rDEN2/3A30, rDEN3/1A30, rDEN4A30,
(38) rDEN1A30, rDEN2/3A30, rDEN3/1A30, rDEN4/1A30,
(39) rDEN1A30, rDEN2/3A30, rDEN3/1A30, rDEN4/2A30,
(40) rDEN1A30, rDEN2/3A30, rDEN3/1A30, rDEN4/3A30,
(41) rDEN1A30, rDEN2/3A30, tDEN3/2A30, rDEN4A30,
(42) rDEN1A30, rDEN2/3A30, rDEN3/2A30, rDEN4/1A30,
(43) rDEN1A30, rDEN2/3A30, rDEN3/2A30, rDEN4/2A30,
(44) rDEN1A30, rDEN2/3A30, rDEN3/2A30, rDEN4/3A30,
(45) DEN1A30, rDEN2/3A30, rDEN3/4A30, rDEN4A30,
(46) rtDEN1A30, rDEN2/3A30, rDEN3/4A30, rDEN4/1A30,
(47) rDEN1A30, rDEN2/3A30, rDEN3/4A30, rDEN4/2A30,
(48) rDEN1A30, rDEN2/3A30, rDEN3/4A30, rDEN4/3A30,
(49) tDEN1A30, rDEN2/4A30, rDEN3A30, rDEN4A30,
(50) rDEN1A30, rDEN2/4A30, rDEN3A30, rDEN4/1A30,
(51) tDEN1A30, rDEN2/4A30, rDEN3A30, rDEN4/2A30,
(52) rDEN1A30, rDEN2/4A30, tDEN3A30, rDEN4/3A30,
(53) rDEN1A30, rDEN2/4A30, rDEN3/1A30, rDEN4A30,
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(54) rDEN1A30, rDEN2/4A30, rDEN3/1A30, rDEN4/1A30,
(55) rDEN1A30, rDEN2/4A30, rDEN3/1A30, rDEN4/2A30,
(56) rDEN1A30, rDEN2/4A30, rDEN3/1A30, rDEN4/3A30,
(57) rDEN1A30, rDEN2/4A30, tDEN3/2A30, rDEN4A30,
(58) tDEN1A30, rDEN2/4A30, rDEN3/2A30, rDEN4/1A30,
(59) tDEN1A30, rDEN2/4A30, rDEN3/2A30, rDEN4/2A30,
(60) rDEN1A30, rDEN2/4A30, rDEN3/2A30, rDEN4/3A30,
(61) DEN1A30, rDEN2/4A30, rDEN3/4A30, rDEN4A30,
(62) rDEN1A30, rDEN2/4A30, rDEN3/4A30, tDEN4/1A30,
(63) DEN1A30, rDEN2/4A30, rDEN3/4A30, rDEN4/2A30,
(64) DEN1A30, rDEN2/4A30, rDEN3/4A30, rDEN4/3A30,
(65) rDEN1/2A30, rDEN2A30, rDEN3A30, rDEN4A30,
(66) tDBN1/2A30, rDEN2A30, rDEN3A30, rDEN4/1A30,
(67) rDBN1/2A30, rDEN2A30, rDEN3A30, rDEN4/2A30,
(68) rDBN1/2A30, rDEN2A30, rDEN3A30, rDEN4/3A30,
(69) rDBN1/2A30, rDEN2A30, rDEN3/1A30, rDEN4A30,
(70) tDBN1/2A30, rDEN2A30, rDEN3/1A30, rDEN4/1A30,
(71) rDEN1/2A30, rDEN2A30, rDEN3/1A30, rDEN4/2A30,
(72) rDBN1/2A30, rDEN2A30, rDEN3/1A30, rDEN4/3A30,
(73) tDEN1/2A30, rDEN2A30, rDEN3/2A30, rDEN4A30,
(74) rDBN1/2A30, rDEN2A30, rDEN3/2A30, rDEN4/1A30,
(75) rDBN1/2A30, rDEN2A30, rDEN3/2A30, rDEN4/2A30,
(76) rDEN1/2A30, rDEN2A30, rDEN3/2A30, rDEN4/3A30,
(77) tDBN1/2A30, rDEN2A30, rDEN3/4A30, DEN4A30,
(78) rDBN1/2A30, rDEN2A30, rDEN3/4A30, rDEN4/1A30,
(79) tDBN1/2A30, DEN2A30, rDEN3/4A30, rDEN4/2A30,
(80) rDBN1/2A30, rDEN2A30, rDEN3/4A30, rDEN4/3A30,
(81) rDBN1/2A30, rDEN2/1A30, rDEN3A30, rDEN4A30,
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(82) rDBN1/2A30, rDEN2/1A30, rDEN3A30, rDEN4/1A30,
(83) IDBN1/2A30, rDEN2/1A30, rDEN3A30, rDEN4/2A30,
(84) rDBN1/2A30, rDEN2/1A30, rDEN3A30, rDEN4/3A30,
(85) rDEN1/2A30, rDEN2/1A30, rDEN3/1A30, rDEN4A30,
(86) rDBN1/2A30, rDEN2/1A30, rDEN3/1A30, rDEN4/1A30,
(87) tDEN1/2A30, tDEN2/1A30, rDEN3/1A30, rDEN4/2A30,
(88) rDEN1/2A30, rDEN2/1A30, rDEN3/1A30, rDEN4/3A30,
(89) tDBN1/2A30, rDEN2/1A30, rDEN3/2A30, rDEN4A30,
(90) rDEN1/2A30, rDEN2/1A30, rDEN3/2A30, tDEN4/1A30,
(91) rDEN1/2A30, rDEN2/1A30, tDEN3/2A30, tDEN4/2A30,
(92) rDBN1/2A30, rDEN2/1A30, rDEN3/2A30, rDEN4/3A30,
(93) rDBN1/2A30, rDEN2/1A30, rDEN3/4A30, rDEN4A30,
(94) rDEN1/2A30, rDEN2/1A30, rDEN3/4A30, rDEN4/1A30,
(95) rDEN1/2A30, rDEN2/1A30, rDEN3/4A30, rDEN4/2A30,
(96) tDBN1/2A30, rDEN2/1A30, DEN3/4A30, rDEN4/3A30,
(97) rtDBN1/2A30, rDEN2/3A30, rDEN3A30, rDEN4A30,

(98) rDBN1/2A30, rDEN2/3A30, rDEN3A30, rDEN4/1A30,
(99) rDBN1/2A30, rDEN2/3A30, rDEN3A30, rDEN4/2A30,
(100) rDBN1/2A30, rDEN2/3A30, rDEN3A30, rDEN4/3A30,
(101) rDBN1/2A30, rDEN2/3A30, rDEN3/1A30, rDEN4A30,
(102) rDBN1/2A30, rDEN2/3A30, rDEN3/1A30, rDEN4/1A30,
(103) rDEN1/2A30, rDEN2/3A30, rDEN3/1A30, rDEN4/2A30,
(104) rDEN1/2A30, rDEN2/3A30, rDEN3/1A30, rDEN4/3A30,
(105) rDEN1/2A30, rDEN2/3A30, rDEN3/2A30, rDEN4A30,
(106) rDEN1/2A30, rDEN2/3A30, rDEN3/2A30, rDEN4/1A30,
(107) rDEN1/2A30, rDEN2/3A30, rDEN3/2A30, rDEN4/2A30,
(108) rDEM1/2A, rDEN2/3A30, tDEN3/2A30, rDEN4/3A
(109) rDEN1/2A30, rDEN2/3A30, rDEN3/4A30, rDEN4A30,
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(110) rDEN1/2A30, rDEN2/3A30, rDEN3/4A30, rDEN4/1A30,
(111) rDEN1/2A30, rDEN2/3A30, rDEN3/4A30, rDEN4/2A30,
(112) rDEN1/2A30, rDEN2/3A30, rDEN3/4A30, rDEN4/3A30,
(113) rDEN1/2A30, rDEN2/4A30, rDEN3A30, rDEN4A30,
(114) rDEN1/2A30, tDEN2/4A30, rDEN3A30, tDEN4/1A30,
(115) tDBN1/2A30, rDEN2/4A30, rDEN3A30, rDEN4/2A30,
(116) rDEN1/2A30, rDEN2/4A30, rDEN3A30, rDEN4/3A30,
(117) rDEN1/2A30, rDEN2/4A30, rDEN3/1A30, rDEN4A30,
(118) rDEN1/2A30, rDEN2/4A30, rDEN3/1A30, rDEN4/1A30,
(119) rDEN1/2A30, rDEN2/4A30, rDEN3/1A30, rDEN4/2A30,
(120) rDEN1/2A30, rDEN2/4A30, rDEN3/1A30, rDEN4/3A30,
(121) rDEN1/2A30, rDEN2/4A30, rDEN3/2A30, rDEN4A30,
(122) rDEN1/2A30, rDEN2/4A30, rDEN3/2A30, rDEN4/1A30,
(123) rDEN1/2A30, rDEN2/4A30, rDEN3/2A30, rDEN4/2A30,
(124) rDEN1/2A30, rDEN2/4A tDEN3/2A30, rDEN4/3A30,
(125) rDEN1/2A30, rDEN2/4A30, rDEN3/4A30, rDEN4A30,
(126) rDEN1/2A30, rDEN2/4A30, rDEN3/4A30, rDEN4/1A30,
(127) rDEN1/2A30, rDEN2/4A30, rDEN3/4A30, rDEN4/2A30,
(128) rDEN 1/2A30, rDEN2/4A30, rDEN3/4A30, rDEN4/3A30,
(129) rDEN1/3A30, rDEN2A30, tDEN3A30, rDEN4A30,
(130) rDEN1/3A30, rDEN2A30, rDEN3A30, rDEN4/1A30,
(131) rDEN1/3A30, rDEN2A30, rDEN3A30, rDEN4/2A30,
(132) rDEN1/3A30, rDEN2A30, rDEN3A30, rDEN4/3A30,
(133) rDEN1/3A30, rDEN2A30, rDEN3/1A30, rDEN4A30,
(134) rDEN1/3A30, rDEN2A30, tDEN3/1A30, rDEN4/1A30,
(135) rDEN1/3A30, rDEN2A30, tDEN3/1A30, rDEN4/2A30,
(136) rDEN1/3A30, rDEN2A30, tDEN3/1A30, rDEN4/3A30,
(137) rDEN1/3A30, rDEN2A30, rDEN3/2A30, rDEN4A30,
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(138) rDEN1/3A30, rDEN2A30, rDEN3/2A30, rDEN4/1A30,
(139) rDEN1/3A30, rDEN2A30, rDEN3/2A30, rDEN4/2A30,
(140) rDEN1/3A30, rDEN2A30, rDEN3/2A30, rDEN4/3A30,
(141) rDEN1/3A30, rDEN2A30, tDBN3/4A30, rDEN4A30,
(142) rDEN1/3A30, tDEN2A30, tDEN3/4A30, rDEN4/1A30,
(143) rDEN1/3A30, rDEN2A30, rDEN3/4A30, rDEN4/2A30,
(144) rDBN1/3A30, rDEN2A30, rDEN3/4A30, rDEN4/3A30,
(145) rDEN1/3A30, rDEN2/1A30, rDEN3A30, rDEN4A30,
(146) rDEN1/3A30, rDEN2/1A30, rDEN3A30, rDEN4/1A30,
(147) rDEN1/3A30, rDEN2/1A30, rDEN3A30, rDBN4/2A30,
(148) rDEN1/3A30, rDEN2/1A30, rDEN3A30, rDEN4/3A30,
(149) rDEN1/3A30, rDEN2/1A30, rDEN3/1A30, rDEN4A30,
(150) rDEN1/3A30, rDEN2/1A30, rDEN3/1A30, rDEN4/1A30,
(151) rDEN1/3A30, rDEN2/1A30, rDEN3/1A30, rDEN4/2A30,
(152) rDEN1/3A30, rDEN2/1A30, rDEN3/1A30, tDEN4/3A30,
(153) rDEN1/3A30, rDEN2/1A30, rDEN3/2A30, rDEN4A30,
(154) rDHN1/3A30, rDEN2/1A30, rDEN3/2A30, rDEN4/1A30,
(155) rDEN1/3A30, rDEN2/1A30, rDEN3/2A30, rDEN4/2A30,
(156) rDEN1/3A30, rDEN2/1A30, rDEN3/2A30, rDEN4/3A30,
(157) rDEN1/3A30, rDEN2/1A30, rDEN3/4A30, rDEN4A30,
(158) rDEN1/3A30, rDEN2/1A30, rDEN3/4A30, rDEN4/1A30,
(159) rDEN1/3A30, rDEN2/1A30, rDEN3/4A30, rDEN4/2A30,
(160) rDEN1/3A30, rDEN2/1A30, rDEN3/4A30, rDEN4/3A30,
(161) rDEN1/3A30, rDEN4/3A30,rDEN3A30, rDEN4A30,
(162) rDEN1/3A30, rDEN2/3A30, rDEN3A30, rDEN4/1A30,
(163) rDEN1/3A30, rDEN2/3A30, rDEN3A30, rDEN4/2A30,
(164) rDEN1/3A30, rDEN2/3A30, rDEN3A30, rDEN4/3A30,
(165) rDEN1/3A30, rDEN4/3A30,rDEN3/1A30, tDEN4A30),
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(166) rDEN1/3A30, rDEN2/3A30, rDEN3/1A30, rDEN4/1A30,
(167) rDEN1/3A30, rDEN2/3A30, rDEN3/1A30, rDEN4/2A30,
(168) rDEN1/3A30, rDEN2/3A30, rDEN3/1A30, rDEN4/3A30,
(169) rDEN1/3A30, rDEN4/3A30, rDEN3/2A30, rDEN4A30,
(170) rDEN4/3A30, rDEN2/3A30, rDEN3/2A30, rDEN4/1A30,
(171) rDEN1/3A30, rDEN2/3A30, rDEN3/2A30, rDBN4/2A30,
(172) rDEN1/3A30, rDEN2/3A30, rDEN3/2A30, rDEN4/3A30,
(173) rDEN1/3A30, rDEN2/3A30, rDEN3/4A30, rDEN4A30,
(174) rDEN1/3A30, rDEN2/3A30, rDEN3/4A30, rDEN4/1A30,
(175) rDEN1/3A30, rDEN2/3A30, rDEN3/4A30, rDEN4/2A30,
(176) rDEN1/3A30, rDEN2/3A30, rDEN3/4A30, rDEN4/3A30,
(177) rDEN1/3A30, rDEN2/4A30, rDEN3A30, rDEN4A30,
(178) rDEN1/3A30, rDEN2/4A30, rDEN3A30, rDEN4/1A30,
(179) rDEN1/3A30, rDEN2/4A30, rDEN3A30, rDEN4/2A30,
(180) rDEN1/3A30, rDEN2/4A30, rDEN3A30, rDEN4/3A30,
(181) rDEN1/3A30, rDEN2/4A30, rDEN3/1A30, rDEN4A30,
(182) rDEN1/3A30, rDEN2/4A30, rDEN3/1A30, rDEN4/1A30,
(183) rDEN1/3A30, rDEN2/4A30, rDEN3/1A30, rDEN4/2A30,
(184) rDEN1/3A30, rDEN2/4A30, rDEN3/1A30, rDEN4/3A30,
(185) rDEN1/3A30, rDEN2/4A30, rDEN3/2A30, rDEN4A30,
(186) rDEN1/3A30, rDEN2/4A30, rDEN3/2A30, rDEN4/1A30,
(187) rDEN1/3A30, rDEN2/4A30, rDEN3/2A30, rDEN4/2A30,
(188) rDEN1/3A30, rDEN2/4A30, rDEN3/2A30, rDEN4/3A30,
(189) rDEN1/3A30, rDEN2/4A30, rDEN3/4A30, rDEN4A30,
(190) rDEN1/3A30, rDEN2/4A30, rDEN3/4A30, rDEN4/1A30,
(191) rDEN1/3A30, rDEN2/4A30, rDEN3/4A30, rDEN4/2A30,
(192) rDEN1/3A30, rDEN2/4A30, rDEN3/4A30, rDEN4/3A30,
(193) rDEN1/4A30, rDEN2A30, rDEN3A30, rDEN4A30,
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(194) rDEN1/4A30, rDEN2A30, rDEN3A30, rDEN4/1 A30,
(195) rDEN1/4A30, rDEN2A30, rDEN3A30, rDEN4/2A30,
(196) rDEN1/4A30, rDEN2A30, tDEN3A30, rDEN4/3A30,
(197) rDEN1/4A30, rDEN2A30, tDBN3/1A30, rDEN4A30,
(198) rDEN/4A30, rDEN2A30, rDEN3/1A30, rDEN4/1A30,
(199) rDEN1/4A30, rDEN2A30, rDEN3/1A30, rDEN4/2A30,
(200) rDEN/4A30, rDEN2A30, rDEN3/1A30, rDEN4/3A30,
(201) rDEN1/4A30, rDEN2A30, tDEN3/2A30, rDEN4A30,
(202) rDEN1/4A30, rDEN2A30, rDEN3/2A30, rDEN4/1A30,
(203) rDEN1/4A30, rDEN2A30, rDEN3/2A30, rDEN4/2A30,
(204) rDEN1/4A30, rDEN2A30, rDBN3/2A30, rDEN4/3A30,
(205) rDEN1/4A30, rDEN2A30, rDEN3/4A30, rDEN4A30,
(206) rDEN1/4A30, rDEN2A30, rDEN3/4A30, rDEN4/1A30,
(207) rDEN1/4A30, rDEN2A30, tDEN3/4A30, rDEN4/2A30,
(208) rDEN1/4A30, rDEN2A30, rDEN3/4A30, rDEN4/3A30,
(209) rDEN1/4A30, rDEN2/1A30, rDEN3A30, rDEN4A30,
(210) rDEN1/4A30, rDEN2/1A30, rDEN3A30, rDEN4/1A30,
(211) rDBN1/4A30, rDEN2/1A30, tDEN3A30, rDEN4/2A30,
(212) tDEN 1/4A30, rDEN2/1A30, rDEN3A30, rDEN4/3A30,
(213) rDEN1/4A30, rDEN2/1A30, rDEN3/1A30, rDEN4A30,
(214) rDEN1/4A30, rDEN2/1A30, rDEN3/1A30, rDEN4/1A30,
(215) rDEN1/4A30, rDEN2/1A30, rDEN3/1A30, rDEN4/2A30,
(216) rDEN1/4A30, rDEN2/1A30; rDEN3/1A30, rDEN4/3A30,
(217) rDEN1/4A30, rDEN2/1A30, rDEN3/2A30, rDEN4A30,
(218) rDEN1/4A30, rDEN2/1A30, rDEN3/2A30, rDEN4/1A30,
(219) rDEN1/4A30, rDEN2/1A30, rDEN3/2A30, rDEN4/2A30,
(220) rDEN1/4A30, rDEN2/1A30, rDEN3/2A30, rDEN4/3A30,
(221) rDEN 1/4A30, rDEN2/1A30, rDEN3/4A30, rDEN4A30,
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(222) rDEN1/4A30, rDEN2/1A30, rDEN3/4A30, rDEN4/1A30,
(223) rDEN1/4A30, rDEN2/1A30, rDEN3/4A30, rDEN4/2A30,
(224) rDEN1/4A30, rDEN2/1A30, rDEN3/4A30, rDEN4/3A30,
(225) rDEN1/4A30, rDEN2/3A30, rDEN3A30, rDEN4A30,
(226) rDEN1/4A30, rDEN2/3A30, rDEN3A30, tDEN4/1A30,
(227) rDEN1/4A30, rDEN4/3A30, rDEN3A30, rDEN4/2A30,
(228) rDEN1/4A30, rDEN4/3A30, rDEN3A30, rDEN4/3A30,
(229) rDEN1/4A30, rDEN4/3A30, rDEN3/1A30, rDEN4A30,
(230) rDEN1/4A30, rDEN4/3A30, rDEN3/1A30, rDEN4/1A30,
(231) rDEN1/4A30, rDEN2/3A30, rDEN3/1A30, rDEN4/1A30,
(232) rDEN1/4A30, rDEN2/3A30, rDEN3/1A30, rDEN4/3A30,
(233) rDEN1/4A30, rDEN4/3A30, rDEN3/2A30, rDEN4A30,
(234) rDEN1/4A30, rDEN2/3A30, rDEN3/2A30, rDEN4/1A30,
(235) rDBN1/4A30, rDEN4/3A30,rDEN3/2A30, rDEN4/2A30,
(236) IDEN1/4A30, rDEN2/3A30, rDEN3/2A30, tDEN4/3A30,
(237) rDEN1/4A30, rDEN2/3A30, rDEN3/4A30, rDEN4A30,
(238) rDEN1/4A30, rDEN2/3A30, rDEN3/4A30, rDEN4/1A30,
(239) tDEN1/4A30, rDEN2/3A30, rDEN3/4A30, rDEN4/2A30,
(240) rDEN 1/4A30, rDEN2/3A30, rDEN3/4A30, rDEN4/3A30,
(241) rDEN1/4A30, rDEN2/4A30, rDEN3A30, rDEN4A30,
(242) rDEN1/4A30, rDEN2/4A30, rDEN3A30, rDEN4/1A30,
(243) rDEN1/4A30, rDEN2/4A30, rDEN3A30, rDEN4/2A30,
(244) rDEN 1/4A30, rDEN2/4A30, rDEN3A30, rDEN4/3A30,
(245) rDEN1/4A30, rDEN2/4A30, rDEN3/1A30, rDEN4A30,
(246) rDEN1/4A30, rDEN2/4A30, rDEN3/1A30, rDEN4/1A30,
(247) IDEN1/4A30, rDEN2/4A30, rDEN3/1A30, rDEN4/2A30,
(24%) rDEN1/4A30, rDEN2/4A30, rDEN3/1A30, rDEN4/3A30,
(249) rDEN 1/4A30, rDEN2/4A30, rDEN3/2A30, rDEN4A30,



10

15

20

25

140

(250) rDEN1/4A30, rDEN2/4A30, rDEN3/2A30, rDEN4/1A30,
(251) rDEN1/4A30, rDEN2/4A30, rDEN3/2A30, rDEN4/2A30,
(252) rDEN1/4A30, rDEN2/4A30, rDEN3/2A30, rDEN4/3A30,
(253) rDEN1/4A30, rDEN2/4A30, rDEN3/4A30, rDEN4A30,
(254) rDEN1/4A30, tDEN2/4A30, rDEN3/4A30, rDEN4/1A30,
(255) tDEN1/4A30, rDEN2/4A30, rDEN3/4A30, rDEN4/2A30,
Ve

(256) IDEN1/4A30, T DEN2/4A30, rDEN3/4A30, rDEN4/3A30.
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SEKANS LISTESI

<110> The Government of the United States of America, as represented by the Secretary, Health
and HumanServices

<120> DANG TIPLERI 1, 2, 3 VE 4UN 3-UTRSINDE ORTAK 30 NUKLEOTIDLIK BIR
DELESYON IHTIVA EDEN DANG TETRAVALENT ASISI VEYA ANTIJENIK KIMERIK DANG
VIRUSLERI 1,2, 3VE 4

<130> K2825 EP/1 83

<150> US 60/377,860
<151=>2002-05-03

<150> US 60/436,500
<151> 2002-12-23

<160> 53
<170> FastSEQ for Windows Version 4.0

<210>1

<211> 82

<212> RNA

<213> Dang 1 viruslu
<400> 1

grageagegy ggeccaacac caggggaage uguacccugqg ugdguaaggac uagagguuag 690
AgGJAGACCCT CCIGCAACAAC A 82

<210> 2
<211> 84
<212> RNA

<213> Dang 2 virusu

<400> 2
agcaacaaug ggggcccaag gugagaugaa gtuguagucu cacuggaagg acuagagguu 60
agaggagacc ccoccaaaac aaaa 84

<210>3

<211> 83

<212> RNA

<213> Dang 3 virusi

<400> 3

fcagcagcgg ggecccgageu cugaggygaayg cuguaccucc uugraaagga cuagagguua 60
gaggagaccc cccgcaaaua aaa 83

<210> 4
<211> 83
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<212> RNA
<213> Dang 4 virusu
<400> 4

agcaaaaggg ggcccgaagc caggaggaag cuguacuccu gguggaagga cuagagguua 60

gaggagacce cgccaacaca aaa

<210> 5

<211> 16

<212> RNA

<213> Suni Sekans

<220>
<223> Dang 1 delta 30

<400> 5
ggggcccaag acuaga 16

<210>8

<211> 16

<212> RNA

<213> Suni Sekans

<220>
<223> Dang 2 delta 30

<400> 6
ggggceccaag acuaga 16

<210>7

<211> 16

<212> RNA

<213> Suni Sekans

<220>
<223> Dang 3 delta 30

<400> 7
ggggcccaag acuaga 16

<210> 8

<211>16

<212> RNA

<213> Suni Sekans

<220>
<223> Dang 4 delta 30

<400> 8 16
ggggcccaag acuaga 16

<210>9

<211> 51

<212> DNA

<213> Suni Sekans

<220>
<223> P2 plazmidinin TL2 bdlgesi

<400> 9
lgggggcceca agglgagatg aagelgtagt ctecaciggaa ggactagagg t

51

83
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<210>10

<211> 21

<212> DNA

<213> Suni Sekans

<220>
<223> P2 delta 30'un TLZ bolgesi

<400> 10
tgggggecca agactagagg t 21

<210> 11

<211> 51

<212> DNA

<213> Suni Sekans

<220>
<223> P3 plazmidinin TL2 bolgesi

<400> 11
tggggcccga getetgaggg aagetgtace tecttgcaaa ggactagagg t

<210> 12

<211> 20

<212> DNA

<213> Suni Sekans

<220>
<223> P3 delta 30'un TL2 bolgesi

<400> 12
gggggceccaa gactagaggt 20

<210>13

<211> 29

<212> DNA

<213> Suni Sekans

<220>
<223> P3te Spel linkeri

<400> 13
actagttaga ctaacttaag tcaactagt 29

<210> 14

<211> 51

<212> DNA

<213> Suni Sekans

<220>
<223> rDEN2/4 baglantis 1

<400> 14
cagtttgttt gaatagagag cagatctctg atgaataace aacgaaaaaa g

<210> 15

<211>7

<212> PRT

<213> Suni Sekans

51

51
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<220>
<223> rDEN2/4 baglantisi 1
<400> 15

Met Asn Asn Gln Arg Lys Lys
1 5

<210> 16

<211> 51

<212> DNA

<213> Suni Sekans

<220>
<223> rDEN2/4 baglantisi 2

<400> 16
attatcacat ggataggaat gaactcgagg aacacttcaa tggctatgac g 51

<210> 17

<211> 17

<212> PRT

<213> Suni Sekans

<220>
<223> rDEN2/4 baglantis| 2

<400> 17

Ile Ile Thr Trp llie Gly Met Asn Ser Arg Asn Thr Ser Met Ala Met
1 S 10 15
Thr

<210> 18

<211> 51

<212> DNA

<213> Suni Sekans

<220>
<223> rDEN2/4 baglantis| 3

<400> 18
atcttgaacg ggagaaaaag gtctgcagge atgatcatta tgctgatice a 51

<210> 19
<211>17

<212> PRT

<213> Suni Sekans

<220>
<223> rDEN2/4 badlantis| 3

<400> 19

Ile Leu Asn Gly Arg Lys Arg Ser Ala Gly Met Ile Ile Met Leu Ile
1 5 10 1S
Pro

<210> 20
<211> 50
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<212> DNA

<213> Suni Sekans

<220>

<223> rDEN3/4 baglantisi 1

<400> 20
cagttigttt gaatagagag cagatcictg gaaaaatgaa caaccaacgg

<210> 21

<211>5

<212> PRT

<213> Suni Sekans

<220>
<223> rDEN3/4 baglantisi 1

<400> 21

Met Asn Asn Gln Arg
1 ]

<210=> 22

<211> 51

<212> DNA

<213> Suni Sekans

<220>
<223> rDEN3/4 baglantis| 2

<400> 22
cttttaacct ggatagggtt gaactcgagg aacacticaa tggctatgac g

<210> 23
<211>17

<212> PRT

<213> Suni Sekans

<220>
<223> rDEN3/4 baglantisi 2

<400> 23

Leu Leu Thr Trp Ile Gly Lcu Asn Ser Arg Asn Thr Ser Met Ala Met

1 5

Thr

<210> 24

<211> 51

<212> DNA

<213> Suni Sekans

<220>
<223> rDEN3/4 baglantis! 3

<400> 24
atctigaacy ggagaaaaag gletgeagle tgtetealga tgatgtlace a

<210> 25

10

50

51

51

15
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<211> 17
<212> PRT
<213> Suni Sekans

<220>
<223> rDEN3/4 baglantis| 3

<400> 25

Ile Leu Asn Gly Arg Lys Arg Ser Ala Val Cys Leu Met Mat Met Leu

1 5 10
Pro

<210> 26
<211> 50

<212> DNA
<213> Suni Sekans

<220>
<223> rDEN1/4 baglantisi 1

<400> 26
cagtttgttt gaatagagag cagatctctg gasaaatgaa caaccaacgg

<210=> 27

<211>5

<212> PRT

<213> Suni Sekans

<220>
<223> rDEN1/4 baglantisi 1

<400> 27
Met Asn Asn Gln Arg
1 5
<210> 28
<211> 51
<212> DNA

<213> Suni Sekans

<220>
<223> rDEN1/4 baglantisi 2

<400> 28
ctgctgacat ggctaggatt aaactcgagg aacacttcaa tggctatgac g

<210> 2%

<211> 17

<212> PRT

<213> Suni Sekans

<220>
<223> rDEN1/4 baglantis| 2

50

51
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<400> 29

Leu Leu Thr Trp Leu Gly Leu Asn Ser Arg Asn Thr Ser Met Ala Met
1 5 10 15
Thr

<210> 30

<211> 51

<212> DNA

<213> Suni Sekans

<220>
<223> rDEN1/4 baglantis 3

<400> 30
atcttgaacg ggagaaaaag gtctgcagce atgcicctea tgeotgetgee ¢ 51

<210> 31

<211> 17

<212> PRT

<213> Suni Sekans

<220>
<223> rDEN1/4 baglantis| 3

<400> 31

1le Leu Asan Gly Arg Lys Arg Ser Ala Ala Met Leu Leu Met Leu Leu
1 3 10 15

Pro

<210> 32

<211> 860

<212> RNA

<213> Dang 4 virusu

<400> 32
CCAacaactcu ugacagtaut cuuagucaug culuuaguct auuaugcaau aauaggecca 60

<210> 33
<211> 20

<212> PRT
<213> Dang 4 virusu

<400> 33

Pro Thr Thr Leu Thr Ala Ser Leu Val Met Leu Leu Val His Thr Ala

1 5 10 15
Ile Ile GCly Pro
20
<210> 34
<211> 60
<212> RNA

<213> Dang 1 virusu
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<400> 34
cecgeugacge ugacagegge gguauuuaug cuaguggeouc auuaugecau aauuggacce 60

<210> 35

<211> 20

<212> PRT

<213> Dang 1 virusu

<400> 35

Pro Leu Thr Leu Thr Ala Ala Val Pro Met Leu Val Ala His Thr Ala
1 5 10 15
Ile 1le Gly Pro

20

<210> 36

<211> 860

<212> RNA

<213> Dang 2 virusu

<400> 36
CCUAUAACCE UCACAYCgge LCUUCLUULA UUgQUAgeac auuaugecau Cauaggaccy 60

<210> 37

<211> 20

<212> PRT

<213> Dang 2 virusu

<400> 37

Pro Ile Thr Leu Thr Ala Ala Leu Leu Leu Leu Val Ala His Thr Ala
1 S 10 15
1le Ile Gly Pro

20

<210> 38

<211> 60

<212> RNA

<213> Dang 3 virusi

<400> 38
ccacuaacuc ucacagcgge aguucuccug cuagucacge auuaugeuau uauaggucca 60

<210> 39

<211> 20

<212> PRT

<213> Dang 3 virusu

<400> 39

Pro Leu Thr Leu Thr Ala Ala val Leu Leu Leu Val Thr His Thr Ala
1 5 10 15
Ile 1le Gly Pro

20
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60

<210> 40
<211>13

<212> DNA

<213> Suni Sekans

<220>
<223> primer

<400> 40
ccacgggegce cgt

<210> 41

<211>10

<212> DNA

<213> Suni Sekans

<220>
<223> primer

<400> 41
aaggectgga 10

<210> 42
<211>12

<212> DNA

<213> Suni Sekans

<220>
<223> primer

<400> 42
tatcceeggg ac 12

<210> 43

<211> 11

<212> DNA

<213> Suni Sekans

<220>
<223> primer

<400> 43
agagctctct ¢ 11

<210> 44
<211>15

<212> DNA

<213> Suni Sekans

<220>
<223> primer

<400> 44
gaatctccac cegga

<210> 45

<211> 10

<212> DNA

<213> Suni Sekans

<220>
<223> primer

<400> 45

15

149



ctgtcgaate 10

<210> 46

5 <211> 15159
<212> DNA
<213> Suni Sekans

<220>
10 <223> Dang 2 plazmid p2

<400> 46

15

20

25

150



agtrtgtragt
grrctaactg
agaaacacgc
ttgacaaaga
gccctggtgg
tggggaacaa
g9gaaggatgc
actccaacag
agtagacaag
acectcatgg
tttctcaage
graacttarg
ctrgttccac
ggggeectgga
ataatggoecg
tecatcctac
agggactttg
agttgtgtga
gaagccaaac
scaacagact
aggtttgtet
ggazanggag
artgtacage
catgcagtgg
Leccatcacag
acgggcetcg
cacagacaat
rcaaattgaga
gatgttgttg
gaaatccaga
atggacaaat
gtgaaggaaa
gacggotctc
ggcegocotga
gcagaaccte
ctggactggt
grgaaaagaa
ttcacatcaa
agtggggtet
aactcacgta
ttgggagtta
aaatgtggca
ttccaaccag
atctgtygaa
gaattgaate
asaggaatca
tcatggaaaa
ctcattgatg
gaagttgagg
aagcaggatg
gtccatgetg
aaagctocett
aatggaqtgc
cataataaca

ctacgtggac
tterctgatkt
ctttcaatat
gattctcace
cattccttcg
ttaaamaatc
tgaatatctt
tgatggacgtt
aaaaagggaa
ccatggacct
aAagaacgaacc
ggacatgtac
acgtgggaat
aacatgccca
caatcclygge
tgacagccat
tggaaggagt
cgacgatgge
aacctgcrac
cgegotgeoco
gcaaacatte
geatoeglgac
cagaaaacct
gaaatgacac
aggcggaact
acttcaatga
ggttccraga
tacagaaaga
tcttaggatc
tgrcatcagg
tacaacttaa
tagcagaaac
catgcaagat
tcacagtcaa
cattcggaga
tcaagaadgq
tggeocattet
taggaaagge
catggactat
geactagtct
tggtgcaggce
gtggaatatt
aatcceerte
teegetcagt
atattctatce
tgcaggtagyg
catggggtaa
gtccoccgaaac
actacggcere
tattttbgtga
atatgggtta
tcattgaaqt
tagaaagcga
gaccagagcta

cgacaaagac
agagagcaga
gcrgaaacge
tggaatgctg
tttcctaaca
aaaggctatt
aaacaggaga
tcatctgacc
aageocttetg
cggtgagttg
agaagacata
caccacagga
gggattggag
gagaattgaa
atacaccata
cgctecttca
gtcaggaggg
Adaadaacaaa
cttaaggaag
aarcacaaggg
catggragac
ctatgetatg
ggaatarcact
aggaaaacat
gacaggctat
gatggtgttg
ccraccgrtg
aacactggte
ccaagagggg
aaacctgerg
agggatgteca
acaacatgga
cccoetttgag
cccaattgta
cagctacatc
aayttccatc
qggtqgacaca
tctccaccag
gaagatccte
gagcgtgtea
cgatagtggt
cgtcacagat
aaaactggcc
aacaagactg
Agaaaatgaa
aaaacgatct
agcgaaaatg
aqcagaatgec
tggagtatte
ctcasaactc
ttggatagaa
caaaagttgc
gyatgqgtcatt
ttacacacaa
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agattctttg
tetctgatga
gagagaaacec
cagggacgag
atcccaccaa
aatgttcetga
cgtagaactg
acacgcaacyg
ttcaagacaa
tgtgaagaca
gattgttggt
gagcacagaa
acacgaactg
acttggatte
gggacgacgc
atgacaatgce
agttgggttg
ccaacactgg
tactgtatag
gaacccaccc
agaggatggyg
ttcacatgca
gtcgtgataa
ggtaaagaay
ggcactetta
ctgcaaatgg
ccatggetge
accttcaaaa
gccatgcata
ttcacaggac
tactccatgt
acaatagtca
ataatggatc
acagaaaagg
atcataggaqg
ggccaaatgt
gectgggatt
gtrttrggag
ataggagtta
cmggtgttag
tgcgtogtga
aacgtgcata
tcagccatcc
gaaaatctta
gtgaaactga
ttgcgacceec
ctctccacag
cccaacacaa
acraccaata
atgtcagegy
agcgcactca
cactggccaa
ccaaagaatt
acagcaggac

agggagctaa
ataaccaacyg
gcgtgteaac
gaccactaaa
cagcagggat
gaggcttcag
taggcatgat
gagaaccaca
aggatggecac
caatcacgta
gcaactccac
gagadaadag
aaacatggat
tgagacatcc
atttccaaag
gctgcaragg
acatagtrc:
actttgaacet
aggccaaact
tgaatgaaga
gaaatcgatyg
aaaagaacat
cacctcatte
tcaagataac
cgatggagtg
aagacaaagc
ccggagcaga
atccccatge
cagcactcac
atctcaagteg
gcacaggaaa
ttagagtaca
tggaaiaaag
acagtccagt
tggaaccagg
ttgagacaac
trggatctct
caatctacgg
tcatcacatg
tgggaatcgt
gctggasagaa
catggacaga
agaaagcgca
tgtggaaaca
ccatcatgac
aacccactyga
aackcccacaa
acagagcttg
catggcraag
ccataaagga
atgatacatg
agtcacacac
tcgeoiggace
cttggcatct

gctcaacgta
gaaaaaggcg
tgtacaacag
attgttcatg
attaaaaaga
gaaagagatt
catcatgctg
catgattgtc
gaacatgtgt
taasatgtcct
gtccacataa
atcagtggcg
gtcatcagaa
aggctrtacce
agtcctgata
aatatcaaat
agaacatgga
gataaaaaca
gaccaacacqg
gcaggacaaa
tggattgttt
ggaaggaaaa
aggggaagaa
accacagage
ctctocaaga
crggctggtg
cacacaagga
gaaasaacag
aggggctacyg
caggctgaga
gtttaaaatt
atatgaagga
acatgtteeg
caacatagaa
acaattgaag
aatgagggga
gggaggagtg
ggctgcttec
qatagqgaatg
gacactttac
caaagaacta
acaatacaag
tgaagagggc
gataacatca
aggagacatc
gttgaggtat
tcagaccitc
gaattcactg
attgagagaa
caacagagcc
gaagatagag
cctatggagt
agtgtcacaa
aggcaagcte

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
940
900
960
1920
1080
1140
1200
12690
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2540
2700
2760
2820
2880
2940
3000
1060
3120
3180
3240



gagatggact
agagggecct
cgatcttgea
gaadtcagac
catgggcaga
atgctcagga
acgctaatca
gcecaccatga
agagtcagac
atgatgacta
gaactgaccg
aaatatcagce
cagaacgcat
traacatcct
aatccaacag
ttaaatgagg
aatgacatcc
craactggge
caggcagaga
atgtcaataa
cttgtgatct
tgggaagtaa
ggaaaagctg
tcccagatog
cgtggcgctg
aaagacttaa
gaagtocagg
ggcsttttha
acgtcaggat
gtcgttacaa
gacaatcoag
cacccaggag
agaggcttga
geecttagag
cgggagattg
agggtgccaa
atagcaacta
atgacagccea
gacgaagaaa
titaaaggaa
tgcctgagaa
tatgtcaaga
ggcgccaact
ttgacagacyg
gcagcacaaa
tatatggggg
ctcctagata
gaaaaggtgy
gtggacctaa
ggtatcaact
Gaagaaaatg
agatggrtag
gcageccggaa
tttacgacte
gcgggtggaa

tcgatttctg
ctttaagaac
cactaccacc
cattgaaaga
ttgacaatect
crcgagtagg
cagggaacat
cagatgacat
caaccttTge
cecataqggaat
acgoegttage
tggcagtgac
ggaaagtgag
cacaacagaa
ccatttitct
ccatcatggc
ccatgacagg
ggtcagccga
raccaggrag
agaatgaaga
caggactctt
agaaacaacq
aattggaaga
gagctggagt
tcctaatgca
tatcatatagg
tcrtktggecatct
JRaccaacac
crccaatcgt
ggagtggagc
agattgaaga
caggaaagac
gaacactaat
gacttccaat
tagacttaat
attacaacct
ggggatacat
ctcoctocgga
gagaaattcc
agactgtctg
agaatggaaa
ctagaaccaa
ttaaagctga
gcgaagageg
gaagagggag
aaccactgga
atatcaacac
atgccattga
tgagaagagg
acgcagacaqg
tggaagtgga
atgctaggat
gaaagtcocck
agaagqgccag
aggcatacaa

cgaagggact
aaccactgece
actaagatac
gaaagaagaa
ctcattagga
aacaaaacat
gtctrttaga
aggcatgggt
agcrggaceg
cgtrtcteteee
tctaggcatg
catcatggct
ttgcacaata
agcggactgg
dacaacccte
ggttgggatg
accattagrg
tctggaatta
cagrtccaacce
ggaagageaa
tccggtatca
ggctggagtg
tggagccetac
ttacaaagaa
taaggggaag
aggaggttgg
ggagccaggg
tggaaccata
cgacaaaaaa
atatgtgaqt
tgacatctee
aaagagatac
cctageoeed
aagataccaa
gtgtcatgce
gatcatcatg
ctcaactcga
tagtagagat
ggaacgttca
gtttgtteca
gagggtgata
tgactgggat
gagggtcata
ggrgattctg
aataggaagg
aaatgatgaa
accrgaagga
cggtgaatat
agacctacca
aagatggtgt
aatctggaca
ctactccgac
aaccctgaac
agatgcacta
tcatgctcte
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acagtggtgg
tcaggaaaac
agaggtgaqg
aatctggtca
atcttgggaa
gcaatattac
gacctgggaa
gtgactratc
ctcttgagaa
tcccagagta
atggtecctca
atttrgrgeg
ttggcagtay
ataccattag
tcaagaacca
gtgagtatct
gctggaggge
gagagagcta
crtgtcaacaa
acactgacta
ataccaarta
ctgtgggatg
agaatcaagce
ggaacatttic
aggattgaac
aagctagaag
aaaaatccaa
g3tgccgrat
ggaaaagttg
gccatagetce
cgaaagagaa
ctcocoggeca
actagagtcg
actccageta
acatttacca
gacgaagcce
gtggagatgg
ccatttecke
rggaactcig
agcataaaaa
caactcagta
ttegtggttra
gaccccagac
gcaggaccca
aatccaagga
gactgtgeygc
atcattccca
cgctrgagag
gtctggttgg
tttgacggaa
aaggaagg9g
ccactggecgce
ctaattacag
gacaacttgg
agtgaattac

Taat'cgaas crgtggaasc

tcataacgga
atggatgttg
gttctctagt
tggcactgtt
tcgtcgeagt
gagtgatggt
tcgoctetact
aactgacctc
gcataccaga
agatggtgag
tcccaaatgce
tgtctgtitc
cgttgacgat
acaagaaaaqg
tggccagetc
tccttactgt
ccgatgtcaa
Caatatcaga
tactcattag
tagcagcage
tcececrcace
aaaaaggaat
acacaatgtg
catcatgggc
gagaatggaa
gagccgtoca
ctctggackt
taggtctcta
agactgaaaa
gattgactat
tagtcagaga
tggcagqctga
tcagggctga
tgaggctgce
attttacaga
gggaggcage
agaqgcaatgc
ggracgagtg
ccggaaatga
ggaagacctt
canctgacat
gctgeatgaa
tgecagtgac
atgaaaatga
actggaagga
gcrigticga
gagaagcacg
cttataaagt
ccagaaacaa
aaaggaaaaa
taaaagagtt
agatgggcag
cggtgctgca
cggagaccct

atggtgttgt
gtacgggatg
tacagccgga
ccttgaagaa
ttctttegtg
tatggrgggt
agcagcecttte
caaggaatta
gaccattctt
anacatggas
tgtgatatta
cceoctgeee
caaaggtctt
gagctggcocet
tctcttaaag
gtgctacgtg
atgggatgac
dyalyggoaygc
aacaggattg
atggratctg
accacccgtg
ccttggatat
gcacgtcaca
ggacgtcaag
agaaggagaa
aacaaagecct
thtecootgygag
tggcaatggt
aagcattgaa
catggatcte
ggecataaaa
aatggaggaa
gcacaccggg
atcaccaatc
tccageaagc
tggaattrte
accaattatg
ggtcacggat
cataqcagcc
tgattctgaa
ctcggaaatg
accagterata
ccactctagt
tcaatatata
agctaagatg
gccagageger
gaaaactttt
ggcaqctgaa
tcaaatcttg
attgaaacct
caaggaattt
actcccaact
cacggctgaa
ggagacattg

EEIVY]
J3€0
3420
1480
31540
1600
3660
3720
3780
3840
1900
19690
4020
4080
1140
4200
4260
4320
4380
4440
44500
49560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
504C
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
BUG0
6120
6LRC
6240
6300
6360
6420
6480
6540



cttttgetga
aggggtatgg
taggtatgcac
atagtcttac
tatgtcatca
ctggaaaaaa
aacattctgg
acatttatca
acagccatag
aagatggaca
accctracag
caagccaaag
actgtggatg
aagcagttgg
actacgtggg
gaaggaaatc
agagggaget
acgagaagag
dacyual Lyy
agaaccttag
ggotoagoaa
gtggaccttg
agagaagtta
acatatgggt
gagaagrgrg
gcgggacgaa
ttttgcgtaa
r-a;ungga aAar
atgtactggg
atgctgatca
ctcggaaqeq
gggaaaagsaa
cacccataca
tcatccatgg
gtgacacaga
aaggrtggata
gcagagtggc
gaattcacaa
aagtggaaat
gaaaggaacc
agagagaaaa
tggcteggag
ttcteccagay
atcttaagag
tgggacacaa
gcaggagaac
gtgecgrgrge
Caaaggggta
caactaatta
Lcagaagaaa
atggccatca
ctaacageie
agaggatgga
atgaaagatg
geccgaattr

cactgttgge
ggaagatgac
agatacagcc
tcattccaga
tagccatccet
caaagaaaga
acatagatct
caccaatgtt
ctaaccaagc
ttggagttcc
cggctettet
caactagaga
gaataacagt
gacaagtaat
cetrgtgtga
cagggagatt
acctggctgg
gaactggcaa
YyaaaayLga
caaaagaagg
asadctgagatg
gttgtggqcag
aaggcttaac
ggaatctagt
acacactgtt
cactcagagt
aggttcttaa
Acggaggago
tgtccaatge
acagattcac
gaacccgcaa
tagaaaaaat
aaacatgggc
tgaacggagt
tggcaatgac
cgagaaccca
tctggaaaga
aausaggtgag
cggcgcgtga
tccatcttga
aactaggaga
cacgettcote
agaactccct
aggtgagcaa
gaatcacaat
acaagaaact
aaagaccaac
gtggacaagt
ggcasatgga
tcgotgtgra
gtggoagatga
taaatgacat
acgactgygac
gtcgcacact
cccagggage

cacagtcacg
cctgggaatg
acattggata
accagaaaag
cacagtggtg
cctcggactg
acgtcctgca
gagacatage
cacagtgcta
cctoeecttget
tttattggta
agctcagaaa
gatagatcta
gctcctagtc
agccttaact
ctggaacaca
agctggactt
rataggagaa
aticcagatc
cattaaaaga
gttcgttgaa
a9994949ctgg
aaaaggagga
acgcttacag
gtgtgacata
cctcaaccta
ccegtacatg
ctrggtgaga
ttccgggaac
tatgagacac
tattggaatt
aaaacaagag
ttaccatggc
agtcagattg
agacacaace
agasaccaaaa
actaggaaag
aagcaatgca
agccgttgaa
agggaaatgt
grrtggtaaa
agagtttgaa
gagtggagtg
gaaagaagga
agaggatttg
tgccgaggece
ACTaAgaggc
tggcacctat
g9999aagga
agattggcta
ttgtgttgrty
gggaaaggtt
gcaggtgcocee
cgragtrcca
tgggtggtct
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agaggaatct
tgctgecataa
gcagcctcaa
cagaggacac
gccgcaacca
ggaaacattg
tcagcatgga
artgaaaatt
atgggtctcg
attgggtgtt
gcacattaky
agagcagcaq
gatccaatac
ctckgegtga
ctagcaactg
accattgcag
ctctttecta
acgcttaggag
Cacaaaaasa
ggagaazcgg
aggaatttgyg
tcaractatct
ccaggacacg
agcggagety
ggggaatcat
gtggaaaatt
ccetcagtca
aatccactet
atagtgtcat
aagaaggcca
gaaagtgaga
catgaaacgt
agctatgaaa
ctgacaaaac
ccttttggac
gaaggcacaa
aaaaagacac
gccttgga9g
gatagtaggt
gaaacatatg
gcaaaaggca
gcecctaggat
gaaggagaag
ggagcaatgt
Aaaaaatgaag
atttttaaat
Avagtaatyg
ggcctcaaca
atcttcaaaa
gtaagagtagq
aaaczstttag
aggaaggaca
ttctgttcac
tgcagaaacce

ttacgggaga

tectacttecrgargageggd e U

tcacggecag
taatattgga
ctcaggataa
tggcaaacga
caactcagca
cgttgtatac
cctcagtaaa
gaaaaggatg
actcacaagt
ccatcatagg
cgggcatcat
cctatgatee
cecaagtget
gacacgtgte
tgtcaatggc
tcatgaagaa
agaaatggaa
gtggaattca
atcatcacge
tcacaccaga
gtggaggatt
aagaacctat
atgrttoett
caccasatcc
ggctgaacaa
ctgaaagaat
cacggaattc
cagtgaacat
cctatgagcec
caccgaacct
carggcacty
caaaacagac
cctgggacgt
aacagcgcgt
aaaaactaat
ctagaatgtg
ccatattcac
tttgggagct
tatacaacar
gcagagccat
ttttgaatqga
ggctgcataa
atgcecgatga
aaatgataac
tgacgtacca
acalcatatc
ctttcaccaa
geatccagca
ggcgtgaaag
atgatagatt
tacagcaatg
accattttca
aagatgaatt
cggootgttt

catcctctta
gttctttcte
rcaattgact
aatgggqtttt
acctgagage
cgtggctaca
tgtgtcecta
gccattgeea
caaccctata
accgggactt
gaaaaaccca
aaagtttgaa
gatgatgagg
cacattgtagg
aaacatcttt
cacaaccagce
sagcagactg
agaagtggac
tgtgtcgcga
agygqaaagta
aaagaatgta
cecratgrca
tgttccacca
cacggtagaa
taacacccaa
ggaaacctta
cacacargag
gatttcaaga
agatgtcgac
agacataatet
tgatcaagac
tggatcagea
tgtteccaatg
cttcaaagag
gaaaatcacg
taccagagaa
cgatgagaac
ggttgacaag
qarggggaaa
atggtacatg
agaccattgyg
gctaggttac
caccgcagge
gaaccacatg
aaacaeggtg
Yyayadyayay
catggaagca
cttgacagce
gttgtcaaga
tqgcaagagct
ggagccctca
cgagttaatt
gatcggoaga
ggggaagtct

6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
1320
7380
7440
7500
7560
7620
TGHO
7740
7800
TBEO
792¢C
7980
8040
2100
Bl60
B220
A280
8340
8400
8460
85290
as890
8640
8709
8760
8820
ABBa
8940
9000
9060
9120
3180
9240
9300
2360
9420
9460
9540
9600
9660
9720
9780
9040



tacgeccaaa
gccatctget
cacgccagee
atccrtagaaa
racceggaqaa
acctgggcsga
gaatacacag
gretrgtggt
ggaaaaacta
gatgccatag
cecgggaggcec
gacceccteoe
tcactggaag
ctgggaaaga
aaatggaatg
ercgtegrt
atccecccatg
taagttggee
catgccactco
atagtgtatg
acatagoaga
aaggatctta
Lrcagcatct
cgcaaaaang
atattattga
ttagaaaaat
ctaagaaacc
tcgtecttcaa
tatcacagtt
tecgtcatceco
tgeccgggceot
cgetggeget
accgctttgg
cgatcarggce
tcaccggegce
aregggeteg
ccgtggccag
tgctcaacgg
agcgtcgacc
gcatgactat
tgscggcagce
tcagecctgte
gtcecgecac
cgotgggceta
ttettotege
tagatgacga
cyatcactgg
ggttggcatg
gtgcatggag
cagccactcca
cccttggcag
gggcagcgtt
gctaggctgg
gtgaagcgac
tttceogbgtt

tgtggagctt
cggcagrcec
atgaatggat
atccatggat
adagagaaga
agaatatcca
attacatgcc
agaaaaacat
tgctacetgt
cttgagcaaa
acaaaccatg
ttacagatcg
gactagaggt
ccagagatece
gtgctgttga
ggtatggctt
ttgtgcaaaa
gcagtgttat
gtaagatgct
cggcgaccga
actttaaaay
ccgctgrtga
tttactttca
ggaaraaggg
agcatttate
aaacaaatag
attatrtatca
gaattcteat
aaatrgctaa
cggcaccgte
cttgocgggat
atatgcgttig
ccgcogecca
gaccacaccce
cacaggtgcg
ccactreggyg
gggactgtig
cctcaaccta
gatgcecelbtg
cgtcgoegea
gctctgggtce
gcttgoggta
caaacqgtttc
cgtcregerg
ttececggeogge
ccatcaggga
accgorgatc
gattgtaggc
ccgggecace
agaattggag
aacatatcca
gggtcctggce
cggggttgcec
tgetgergca
tcgtaaaqtc

gatgtacttc
atcacactgg
gacgacggaa
ggaagacaaa
ccaatggtge
gacagcaata
atccatgaaa
gaaacaaaac
gagccocecogece
crtgrgcagcee
gaagctgtac
cagcaacaat
tagaggagac
tgcegtectec
atcaacaggt
cattcagctc
aagcggttag
cactcatggt
tttctgtgac
gttgctcttg
tgctcatcat
gatccagttc
ccagcgtitce
cgacacggaa
agggttattg
gggttceygcyg
tgacattaac
gtttgacagr
cgcagtcagg
accctggatg
atcgtccatt
atgcaatttce
gtcctgetcg
gtcctgtaga
gttgetggeg
ctcatgageg
ggcgecatet
ctactgggct
agagccttca
cttatgactyg
attctcggcg
ttcggaatct
qggcgagaagce
ycgtLcgega
atcgggatgce
cagcttcaag
gLoacggcga
gccgeactat
tcgacctgaa
ccaarcaatt
tegegtecge
cacggglgeg
ttactggttia
aaacgtcrge
tggaaacgcg
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cacagacgtg
attccaacaa
gacatgttga
actccagtgg
ggcecgotga
aaccaagqtca
agattcagaa
agaagtcagg
caaggacgtt
tgtagercea
gcatggcgta
gggggcccaa
ccecccaaaa
tcagcatcat
tctggtaccg
cggttcccaa
ctccttegge
tatggcagea
tggtgagtac
coccgqcogtca
tggaasacgt
gatgtaaccc
tgggtgagca
atgttgaata
tectcatgage
cacatttoccee
ctataaaaat
ttatcatcga
caccgtgtat
ctgtaggcat
ccgacagcat
tatgcgracce
cttecgctact
tcctctacge
cotatatcge
ctrtgrrrcgg
ccttgcatge
gcttectaat
acccagtcag
tcctettat
aggaccgctt
tgcacgcecct
aggccattat
cgcgaggetyg
ccgecgttgca
gatcgetege
tLratvgucgo
accttgtctg
tggaagccgg
ctrgcggaga
catctccagc
catgarcgtg
gcagaatgaa
gacctgagca
gaagtcagcg

dvdedgoot” ag&gqrdaat “gyoOv”

gccggacaac
cagtttggasa
aatcatggga
ttgggctgac
gatcccteat
gagaagaqgga
tcggattaag
aaaagaagtc
ccrgagaagyg
gtggacrage
ggtgagatga
caasazacag
tccaggcaca
gtaggcatcg
cgatcaagyc
cctcegatcg
ctgcataatt
tcaaccaagt
acacgggata
tcLLeggggc
actcgtgcac
aaaacaggaa
ctcatactck
ggatacatat
cgaaaagtge
aggcgtatca
taagctttaa
gaaatctaac
aggcrtggtt
cgecagecac
cgtictegga
tggagccact
cggacgeatec
cgacatcacc
cgtgggratg
accattcctt
gcaggagicg
ctccttecygg
catgcaactc
tcgetggage
cgctcaagcc
cqceoggeatg
gatggecttc
ggccatgety
ggctcottace
crogyoyage
ccteeccgey
cggeaccteg
actgtgaatg
aygcegeacge
ctcectgeege
tcaccgatac
acaacatgaa
ccctgeaccea

ctggtccata
cagagtqtgg
ggaaatccca
aagcagagee
tggcaatgag
agaggcagga
ccatagtacg
aggccatttt
Ltgraaazaat
ggttagagga
agctgragtce
catattgacg
ggacgccaga
tggtgtcacyg
gagttacatg
tcgtcagaag
ctcttactgt
cattctgaga
ataccgcgcec
gaaaactcto
ccaactgatce
ggcaaaatgc
tcctektttca
ttgaatgtat
cacactgacgt
cgaggccoctt
tgceggtagte
aatgcgetca
atgccggrac
tatggecqtge
gcactgtccg
atcgactacq
gtggcecggca
gatggggaag
grggcaggcec
gcggcggcgg
cataagggag
tgggcgcsgyg
gtaggacagg
gcgacgatga
ttcgtcactyg
gcggecgacg
cccattatga
tccaggeagg
agcctaactt
acalyyaavy
ttgegregeg
ctaacggatt
cgcaaaccaa
ggcgcoatcetc
tgaggacccg
gcgagcegaac
tggtcrtcgg
ttatgttccg

9960

10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10450
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10280
11040
11100
111690
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12900
12060
12120
12180
12240
12300
12380
12420
12480
12540
12600
12860
12720
12780
12840
12300
12960
13020
11080
13140



10

gatctgcate
gcgctggeoat
ttraccctca
carcctctct
ggcatcagtg
gacattaacg
tgaatcgctt
tgacggtgaa
ggatgccgqg
cgcagceatg
tcagagcaga
aggagaaaat
gtcqttogge
gaatcagggy
cgtaaaaaqg
aaaaatcgac
ttteccecectg
ctgtecgect
ctcagttcgy
cacgaceget
ttatcgeccac
gctacagagt
atctgcgcetce
aaacaaaccea
aaaazaggat
gadaaclicac
cttitaaatt
gacagttacc
tccatagttg
ggccecagtg
ataaaccage
atccagtcta
cgcaacgrtg
tgaccattte

gcaggatget
tgaccctgag
caacgttcca
cgtttcatecy
ACcaaacagg
cttctggaga
cacgaccacg
aaccrcTgac
agcagacaag
acccagticac
ttgtactgag
accgcatcag
tgcggegage
ataacgcagg
ccgegbtgeot
gctcaagtca
gaagctccct
trcteeoctee
tgtaggtcgt
gcgecttate
tggcagcage
tcttgaagtg
tgctgaagcecc
ccgetggtag
ctcaagaaga
gttaagggat
aaaaatgaag
aatgctraat
cctagactcec
ctgcaatgat
cagocoggaag
ttaattgttg
ttgocattge
cgggegegee

gctggetace
tgattttter
gtaaccgggc
gtatcattac
aaaaaaccqgc
aactuaacga
ctgatgaget
acatgcagct
ccecytcaggg
gragecgatag
agtgcaccat
gcgectettec
ggt atcaget
aaagaacatg
ggegterree
gaggtggcga
cgtgecgctet
gg9aagcgtg
tcgctccaag
cggtaactat
cactggtaac
gtggcctaac
agttacctte
cggtggtttt
tcctttgate
tttggtcatg
ttttaaatca
cagrgaggca
cgtcgtgtag
accgagagac
ggccegagcge
cocgggaaget
tgcaagatct
gatttaggtg
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ctgtggaaca
ctggtccege
atgttcatca
ccecatgaac
ccttaacatg
yetggacygcyg
ttaccgeagc
cccggagacg
cgcgteageg
cggagtgtat
atgcggigtg
gcttecroge
cactcaaagg
tgagcaaaag
cataggctce
aaccogacag
ccrgtteccga
gcgereLcre
ctgggctgtg
cgtcttgagt
aggattagca
tacggctaca
gyaaaaagag
tetgtttgca
ttttctacgg
agattatcaa
atctaaagta
cerarcteag
ataactacga
ccacgcbcac
agaagtggtc
agagtaagta
ggctagegat
acactatag

<210> 47

<211> 3391

<212> PRT

<213> Dang 2 virusii {Tonga/74})

<400=> 47

Met Ala Asn
10

val

Asn Asn Gln Arg Lys Lys Arg

Val Thr
25
Arg

Lys Arg Glu Argq Asn Ser

20
Qly

Arg

Phe Leu Met Leu Jln

s
val

Ser Gly
40

Phe

qly

Ala Leu Ala Phe Leu Thr

50
Leu

Leu Arg
58
Ile Thr Ile

4%

Leu

aly
10
Lys

Lys Arg Trp Lys Lys

Arg Gly Phe Arg Glu 1le

85

Gly Arg

20

cctitaterd” fat¥adcgas

cgcatccata
tcagtaaccc
agasatccce
geocecgettta
gatgaacagg
tgectogege
gtcacagctet
ggtgttageg
actggcttaa
aaataccgca
tcactgactc
cggtaatacg
gccagcaaaa
gceceeectga
gactataaag
ccotgoogete
atagcrcacg
tgcacgaacc
ccaacceggt
gagcgaggta
ctagaaggac
ttggtagctce
agcagcagat
ggtctgacqgce
aaaggatctt
tatatgagta
cgatcctgtet
tacgggaggg
cggetccaga
ctgcaactee
qttcgocagt
gacccracry

Thr Pro

Gln Gln
Pro Leu
Ile
Ser

75
Met

Pheo
Leu
Lys
45

Pro

Ala

Asn

cegecagitg
gtatcgtgag
cttacacgga
tcagaagcca
cagacatctg
gtttcggtga
gtctgtaage
ggtgtcggag
ctatgocggca
cagatgcgta
gctgegeteg
gttatccaca
ggccaggaac
cgagcatcac
ataccaggcyg
taccggatac
Cctygtaggtat
ccecgttcag
aagacacgac
tgtaggcggt
agtattiggt
ttgatccgge
tacgsgeaga
tcagtggaac
cacctagatce
aactiyytot
atceegecea
cttaccatet
tttatcagca
atccgectee
taatagtttg
attggtrege

Asn Met
15
Thr Lys
30
Leu Phe

Thr Ala

Ile Asn

Leu
95

Ile

"TI2U6
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
138€0
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
145480
14640
14700
14760
14820
14880
149490
15000
15060
15120
15159

Leu
Axg
Mot
Gly
Val

BO
Asn



Arg
Met
Ser
Thr
145
Asp
AsSp
Thr
Leu
Met
225
Ile

Thr

Thr

Cysa
3ss
Cys

Aan

Ser

Cys
465
Net

Pro

Agp

Arg
Ala
Arg
130

Asn

Thr

Cys
val
210
Ser
Leu
Ile
Ala
Asp
290
Glu
Asp
Lys
Cys
Phe
370
Gly
ln'fa
Thr
ABp
1le
450

Ser

Glu

Lysy

Val

Arg
Phe
115
Gln
Met
Ile
Asp
Thr
195
Pro
Ser
Arg
Gly
Ile
275
Phe

Hisa

Phe

Pro
355
Val
Lea
Lys
Val
Thr
4135
Thr
Pro
Arnp
Fro
Glu

518
Val

Arg
100
His

CQlu

Thr

Cys
180
Thr
Hie
Glu
His
Thr
260
Ala
val
Gly

Glu

Cys
340
Thr

Cys
Phe
Asn
val
420
Gly
Glu
Arg
Lys
Trp
S00

Thr

Val

Thr
Leu
Lys
Thr

Tyr
165
Trp
Thr
Val
Gly
Pro
245
Thr
Pro
Glu
Ser
Leu
325
Ile
Gln
Lys
Gly
et

405
Ile

Thr
Ala
40%
Leu

Leu

Val
Thr
Gly
Leu
150
Lya
Cys
Gly
Gly
Ala
230
Gly
His
Ser
Gly
Cyn
310
Ile
Glu
Gly
His
Lys
390
lu
Thr
His
Glu
Gly
470
Trp
Pro

val

Gly

Gly
Thr
Lys
135
Met
Cys
Asn
Glu
Meb
215
Phe
Phe
Met
val
285
val
Lys
Ala
Glu
Ser
a75
Gly
Gly
Pro
Gly
Leu
455
Leu
Leu
Gly

Thr

Ser

Mut
Arg
120
Ser
Ala
Pro
Ser
His
200
Gly
Lys
Thr
Gln
Thr
280
Ser
Thr
Thr
Lys
Pro

360
Met

Lys
4490
Thr
ASp
val
Ala
Phe

520
aln

156

ile
105
AsSnD
Leu
Mat
Phe
Thr
185
Arg
Leu
His
Ile
Arqg
265
Met
Gly
Thr
Glu
Leu
345
Thr
val

Ile

Ile

; Ser

425
Glu

Gly
Phe
His
ASp
505

Lys

Glu

Ile
Gly
Leu
A=p
Leu
170
Ser
Arg
Glu
Ala
Met
250
val
AT

Gly
Met
Ala
330
Thr
Leu
ASp
Val
val
410
Gly
val
Tyr
Asn
Arg
4490
Thr

Asn

Gly

Met
Glu
Phe
Leu
15S
Lys
Thr
Glu
Thr
Qln
235
Ala
Lau
Cys
Ser
Ala
315
Lys
Aan
Asn
Axg
Thr
145
Gln
Glu
Lys
Gly
Glu
475
Gln
Gln

Pro

Ala

Leu
Pro
Lys
140
Gly
Gln
Trp
Lys
Arg
220

Arg

Ala

Ile

Trp
o0
Lys
Gln
Thr
Glu
Gly
iBO
Cys
Pro
Glu
1le
Thr
460
Met
Trp
Cly

His

Met

Thr
Hisa
125
Thr
Glu
Aan
val
Arg
205
Thr
Ile
Ile
Phe
Oly

285
val

Thr

Qlu
365

Trp
Ala
Glu
His
Thr
145
val
val
Phe
Ser
Ala

525
His

Pro
110
Met
Lys
Leu
Glu
Thr
1990
Ser
Glu
Glu
Leu
Ile
270
Ile
Rep
Lys
Ala
Thr
150
¢ln
Gly
Met
Asn
Ala
4130
Pro
Thr
Leu
Leu
Acn
S10

Lys

Thr

Thr
Ile
Asp
Cys

Pro
175

Tyr
val
Thr
T™hyY
Ala
255
Leu
Ser
Ile
Pro
Thr
135
Asp
Asp
Agn
Phe
Lau
415
val
Gln
Met
Leu
Asp
49%
Trp
Lys

Ala

vVal
vVal
Gly
Glu
160
Glu
Gly
Ala
Trp
Trp
240
Tyr
Leu
Asn
val
Thr
320
Leu
Ser
Lys
Gly
Thr
400
Glu
Gly
Ser
Glu
Gln
480
Leu
Ile

Gln

Leu



Thr
545
Gly
Met
Ala
AsSp
Arg
625
Lys

Tyr

Leu
Agn
78%
His
Leu
Arg
Glu
Thr
865
Pro
Lys
Pro
Qlu
Arg

345
Ala

530
Gly

His
Ser
Glu
Gly
6810
His
Aup
lie
Lys
Lys
690
aly
Ala
Leu
Ser
Gly
770
Lys
Thr
Ala
Ser
weu
a5¢
Gly
Gln
Her
Glu
val
930

Leu

Ala

Ala
Leu
Tyr
Thr
595
Ser
Val
Ser
Ile
Gly
&75
Arg
Gly
Ile
Ile
Leu
755
val
GClu
Trp
Ser
val
835
Aan
ASp
Pro
Leu
Thr
915
Glu

Arg

Ile

Thr
Lys
Ser
580
Gln

Pro

Leu

1le
660
Ser

Met

Val

Gly
140
Ser
Met
Lou
Thr
Ala

820
Thr

Thr

Ser
S00
Ala

Asp T

Glu

Lya

Glu

Cys
565
Met
His
Cys
Gly
val
645
Gly
Ser
Ala
Phe
Gly
725
Val
val
val
Lys
Glu

BOS
ile

Lys
Glu
885
Thr

Glu

Lys

Asp
965

Ile
$50
Cys
Gly
Lys
Arg
6310
Asn
val
Ile
Ile
Thr
710

Ala

Ile

Cys
790
Gln

Cln

Cys
Gly
Gln

950
AEn

535
Gln

Leu
Thr
Thr
Ile
E18
Leu
Ile
Glu
Gly
Leu
€95
Ser
Ala
Ile
Leu
Ala
775
Gly
TYr
Lys
Glu
Ser
8ss
Ile
Arg
Leu
Pro
Phe
335

ASD

Arg

Ile
600
Pro
Ile
Glu
Pro
Gln
680
Gly
Ile
Phe
wmr
val
760
Asp
Ser
Lys
Ala
ABn
B4 O
Glu
Met
Tyr
His
Asn
520
Gly

val

Ala

157

Ser
Met
Lys
58S
val
Phe
Thr
Ala
Gly
665
Met
ABP
Gly

Ser

Trp
745
Leu
Ser
Gly
Fhe
Hinm
B2S
Leu
Aan
Gln
Ser
Asn
905
Thr
val

Phe

val

Ser
Asp
570
Fhe
Ile
Glu
val
Glu
650
Gln
Phe
Thr
Lys
Gly
730

lle

val

1le
Gln
810
Giu
Mer
Glu

val

Trp
B3O
Gln
Asn
Phe

Cye

His
370

Gly
555
Lys

Lys

Ile
Asn

635
Pro

Glu
Ala
Ala
715
val
Gly
Gly
Cys
Phe
795
Pro
Qlu
Trp
Val
Gly
875
Lys
Thr
Arg
Thr
hap

955
Ala

Leu
Ile
val
Met
€620
Pro
Pro
Lys
Thr
Trp
700
Leu
Ser
Met
1le
Val
780
Val
Glu
Gly
Lye
Lys
B60
Lys
Thr
Phe
Ala
Thr
940

Ser

Aap

Leu
Gln
val
Gln
605
AsSp
Ile
Phe
Leu
Thr
68S
Asp
His
Trp
Azn
val
765
val
Thr
Ser
Ile
Gln
B45S
Leu
Arg
Trp
Leu
Trp
925
Asn

Lysa

Met

Leu
Leu
Lys
590
Leu
Val
Gly
ASp
670
Met
Phe
Gln
Thr
Ser
750
Thr
Ser
ASp

Pro

Cys
B30
Ile
Thrt
Ser
Gly
1le
910
Asn
Ila

Leu

Gly

Phe
Lys
575
Glu
Glu
Glu
Thr
Asp
655
Trp
Arg
Gly
Val
Mebt
735
Arg

Loeu

Ser
815
Gly
Thr
Ile
Leu
Lys
895
ABp
Ser
Trp

Met

Tyr
978

Thr
560
Gly
Ile
Gly
Lys
Glu
640
Ser
Phe
Cly
Ser
Phe
720
Lys
Ser
TyT
Lys
val
800
Lys

Ile

Ser

Arg
B8O
Ala

Ser
950



Glu Ser

Glu Vval
9485
Gly val
1010
Val Ser

Asn

Pro
1025
Gly Pro Trp

Gly Thr Thr

Leu Arg Thr
1075
Arg Ser Cys
1090
Trp Tyr Gly
1105

val Ser Ser

Leu Gly Ile Leu Gly Met

Arg Val Gly Thr Lys His

11585
Leu Ile
1170
Met

Thr

Yval
1185

TyYr

val

Leu Ala

Gly Leu Leu

lle Ile
1235
Thr

Gly
Glu Leu
12%0
Arg Asn
1265

Cys Val

Thr Ile Leu

Gln Gln Lys

1315

Asr. Pro Thr
1330

Arg Ser

1345

Ile Ley

Trp
Ala

Leu val Ala

Ser Ala Asp
1395
Gln Ala

Ala
980
Lys
Leu
Gln
His

val
10672

Thr Thr Ala Ser Gly

Thr
Met

ueu

1140

Thr
Gly
Leu
Leu

1220
val

Asp Ala Leu Ala Leu

Glu
Asn
Ala
1300
Ala
Ala
Pro
Ser
Gly

l1iec¢
Leu

Leu Asn Asp
Ser Cys His
Glu Ser Glu

1215
ASn Asn

1030
Gly Lys

His

Leu
1045

Val Val Thr

Pro Pro

1095
Glu Ile Arg
1110
Tkrx

Leu

val
1125

Ala
Ala
Ala
Mel

1175
Met

Gly Aun

Ala Thr
1150

Leu Ala Ala

12085

Arg Lys Laou

Leu Leu Ser

1255

Lys Tyr Gln
1270

Ala Val
1286
val

-

Ile

Val Sex

Asp Trp Ile

Ile Phe Leu
1315
Asn Glu

1380
Sor lLeu Leu
1365

Gly Leu Leu

Leu

Glu Leou Glu

Glu lle Ger Gly Ser

158

Thr Trp
985
Trp Preo
1000
Met

Lys
Lys

val Ile

Arqg Pro Gly

Glu Met
1050
Cys

Leu
Glu Asn
1065
Lys Leu
1080
Leu Arg Tyr

Pre Leu Lys

Gly His Gly

1130
Phe Leu
1145
Leu

Lau

Ile
1160
5cr

Leu

Phe Arg

Thr Asp Asp
Val
1210

Lys

Phe Arg

Thr Ser
1225
Gln Ser
1240

Ser

Gly Met

Leu Ala val

Gln Asn
1290
pPro

Leeu

val Ser
13058
Pro Leu Ala
1320
Thr

Thr Leu

Ala Tle Met

Lys Asn Asp
1370
Val Cys
1388

Ala Thr

Thr

Azg
1400
Ser Pro Ile

Ile Glu™Lys Ala "S&% Phe ™

990

Ser His Thr Leu Trp Ser

1005

Pro Lys Asn Phe Ala Gly
1020

Tyr Tyr
1035

Asp Phe
Gly Astn
Ile Thr

Arg Gly

Thr
Asp
Arg

Glu

Gln Thr Ala
1040
Phe Cys Glu
1055
Gly Pro Ser
1370

Trp Cys Cys

1085

Glu

1100

Glu
1115
Gln 1le

Lys
Glu QClu
val Ala

ABp Leu

Olu

Asp

Met

Val

1165

Gly

1180

Ile
1195
Arg

Gly
Pro
Glu Leu
Tle Pro

Met Vval

Met

Thr

-
w

Me

Glu

1245

Leu

1260

Thr
1275
Ala

Ile

Trp

Leu Leu

Thr

Ser Arg
1340
Ala val
13585

lle Pro
Tyr Val
Asp Val

Leu Ser

Mat
Lys
Leu

Ile

1325

Thr
aly
Met
Leu

Lys

1408

1le

Asp Gly Cys
Glu Asn Leu
1120
han Phe Ser

1115
Leu Arg Thr
1150

Ser Phe Val
Arg val Met

Gly val Thr
1200
Phe Ala Ala
1215
Met Thr Thr
12130
Thr Ile Leu

Lya Met Val

Ala Ile Leu
1280

Val Ser Cys
1295

Thr Ser
1310
Lys

Ser

Gly Leu

Asn Lys Lys

Met Val Ser
1360
Thr Gly Pro

1378
Thr Gly Arg
1350

Trp Asp Asp

Thr Ile Ser



1410

Glu Asp
1425

Thr Ile
Val Ser
Lys Gln

Giy Lys

Gly

159

1418

Ser Met Ser Ile Lys

1432

Leu 1lle Arg Thr

1445
Pro Ile Thr
1460

Ala

Ile

Arg
1475
Ala Glu

Gly Val

Leu Glu

1490

Ile Leu
1505
Phe His

Gly Lys

Ser Tyr
Val
1570
Thr

Glu

Gln
1585
Val Ser
Lys
Gly

Asn
1650
Met

Asp

Ile
1665
Ala Ile

Ala Pro
Leu Pro

Arg Glu
1730

Leu Ser

1745

Ala Hie

Thr Arg
Pro Pro

Asp Glu
1810

Trp Yal

1825

Lys Thr

Ser Gln
1510

Trp His

1525

Glu Pro

Gly Tyr
Thr Met

Arg Ile
1540
Gly Gly Gly Trp
1585
Gln

¥Yal Leu Ala

Lys Pro Gly Leu
1590

Phe Ser

16405

Val

Leuw Asp

Gly Lys val
1620

Ala Tyr val

1635

Pro Glu Ile

Leu His Pro
1670

Ala

Asp
Val Jiu
1685
val val

Arag
Thr Arg
1700
Ile Arg Gln
171§

Ile val

TYr
Leu

Ile val
1750

Pro

Pro Arg

Phe Thr Asp
1765
Glu Met CGly
1780

Ser Arg

Val

Gly
1795
Glu Arg Glu

Asp
Ile
Thr Asp Phe Lys
1830

Gly Asn Asp
1845

Qly
Ala
Leu
A8p
1495
Ile
val
Ser
Lys
Leu
1575
Phe
Pro
Gly
Ala
Asp
1655
Gly
lle
Ala
Thr
Met
1738
Pro
Ala
Glu
Pro
Pro

1818
Gly

Ile Ala Ala Cys Leu

Asn

Val Ile
1450
Trp

Leu Leu
Ala
1465
Aszp Val

Ala Tyr

Trp Pro
1480

Gly Ala Tyxr Arg
val
1515
Ala

Gly Ala Gly

Thr Arg Gly
1530
Trp Ala A=sp
1545
Leu Glu Gly
1560
Glu

val

Glu

Pro Gly Lys

Thr Thr
1595
Gly

Arg Asn

Thr Ser
1610
Gly

aly

Leu Asn

TYT
1625
Ile Ala Gln
1640

Asp

Thr

1le Phe Arg

Ala Thr

1675

Gly Lys
Lys Arg Gly

1650
Ala

1705
Pro Ala Tle
172¢
Cye Ala

His Thr

Agn Asn

1755
Ala
1770

Ser
Ala Ala
1785
Phe Pro Gln
1800

Glu Arg Ser

Lys Thr val
1835

18S0

1329

Glu Glu Glu Glu
1435

Ser

Leu

Ser

ile

Gln Thr Lou
1440

Leu Phe Pro
1455

Glu Val
1470
Pro

Gly

Trp Lys

Pro
1485
Lys

Pro val

Gln Lys Gly

1500

TYyr
val
Lys
Trp

Aan

Glu Gly Thr
1520

Lys

Lys
Met His
1535
Leu Ile

Leu
Lys Asp
1550
Lys Glu Gly Glu
1565

Pro Arg Ala Val

1580

Gly
Ser

Gly

Glu Lys

Lys

Thr Ile Gly Ala
1600

val Asp

1615

Thr Arg

Pro Ile

Val val
1630
Ser Ile Glu
1645

Arg Arg

Leu Thr

1660

Lysa

l.eu Arg
Glu Met Glu Glu

Arg Ala

Phe

1740
Leu lle Tle Met

Ala Arg Gly Tyr
Cly 1le Phe Met Thr
Ser Asn Ala Pro Ile
Trp Asn Ser Gly His
1820

Trp Phe Val Pro Ser

Arg Lye Asn Cly Lya

Pro
16890
Leu

hry Tyr Leu

Thr Leu Ile
1695
Ala Leu Arg
1710
Glu His Thr
1729%
Thr Met

Gly
Gly
Arg Leu
Glu
1760
Ser

AsSp

Ile
1175
Ala Thr
1730

Met
1805

Glu

1le
1840
Arg
1855



val Ile
Arg Thr

Gly Ala

Gln Leu ser
1860

Asn Asp Trp

1875

Asn Phe Lys

Arg
Asp

Ala

1850

Lys Pro
1905
Pro Met

Gly Arg
?ro Leu

Leu Ley
1970

Glu Pro

1985

Arg Gly

Ieu Pro

Ala Asp

Glu Glu
2050
Lys Leu
2069
Ala Leu
Asn

Lys Ala

Ala Gly
21390
Leuy Qlu
2145
1le Phe

Qly Metc

ile Gln

Ile val
2210
Asn Gln
2225

Thr Met

Gly Leu
Tle Asp

Thr Phe

Val 1le Thr
1910

His

Leu

Val Thr
1925

Arg Asn

Pro
Asn Pro
1940
Glu Asn Asp Glu
1985

Asp Asn lle
Glu Arg Glu Lys
1990
Glu Ala Arg Lys

200%

Trp Lou Ala
2020

Arg Arq Trp Cys
2038
hsn

Val

Val Clu val

Lys PFro Arq Trp
2070

Glu Phe Lys

2085

1le Thr Glu

2100

Asp Ala

Lys
Leu
Arg Leu
21156
Gly Ala

Lys Tyx

Thr Leu Leu

2180
Leu Met

2165

Ile Ile

Leu

Leu Phe

Cys Cys
2180
Pro His Ile
2195

Leu

Trp

Leu Ile Pro

Thr Val
2230
Met

Leu Tyr

Ala Asn Glu
2245
Asn Ile Ala
2260

Arg Pro Ala

Gly

Leu
2275
1le Thr Pro Met

160

Lys Thr Phe Asp
1865
Phe Val Val
1880
Glu Arg Val
1895
Asp Gly Glu Glu

Thr

Ile

Ala
1830
Gln

Ser Ser Ala

Glu Asn Asp

1945

Asp Cys Ala His
1960

1978

Ser Glu”
Thr Asp
Asp Pro
1900
Arg Val

1915
Gln Arqg

Tyr lle

Trp lLys

Asn Thr Pro Glu Gly Ile Ils

1580

TYY val Tys “Thr -
i870
Ile Ser Glu
1888
Arg Arg

Met

Cys Met

Ile Leu Ala Gly

1920
Arg Gly Arg Ile
19215
Met Gly Glu
1550

Ala Lys Met

Tyr

Glu
1965
Pro Ser Leu Phe

Val Asp Ala Ile Asp Gly Glu Tyr Arg Leu

Thr

2010

Tyr

2025

Phe

2040

Glu Ile
2058

Leu A=z=p Ala Arg

Ala Ala

2090

Arg Leu

2105

Leu

Glu Phe

Met Gly

Asn Ala
2120
His

Asp
Asn Ala
2135
Leu

Leu

Thr Leu Leu

Ser Gly Arg Gly
2170
Thr Ala Ser lle
2185
Ala Ala Ser
2200

Pro

1le
Glu Glu
2215

I1le Ile

Lys

Ala lle

Gly Phe Glu
2250

Pro

Leu
Gln Gln
2265
Trp Thr

Thr

Ala
2280
Arqg Hip Ser

Ser

Leu

1935

2060
Ile Tyr
2075
Gly Arg

Fro Thr

Leu
Glu

2140
Thr

Ser

Ala
2155
Met Gly

Leu Leu

Ile Lcu

Glo Arg
2220
Leu Thr
2218

Lys Thr

Glu Ser

Leu Tyr

Ile Glu

2000

Phe Val Asp Leu Met Arg Arg Gly Asp

2015

Lys val Ala Ala Glu Gly Ile Asn Tyr

2030

Asp dly Thr Arg Asn Asa Gln Ile Lecu

2045

Trp Thr Lys Glu Gly Glu Arg Lys

Ser Asp Pro Leu
2980
Ser Leu Thr
2098
Met Thr
2110

Thr Ala

Lys

Phe Gln

Hig
2128
Leu

Glu
Pro Glu Thr

Val Thr Gly Gly
2160
Met Thr Leu

2175
Tyr Ala Gln
2190

Phe Phe Leu

Lys
Trp

Glu

2205

Thr Pro Gln Asp

Val Val Ala Ala
2240

Lys Asp Leu

2255

lle Leu Asp

2270

val Ala Thr

Lys
Asn
Ala

2285
ABn Sor Ser Val



2290
Asn Val Ser
23)0S
Leu Gly Lys

Leu Ala lle

Ala Leu Leu
2355
Gln Ala Lys
2370
Met Lys Asn
23BS
l1le Pro Tyr

Val lLeu
Cys Glu
2435
Sly asn
2450
Azn Ile

Glu

Ala
2465

Ser Ile Met Lys

Gly Glu Thr

Lys Ser

2515
Thr
253¢C
Val

Arg

Ala
25495
Leu val

Ser
Thr

Gly Trp Ser
Gly Leu
2595

Thr Tyr
2619

Phe Val Pro Pro Glu Lys

2625

Ala

Leu Ala

Leu Thr Ala Ile Ala Asn Gln Ala Thr

Gly Trp Pro Leu Ser Lys Met Asp 1le

2325
Gly Cys
2340
Leu Leu

Ala Thr

Pro Thr
Pro
240%
val

Asp

Cys
2420
Leu

Pro Gly

Phe Arg
Asn
2485
Leu Gly

2500

Glu pPhe Gln Ile

Lys

Arg Gly
Glu
2S€5

Tyr

Fro

Tyr
25860

Thr Lys Gly Gly

Gly Trp Asn Leu

2295

2310

Tyr Ser Gln
His
2360
Ala

val Ala

Arg Glu
2175
val Asp Gly
2350
Lys Phe Glu

Thr Gln val

Thr Ala
2340
Trp

Leu

Phe
2455
Ser

Arg

Gly
2470
Thr Thr

Tyr

Ser

Glu Lys Trp

Tyr Lys
2520
Glu Oly Ile
2533
Ser Ala Lys
2550
Gly Lys Val
Cys Gly Oly
Pro Gly
2600
Val Arg
2615
Cys Asp
2630

Ser Ser Pro Asn Pro Thr Val Qlu

Asn Leu Val Glu Asn Trp

Val Leu Aan Pro Tyr Met

26758

Gln Arg Lys Tyr Gly Gly

2690

Ser Thr His Glu Met Tyr

2705

Ser Ser val Asn Met Ile Ser Arg Met Leu Ile Asn Arg Phe Thr

2645

2660

2725

Leu Asn

Pro Ser
2680

2695

2710

161

2300

Val

2315

Gly
2310

Val Asn Pro Ile

2345

Tyr Ala Ile Ile

Thr

Gly
2365
Gln Lys Arg Ala Ala

2380
lle Thr Val Ile

23195
Lys Gln Leu Gly
2410

Leu Met Met Arg
2425
Thr

Asp
Gln
Thr
Ser

2448
Rla

Gly Pro val

Thr Thr Ile

2460

Ala Gly Ala

2475

Arg Arg
2490

Ser Arg

Asn

Leu Gly

Thr Cly Thr

Lys Leu Aan
2505

Lya Ser Gly Gln
2525

Thr

Tle

Glu
2540
Phe Val

Lys Arg Gly

Leu Arg Trp
2555

Agp Leu

2570

Lys Asn Val Arg

Val Gly Cys
Leu
2585
His Glu Glu Pro 1lle
2605
Gly Vval
2620
Cys Asp

Leu Gln Serx

Thr Leu Leu
2635
Gly Arg Thr Leu
2650
Asn Thr

Ala

Asn Gln Phe

2665

Val Ile Glu Arg Met
2685

Ala Leu Val Arg Asn Pro Leu Ser Arg

2700

Trp Val Ser Aan Ala Ser Gly Asn Ile

2715

2730

Leu Met Gly
2320

Pro Leu

233%

Thr Ala

Val

Leu
2350
Pro 4ly Leu

Ala Qly lIle

Leu Asp Pro
2400
val Met Ley
2415
Thr Trp Ala
2430

Thr Leu

Trp

Val Ser Met

Leu Phe
2480
Ile

Leu
Gly Asn
2495
Ala Leu Gly
2510
Glu val Asp

Asp His His

Glu Arg Asn
2560

Arg Gly

2575

Val Lys

Gly

Glu
2590
Pro Met Ser

Asp Val Phe

1le Glu
2640
Leu

Gly
Arg Val
2655
Cys Val Lys
2670
Glu Thr Leu
Asn

Val
2712¢
Met
27135



Arg His
Thr Arg

Gly Lys
2770

Lys Lys Ala
2740
Asn Ile Gly
27%%
Arg

Thr
Ile

Ile Glu Lys

162

Tyr Glu Pro Asp
2745
Glu Ser Glu Thr
2760
Ile Lys Gln
2775

Glu

Val Asp Leu Gly
2750
Pro Asn Leu Asp
2765
His Glu Thr Ser
2780

Ser Gly

Ile Ile

Trp His

Tyr AsSp Gln
2785
Glu Thr Lys

Arg Leu Leu

Ala Thry
2835
Asp

Met

val
2850
Lys Ile

Lys

Met
2865
Thr Pro Arqg

Asn Ala Ala

Ala Arg Glu
2915
Glu Arg Asn
2930
Melt Met
2938

Gly Serx

Gly
Arg

Phe Glu Ala

Agn Ser Leu
2995
Ile Leu Arg

3010
Agp Thr
3025
Glu

Ala

Glu Met

Glu Ala Ile
Thr
3C7%
Gly

Arg Pro

Gln Arg
3090
Azn Met Glu
3105

Lys Ser Ile

Trp Leu Val

Gly Asp A=ap
3155

Lcu Thr Ala

Pro
2750
Gin Thr Gly Ser

2805
Thr Lys
2820
Asp

Asp His TYyr

Pro Trp

Thr Thr Pro

Gln
2BSS

Trp

Thr Arg Thr

Thr Ala Glu

2870

Met Thr

Cys
2885

Gly

Arg
Leu 1le
2930
Ala

Ala

val Glu Agp
Glu

2335

Leu His Leu
Gla
2950

Trp

Lys Arg

Ala Ile
2965
Leu Qly Phe
2980
Ser

Gly val

Glu Val Ser

Gly Asp Thr
3030

Asn

Trp

Ile Thr His
3045

Fhe Lys

3060

Fro

Leu Thr

Arg Gly Thr

Gln val
1095
Leu Ile
3110

Leu Thr

Gly

Ala Gln

Gln His
3125
Arg val Gly Arg
3140

Cys Val Val Lys=

Leu Asn Asp Met

Ly=s
Ala
Asp
Phe
2840
Glu
Leu
Glu
Phe
Ser

2920
Gly

Lys Lya Leu
Tyr Met Trp
Leu Asn Glu

Glu Gly Glu

3000

Lys Lys Glu
3015

Arg
Met
Tyr
val
3080
Gly
Arg
Ala
Glu
Pro

1160
aly

Thr Ala Tyr
2795

Msat Val

Trp

Ser
2810
Val Prc Met

Ser

val
2825
Gly Gln Gln Arg
Pro Lys Glu Gly
2869
Lys Glu Leu
2875
Phe Thr Lys
2890

Asp

Trp
Glu
Thr

2905
Mg

Glu Asn

Phe Trp Glu

Lys Cys Glu Thr

His Gly Ser Tyr
2800
Val val
2815

Gln

hzn Gly

val Thr
2830
Phe Lys

Mot

val
2845
Thr

Glu

Lys Lys Leu

Gly Lys Lys Lys

2880
vVal Ser

Lys Arg

289%
Lys Trp Lys 5Ser
2910
Leu Val
2925

Cys Val

Asp Lys

Asn

TyT

2940

Glu Phe
2955
Gly Ala

Gly

Leu
2870
Asp His Trp
2985
Gly Leu His
Gly Giy Ala
ap20
Ilc Glu
3035
Glu Hin

Ile Thr

Ala QGly
3050
Gln Asn Lys Val
1065
Ket Asp Ile Ile
Thr Tyr Gly Leu
3100
Met Glu Gly
3lls
Glu Glu
3130

Leu Ser Arg

Gln
Ser 1le
Arg
314%
Leu Asp Asp Arg

Lys Val Arg Lys

Gly Lys Ala Lys

2960
Phe Leu Glu
2375

Arg Glu

Arg
Phe Ser
2990
Lys Leu QGly Tyr
3005
Met Tyr Ala Asp
Asp Leu Lys Asn
Jo4Q

Lys Leu Ala
i¢ss

Arg val
3070
Arg

Lys

val Gln
Ser
anas
Agn

Arg Asp

Thr Phe Thr

Glu Gly Ile Phe

3120
val Gln Asp
3125

1le Ser

Ala
Met Ala
3150
Phe Ala Arg Ala
3165

Asp lle Gln Gln



10

3170

7rp Glu Pro

1185

Ser Hie His

Yal Pro Cys

Gln

Gly Ala

Ser Arg

Phe His
1208

Arg Asn

3220

Gly Trp

3235

TyTr
3250

Leu Ala Ala

3265
Thr Ser

Thr Glu

Pro Trp

Arg

Asp

Met

hla Gln Met Trp

Asn Ala

Thr Thr
1285

Met Leu

3300

Glu Asp

31s

Tyr Leu
3330

Thr Ser Arg Ala

3345

val Arg Ser Leu

Met Lys Arg Phe

Gly Lys

Arg
Thr

I1le
3365
Arg
3380

163

31175
CGly Trp
1190
Glu

Asn

Leu Ile

3210

Gln Asp Glu

3225

Ser Leu Arg Glu Thr
3240

Leu Met Tyr
329s

Cys Ser Ala

Ser Phe

Ile Val
3270

Trp Ser Ala
3290

Axg

I[le Hins

Thr Val Trp Aen
1308

Pro val

3320

Gln Trp

Lys Thr Glu

Glu Asp
333%
Ala Lys Asn

Cys
Trp Ile
3350
Gly Asn Glu Glu
3370
Arg Glu Glu Glu
jiBs

Leu Ile Gly
Ala
His
Pro

3275
Ser His

<210> 48

<211> 15153
<212> DNA

<213> Suni Sekans

<220>
<223> Dang 3 plazmid p3

<400> 48

agttgttagt
tactgacagt
aaaaccgtcet
§9c9aagaqga
gttcataget
gggaaccttt
Aaaacatgetg
accagcaaca
gaagaatgaa
actcatagece
cattactgaa
gacctacgga
agctecccat
agcttggaga
actagcccta
catactacta
agateetgeg

ctavgtggac
tttttatcag
atcaatatgc
ctecrcaagaqg
cttceotcagat
aagaagtcgg
ageattatea
cttgctttee
agaggaaaat
atggatttgg
qtggagcctg
acgtgcaatlc
gteggeatgg
caggtcgaga
cttcrtgeec
atgechggtca
gaaggcctat

cgacaagaac
agagecagatc
tgaaacgegt
gactgctgaa
ttctagccat
gggctattaa
acagacggaa
acttgactte
ccctactttt
gagagatgtg
aagacattga
dagctggaga
gactggacac
aggtagagac
atracatagg
ccecatecat
caggagctac

agtttcgact
tcrgatgaac
gagaaaccgt
cggccaagga
tccaccgaca
ggtcctgaga
aaagacatcg
acgagatgga
taagacagcce
tgatgacacg
ctactggtge
gcacagacge
acgcacccaa
atgggccttt
cacttocottg
gacaatgaga
gtgggrrgac

RS YT

Asp Trp Thr Gln Val
3155
Met Lys Asp

Gly Arg
Arg Ala

Cys Leu
3245

hrqg Arg

1260

Ser His

Glu

val Trp 1lle

Ser Trp Glu

3325

Gly Ser Leu 1le

3340

Gln Thr Ala 1le
3355
Tyr Thr Asp Tyr Met

Glu Ala Gly Val Leu

cggaagertg
aaccaacgga
gtgtcaacstg
ccaatgaaat
gcaggagtct
ggcttcaaga
crctgtectca
gagccgegea
tctggaatca
grcacctaca
daccttarcat
gacaaaagat
acctggatgt
aggcacccag
acecagaaag
tgcqtgggag
gtggtgctcg

Pro Phe Cys
3200
Thr Leu Vval

3215

Arg Tle Ser

3230
Gly Lys
Asp Leu

Trp Ile

Ser
Axg

Pro

3j2sp

Met
3129%

Trp
Leu
3310
Glu Tle

Gly

Asn

Thr

Glu Asn

Pro

Leu

Gln

3360

Pro
317s
Trp
3190

cttaacgtag
aaaagacggqg
gatcacagtt
tggtiatggc
tggctagatg
aggagatctc
tgatgatgtt
tgakt.grgag
acatgtgcac
aatgcceocct
cgacatgggt
cggtggcegte
cggctgaagy
ggttcacaat
tggttatttt
taggaaacag

agcacygtygg

Ser

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020



gtgtgtgact
ggccacccaa
aacc¢gactca
ccacgtgtge
caagggaage
ggrgcagcat
ccaggtggga
tgaagccatc
agatttcaat
atggtrtett
gaataagaaa
agtccttgga
aacctcagga
attggaactc
agtctccgaa
accttgcaag
qgatcacagct
tecttttggg
gtacaagaag
catggecate
attaggaaaa
ctoctggata
aaacactagt
cgtggtgcaa
aagtggaatt
agactceccecce
aatecagqgteq
ctacatatta
cttagagcaa
aacatgggga
tgqgccaaac
agatracqgg
ccaactatgt
ctgacatgggc
cctcatagag
gctagagagt
caggeccgga
cttcaactat
atcactgaga
tacacttcet
acccatraat
ggrggataac
agaaaaattt
cicagggcaa
ctctgacaga
gcecatertty
gggagttgqgg
gaatggaata
actatggacyg
ctggagaaca
gagcatgagg
accacrtttt
999ggtgatg
geccatgget
cacgrcagca

acgatggceeta
ctggegaccece
aggtgccecca
aagcacacat
ctggtaacat
gagaacctca
aatgaaacgc
ttacctoaat
gaaatgattt
gacctaccet
gagcttcttg
tcgcaagagyg
ggcacaagta
asggggatga
acgcaacatg
attccttern
aacccagtgg
gaaagcaata
ggaagctcga
tigggagaca
atggtgcace
atgaaaattg
atgagcttta
gcetgacatgg
ttcqtcacta
aaaagactgg
acaaccagaa
tgggaaaaca
gggaaaagaa
aaggcgaaga
acaccagaqgt
ttcggagtct
gaccacagge
tattggatag
gtaaaaacct
gacatgatca
taccacaccc
tgtgaaggaa
acaacaacag
ccecetgegat
gagaaagaag
rtcacaartgg
gggaaaaage
ataacatgga
atgggaatgg
getttgggat
ttggccatgy
gcrttagggc
gcattagtct
gccaccctga
aaaacagatt
attttcagtt
gcrgrtggac
ggaccartag
gacctcactg

agaacaagcc
taaggaaact
cccaagggga
acqtggacag
gcacgaaatt
aatacaccgt
agggagtcac
atggaacecee
tgttgacaat
taccatggac
tgacattcaa
gagcaatgca
tttttgeggg
gctatgcaat
ggacaatact
ccacggagga
tgaccaagaa
tagtaattgg
ttgggaagat
cageootyggya
aaatatttgg
gaataggtgt
gctgecattgt
ggtgtgtcat
atgaggtcca
cgacagccat
tggagaacct
acatcaaatt
cactaacace
tagtgacagc
gtccaagtgce
tcacaactaa
taatgtecyge
asaggcaaaa
gcacatgyce
tcccaaagag
aaacggcagg
caacagttgt
tgtcagggaa
acatgggaga
agaacatgqt
gtgtcttgt-g
acatgattgc
gagacatggc
gcgtcactta
tcrtcoctgag
caacaacgrt
tcatggctct
ccctaatgtg
ttttggeegyg
ggctcccaat
tgaaagatac
ttgtgagtat
tggctggggyg
tagaaaaagec

164

cacgctggat
atgtattgag
agcgatttta
aggctgggga
tcaatgtttg
catcatcaca
qgqgctgagata
tgggctagqaa
gaagaacaaa
atcaggagct
aaacqgceacat
cacagcactg
gcacttaaaa
gtgcttgaat
catcaaqgte
tggacaaggg
ggaggagcee
aattggagac
gttcgaggcece
ctttggatca
aagtgcttac
cettttaacce
gataggaatc
aaactggaaa
cacctggaca
tgcaggcgct
cttgtggaag
aacggragrt
acaacccatg
tgaaacacaa
cicaagagca
catatggctg
agceogttraag
gaatggaaqgt
aaaatcacac
tctggeotggt
accctggcac
catcacagaa
gttgatacac
agacggctge
aaagucttea
rttggcaatc
aggggttcte
gcacacacte
cctagcattg
gaaactgaca
acaactgcca
taaattaata
ttcaaataca
aatttctett
ggctgtgaca
gctcaaaagyg
tctagctagt
cttgctgata
agcagatgtg

atagagctec
ggaaaaatta
cctgaggagce
aacggetgtg
gaatcaatag
gtgcacacag
acaccccagg
tgctcacgeac
gcatggatgg
acaacagaaa
gcaaaaaagc
acaggagcta
tgtagactca
gcetttgtgt
gagtacaaag
aaagcccaca
gtcaatattg
aaagccttga
actgccagag
gtaggtgaglg
acagcoctat
tggatagggt
attacactct
ggcaaagaac
qagcaataca
tgggagaatg
caaatagcca
grgggtgata
ganctaaaat
aattcectcett
tggaatgtgy
aaactccgag
gatgagaggg
tggaagctag
actctttgga
cccatttcge
ttaggaaaat
aattgtggga
gaatggtgtt
tggtatggca
gtctcagcag
ctttttgaay
ttcacgtteg
ataatgattg
attqgcaacat
tctagagaaa
gaggacateg
acacaatttg
attttcacgt
ttgccagtgt
gctatgggag
agaagctggc
rctectectta
gegtgetacg
acatgggaqg

agaagaccga
ccaacgtaac
Aggaccagaa
geetgtrtgg
agggaaaagt
gagatcaaca
catcaaccgt
ggacaggttt
tacatagaca
¢accaacctg
aagaagtagt
cagagatcca
agatggacaa
tgaagaaaga
gggaagatge
atggcagact
agqgcagaacce
aaatcaactg
gtgcaaggeg
ttttasattc
ttagtggagt
tgaattcaaa
atctgggagce
tcaaatgtqyg
aatttcaagc
gagtgtgcgg
atgaactgaa
taatrtggaqgt
attcatggaa
tcataataga
ggg93ggtgga
agatgtacac
ccgtacacgce
aaaaggcatce
gcaatggtgt
aacacaacta
tggagctgga
caagaggccc
googetegtg
cggaaattag
ggagtggaaa
aggtgatguaqg
tactccttct
ggtccaacgc
ctaaaattca
atttatrgrt
aacaaatgge
aaacatacca
tgactgrtgc
gcecagtcettce
ttccacecect
cactgaatga
ggaatgacgt
tcataactgg
aagaggcetga

1080
1140
1200
1260
1320
1380
14490
1500
1560
1629
1680
1740
1800
1860
13520
1980
2040
2100
2160
2220
228¢C
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2es80
2940
3000
3060
Jla0
3is0
3240
3100
3360
3430
3480
3540
3600
3660
3720
31780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
3260
4260
4320



gcaaacagga
aaaagatgat
gtcaggcatt
gcaaacccaa
agaactggaa
3959gttgga
agtgttgaca
gatttcatac
ggttactgcce
ccagacaaca
atctcccatce
aaagaatgqt
accagagttg
cgggtcagga
cttaaggact
gaaagggctc
gattgtrgat
tccaaactac
ggctagaggg
agccacacce
agaaagagac
¢gggaagacg
gcggaaaaat
Aaaagactaaa
caatttcaaa
agacggaceeg
gcaaaggaga
gggccageccc
agacaacatc
gtcagccgec
actcatgagg
caaatataca
gaatatqgagat
gcttgatgece
tggtagaaag
agcrcacaga
£99g9agggcc
cctgggacece
gattggaaaqg
ggctgatgtce
gttacttata
cgtgatagge
aaccacaaag
tttggatgtqg
aataacacca
tatagccaac
ggacttaggc
cacagcggca
aaaagccact
gygatgggata
actaggacag
atgggctrtt
atcacctggg
qagctattta
gagagggaca

gtgtcccaca
gagactgaga
tttecatact
agatccgqtg
gaaggggttt
gtacadaaag
cacaatggga
g9aggaggat
gtagagcctg
aCaggggaga
ataaacagag
ggctatgtca
gaagaagaga
aagacgcyga
ctaattttqg
ccaataaggt
ctaatgtgcc
aacttgataa
tacatatcaa
cctggaacag
ataccagaac
gtgtggtttyg
ggaaaaaagg
ctaaatgate
gcagacagag
gagcgcgtga
gggagagttg
ctcaataatg
aacacaccag
atagacggeyg
aggggtgace
gatagaaagt
gtggaaatct
cgcacttatt
tcaattgecce
acgagazacyg
tacaggcatyg
dtgatcctgt
acttcaatag
ccactccaat
ccagaaccag
atactcacac
agagatttag
gacttgecace
atgttgagac
caggcagtgyg
gtgccactat
attectocctge
cgtgaagctc
atgacaatag
gttatgetee
tgtgaagctc
aagttctgga
gcaggagctyg
gggtcacagg

atttaatgat
acatcrttaac
ccatacccge
tceocratggga
ataggatcaa
aaggagttet
aaagactgga
gQaaattgag
ggaagaacce
raggaqgcgat
ag9gaaaggt
gtggaatagc
tgttcaaaaa
aatatcttcce
caccaacaag
arcaaacaac
acgcaacgtt
taatggatga
ctcgtgtagq
ctgatgeeott
gctcatggaa
tcectagceat
tcacttcaact
ggqactttgt
tgatcgaccc
tecctggcggg
gcaggaacce
atgQaagacea
aagggatcat
aataccgcct
tcccagtttg
ggtgttttga
ggacaaagga
cagatcccit
ttgatcttgt
ccctggacaa
cagtggagga
taacaggtgg
gactcatttg
ggatcgcgec
aaaagcagag
tggctgcaat
gaatgtccaa
cagcatcagc
araccataga
tcctgatggyg
tggcactgggy
tagtcacgca
aaaaaaggac
acctagatcce
tggttctgtg
taaccctagce
acaccacgat
ggcttgetet
gtgaaacctt
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cacaqttgat
agtgcttttg
aacactgttg
cgttcccage
gecagcaagga
ccacaccatg
accaaactgg
tgcacaatgg
aaagaacttt
tgcactggac
actgggattg
acaaacaaat
gcgaaatcta
agctattgtt
ggtagttgeca
tgcaacaaaa
cacaatgcgt
ggctcatterc
aatgggagag
toectragayc
ttcaggcaat
caaagctgga
tagtaggaag
ggtgacaaca
aagaagatgt
accaatgecca
acaaaaagaa
tgctcactgy
accagetete
gaagggtgag
gctagcccat
tggagaacgc
aggaguaaaag
agcgctcaag
gacagaaata
tctggtgatg
actaccagaa
agcaatgeott
tgtagetgcee
tgeccatagte
aactccccaa
agtagcuagaee
agaaccaggt
ctggacattg
gaattccaca
tttagacaaa
ttgttattca
ttatgctatt
agectgetgga
tgtaatatac
tgoagttcaa
cacaggacca
agcrgtttee
ttctatcatg
gggagaaaaq

gacgatggaa

aaaacagcat
gtcrggcaca
cccccagaga
atttetggga
tggcacqtca
gctagcgtga
caaaaaggag
caaaccatgce
ttcaagcotg
tatggacaatg
gcagaaccag
accataatgg
agagaggcaa
gctgagatyg
tctgaacaca
ttgctgtcac
acagacccag
gcagccegeaa
aacgctccaa
gaatggatta
aatgacatag
acthttgaca
gacatttcag
ctcaagcecayg
gtcaccgtag
aatgaccaat
acagaagcaa
tttgaaccag
tccaggaaga
aaagragcat
aacaatcaaa
asaaaattga
gaattcaagg
ggaagagtgc
ttgcacacgt
acaatggaas
ttecttgatatc
tccagecggta
ctggagtrtt
gacaatcaac
astgaaaktgg
gttgtrtcee
tacgctgtgg
gcaaatgtgt
ggatggccga
caagtgaacc
ataggtccag
ataatgaaga
gattcaaaat
cttrtgttaa
ataacaacac
atggcgaaca
aaatcagttg
tggaaaaaga

caatgagaat
tactaatagt
cttggcaaaa
cacagaaagc
aaacccaage
caagaggagc
aaaaagatct
aggaggtgca
caqggcatttt
gaacttcagg
gagtagtcac
acggaccgac
atctecatcee
tcaagagacyg
aagaagcatt
cagggagaga
cagtcagggt
ccagtatagce
ctttcatgac
ttcaagatga
ccgactttge
caaactgectt
cagaatatca
aaatgggagc
tgarttigac
cgagegctge
acatattcat
aaatgctgct
aaagggagaa
ectcgtgga
cagaagggdat
ttttagagga
gacctaggtg
acrttgoegge
cttcacactt
cagaacatgg
cactcttact
caggtaaaqgqg
tgttatggat
ttatgatgge
tcgcatatgt
gactgttgga
caaccagcta
ccacaacagt
ccctggcage
tatcgaaaat
cactaactct
gattgcagac
atccaacggt
ttgaaaagca
tgagaacatc
tctgggaagg
tctttagagg
gaacaggaaa
aattqaatca

4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4580
52490
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
SB20
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
5720
6780
5840
5900
6960
J020Q
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
1620



attaceccgqg
agaagccaaa
cgcaaaactt
cttaggctgt
agtgcgagga
cggatggaac
gtgtgatact
cagaaccata
taaagtatty
acatggagga
gatatctaat
taacagattc
ggggacccga
aataagaagg
taaaacgtgo
gataaatgga
gatggcaatyg
caccaggaca
gcritggaga
aaaaaaggtc
cagtgctaga
actccacaana
gaaacttgga
agccagatac
tgaaaactct
anacattrce
aagaataaca
acacaggcag
traacgacca
cagtggacag
cagacaaaty
agagaagaada
catcagcggg
tgccctgaat
atggcatgat
agatggaaga
aatctctceaa
ccaaatgtgg
atgttcagea
tcaccakcag
ggataatcca
4gggaagaga
ggcocagaac
tctggactac
ttggtaaacg
gaagaagctg
asagccacgg
ggaggctgea
ceccreccatg
Caaaggacta
Jgagaccagag
aactggrgety
gterggtatg
catgttgtgc
ggccgeagty

aaagagtttg
gaagggttga
caatggttcq
ggaagaggag
tacaclaaag
atagtcaagt
ctattgtgtg
agagtcttga
aaceccttaca
atgcttgtga
ggcacaqggca
acaatgacac
catgtcaatg
atcaaggaqg
gcttaccatg
gt.cgtgaaac
acggatacaa
cceagaccta
accerggaaa
agaaccaacg
gctgctgttg
ttgggcaagt
gagttiggca
cttgagttcg
tacagtggay
aagatacccyg
gaagatgacc
ttagcaaacg
actccaaagg
gtgggaacrt
gaaggagaag
gttacacaat
gatgattgcg
gacatgggaa
tgygcaacagyg
aagttggtag
ggagcaggat
actctcatgt
gtaccagtce
tggatgacka
tggatggaag
gaagaccaat
atacttacgg
atgecttcga
taggaagtga
tgcagcctgt
trtgagcaaa
aactgtggaa
acacaacgca
gaggttagag
atcctgectgt
ttgaatcaac
gcttcattca
aaaaaagcegg
ttatcactca

acctttacaa
aaagaggaga
tggagagaaa
gctggtcata
gcggeccagg
taatgagtgg
acattggaga
agactggttga
tgccaactgt
gaaatccact
atatcgtrte
ataggqagace
cggaaccaga
agcatagctc
gatcctatga
tcctcacgaa
ccecattcgg
tgecaggaac
ggaacaaaag
cagcrtatggg
aggatgaaga
gtggaagcly
aagcaaaagg
aagcactcgg
tagaaggaya
gaqgagctat
tgcacaatga
ctatatctcaa
gcacggtaat
atggrcrgaa
gtgtgttgte
ggttggaaac
tggtgaaacc
aagttaggaa
tccetttety
ttecectgocag
ggagecttag
actttcacaq
attgggtccc
cagaagacat
acaaaactce
ggtgcggatc
caatccaaca
tgaagagatt
aanagaggca
gagceccocgtc
ccgtgorgee
gcegtacgca
gcagecggggce
gagaccooce
ctocctcagea
aggtrerggt
gctecoggqLte
ttagectoctE
tggttatgge
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gaaatccgga
aataacacac
catggtcatc
ctattgtgca
acatgaagaa
aaaggatgtg
atcttcacca
accatggcta
gattgagcac
ctcacgaaac
ttcagtcaac
caccatagag
aacacccaac
aacatggcac
agttaaggce
accatgggat
ccagcaaagg
aagaaaggtt
acccagatta
cgcecgttbeet
attctggaaa
cgtttacaac
cagtagagece
attcttaaat
aggactgcac
gtatgctgat
ggaaaaaatcc
gctcacarac
ggacatcata
tacattcace
gaaggcagac
asaaggagtg
aattgatgac
ggacatacct
ctcoeccaccace
acctcaggat
agaaactgcea
dagagatctt
cacaagcaga
gcttactgte
agtcaaaacc
actcattggt
ggtgagaagce
caggaaggaq
aactgtcagg
caaggacgtt
tgrggecteeg
cggtgtagca
ccgaqgetotqg
gcaaataaaa
tcattccagyg
accggtagge
ccaacgatca
cggtcctecg
agcactgcae

atcactgaag
catgecgtgt
ccogaaggaa
ggactgaaaa
ccagtaccta
ttttatctte
agcccaacag
aaaaataacc
ctagaaagac
tcecacgeacyg
atggtatcca
aaagatgtgg
atggatgtca
tatgatgatg
acaggctsag
gtggtgccca
gtrtttaaag
atggagatca
Tgtacgagag
acagaggaga
ctcgtggaca
atgatgggca
atatggtaca
gaagaccart
aagotgggat
gacacagctg
acacagcaaa
caaaacaaag
rctaggaaag
aacatggaag
ctcgagaacc
gagaggttaa
aggttcgecca
caatggcagce
tttcatgaat
gaattaatcg
tgectaggga
agactagcat
acgacgtqgt
tggaacagag
tgggaagatg
ctcactteca
crtataggca
gaggagtcag
ccaccttaag
aaaagaagaa
tcgtggggac
gactageggt
agggaagctg
acaqrcatatt
cacagaacqgc
atcgtggtgt
aggcgagtta
atcgttgtca
aattctotta

tggatagaac
ccagaggcag
gagtcataga
aagttacaga
tgtctacata
cacctgaaaa
tggaagaaag
agtttrgcat
tacaaaggaa
aaatgtactyg
gattgctact
attltaggagce
ttggggaaag
aaaatcctta
cctoctoeat
tggtgacaca
agaaagtgga
cageggaatg
aggagttcac
accaatgqgqga
gagaacgtga
agagagagaa
tgtggttggay
ggttctcgeg
acatcttaag
gttgggacac
tggaccctga
tggtcaaagt
accaaagagg
cccagttaat
ctcatctgcet
aaagaatggce
aktgccetget
catcaaaggyg
tgatcatgas
g9agagcgag
aagcctacgc
ccaacgccat
ctattcatge
tgtggataga
ctrtccatatct
gagcaacctg
atgaagagtt
agggagccat
ccacaqtacg
gtcaggceca
gtaaaacctg
tagaggagac
tcacctccttg
gacgctggga
cagaaaatqgqg
cacgctegte
catgatccce
gaagtaagtt
ctgtecargec

ooy
7740
7800
7860
7920
7980
80490
a100
8160
8220
8280
8140
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
ag20
29882
8940
5000
90860
2120
9180
9240
9300
9360
9420
8480
9540
2600
9660
9720
29780
9840
9300
9960
10020
100890
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
107490
10800
10860
109240



atccgtaaga
tatgcggoga
cagaactrta
cttaccgerg
atcttcract
aaaggguaata
ttgaagcatt
aaataaacaa
aaccattatt
tcaagaattce
agttaaattg
tccteggcac
gectettgeg
cgctatatgc
Ltyggecgecg
tggecgaccac
gecgocacagq
cteogocactt
ccgggggact
acggcectcaa
gaccgatgcee
ctatcgtcge
cagegeretg
tgtcgreege
ccaccaaacg
gcracgtctt
rcgeLreccgg
acgaccatca
ctggaccgct
catggatigt
ggagcecggge
tccaagaartt
gcagaacata
cgtrgggtce
ctggcggggt
cgactgectge
tgrrtcgraa
catcgcagga
gcattgacce
ctcacaacgt
ctctcgtrte
agtgaccaaa
aacgcttetg
gctkcacgac
tgaaaacctc
cgggagcaga
catgacccag
cagattgtac
aaataccgca
cggctgeggce
J39gataacg
aaggccgcgt
cgacgctcaa
cctggaagcet
geectetetee

tgottttcty
ccgagttgcet
aaagtgcrca
ttgagatcca
ttcaccageg
agggegacac
tatcagggtt
ataggggttc
atcatgacat
tcatgtttga
ctaacgcagt
cgtcaccetg
qgatatcgtc
gttgatgcaa
cccagtcoctyg
acgogteoctg
tgeggttget
cgggctcatg
gttaggcgcee
cctactactg
cttgagagcc
cgcacttatg
ggtcatttte
ggtattcgga
tttcggegag
gctggegttc
cggcatcggg
gggacagctt
gatcgtcacy
aggcgceccegcec
cacctegacce
qgagccaatce
tccatcgegt
tggccacggg
tgcettactg
tgcaaaacgt
agtctggaaa
tgctgctgge
tgagtgattt
tccagtaacc
atcggtatca
caggaaaaaa
gagaaactca
cacgctgatg
tgacacatge
caagcccgtce
tcacgtagey
tgagagtgca
tcaggecgetc
gagcggtatc
caggaaagaa
tgetggeget
gtcagaggtg
ceccrcgtgeg
cttcgggaaqg

tgactggtga
ctrgecceggce
tcattggaaa
gttcgatgta
trtctgggtg
ggaaatgtirg
attgtctcat
cgcgeacatt
taacctataa
cagecttatca
caggcaccat
gatgctgtag
cattccgaca
tttctatgeg
cregericge
tygatcctct
ggcgcctata
agcgettgtt
atctcettge
ggetgettec
ttcaacccag
actgtcttce
ggcgaggace
atctrgcacg
aagcaggcea
gcgacgcgag
atgcccgegt
caaggatcgc
gogatttatg
ctataccttg
tgaatggaag
aartcttgeg
ccgeocatete
tgcqcatgat
gttagcagaa
crgcgacctg
cgcggaaqtc
Taccetgtqg
ttctetggte
gggcatgric
ttacccccat
cogeocttaa
acgagctgga
agecrttaccg
agcrcecgga
agggegeqgte
atagcggagt
ccatatgcgg
trcegeottee
agctcactca
catgtgagca
tttccatagg
gcgaaacccg
ctctectgtt
cgtggegett
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gtactcaacc
gtcaacacgg
acgttcttecg
acccactcgt
agcaaahaca
aatactcata
gagcggatac
tccccgaasa
aaataggcgt
tcgataagct
gtatgaaatc
gcataggctt
gcatcgccag
cacccgbttct
tacttggagc
acgccggacg
tegecgacat
tcgacgtggs
atgcaccatt
taatgcagga
tcagctcctt
ttatcatgca
gctttcgctg
cceoctocgctca
ttatcgoeegg
gcrtggatggce
tgcaggccat
tcgoggeict
ccgecteqge
tctgecetcee
ccggogygcac
gagaactgtg
cagcagcogeo
cgtgeteeotg
tgaatcaccg
agcaacaaca
agcgccctge
aacacctaca
ccgeegeate
atcatcagta
gaacagaaat
catggccoege
cgcggatgaa
cagetgeetce
gacggtcaca
agcggqgqtgrt
gtatactgge
tgtgaaatac
tcgetecactg
aaggcggtaa
aaaggcecage
ctccgcecece
acaggactat
cogaccctge
tctcatagelL

aagtcatict

gataataccg
gggcgaaaac
gcacccaact
ggaaggcaaa
ctcteectke
atatttgaat
gtgccacctyg
atcacgaggce
ttaatgcggt
taacaatgcey
ggttatgcceg
tcactatgge
cggagcactg
cactatcgac
categtggcc
caccgatqgyg
tatggtggca
ccttgecggeyg
gtcgcocataag
ccggtgggcyg
actcgtagga
gagcgegacyg
agccttoegtc
cartggceggcec
cttecccartt
gcetgtccagg
taccagccta
gagcacatgg
cgogtrgeoge
cteogetaacg
aatgcgcaaa
acgcggcegca
tcgttgagga
atacgcgagce
tgaatggtct
accattatgt
tctgtattaa
cataccgceca
accecgtatceg
ccocecttaca
tttatcagaa
cagqcagaca
gegegtttcg
gcttgtctgt
ggcgggtgtce
Ttaactatgc
cgcacagatg
actcgctgeyg
tacggttatc
aaaaggccag
ctgacgagca
aaagatacca
cgettaccgg
cacgctgtag

gagaatagtg
cgccacatag
ccrcaaggat
gatcttcage
atgccgcaaa
ttcaatatta
gtatttagaa
acgtctaaga
cctttegtct
agtttatcac
ctcatcacgteca
gtactgeccgg
grgctgergg
tecgaceget
tacgcgatca
ggcatcaccg
gaagatcggg
ggcrcoegtgg
gcgygtgetca
ggagagegtce
cgggycatga
caggtgccgg
atgatcggec
actaqtcccg
gacgcgectag
atgattecttc
caggtagatg
actkbegatca
aacgggttgg
cgcggtgcat
gattcaccac
ccaaccettyg
tctocgggeay
cccggatagy
gaacgtgaag
tcggtttecg
tccggatety
cgaaycgctg
grtgtttacc
tgagcatcct
cggaggcatc
gccagacatt
tctgtgaatc
gtgatgacgg
aaqgcggatge
ggggcgcagc
ggcatcagag
cgtaaggaga
ctcggtcgtt
caucagaatca
gaaccgtaaa
tcacaaaaat
ggcgtttccec
atacctguce
gtatctcagt

10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
115940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12040
123900
12960
11020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
140490
14100
14160
14220
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tcggtgtagg
cgetgegect
ccactggcag
gagttctrga
gcrectgotga
accaccgctg
ggatctcaag
tcacgttaag
aattaaaaat
taccaatgcect
gttgcctgac
agtgctgcaa
cagccagoeyg
tctattaact
grtgttgcea
trtecgggeg

<210> 49
<211> 3390
<212> PRT

tegttcgetce
tatcecggtaa
cagccactgg
agtggtggec
agccagrrac
gtagcggtag
aagatccrtt
ggactetggt
gqaagttttaa
taatcagtga
Lcecegregt
tgataccgeg
gaagggccega
gttgccggga
ttgctgoaag
cgecgatctta

caagctggge
ctatcgtctt
taacaggatt
taactacgge
cttcggaaaa
rtettetgtt
garctrtect
catgagatta
atcaatctaa
ggcacctate
gtagataact
agacccacgce
gcgcagaagt
agctagagta
atctggctag
ggtgacacta

<213> Dengue 3 (Sleman/78) virusl

<400> 49

MeL ABn

Lys Arg

Phe Ser

Ala Phe
S0
Val Leu
65

Leu
Arg

Leu Ala

ABD
Val
Arg
is

Ile
Ala
Gly

Lys

Phe

Gln Arg

Arg Asn
20
Gly Leu

Ala Phe

Arg Trp

Lys
BS
Lye Thr
=00

His Leu

115

Qly Lys
130
Ile Aan
145
Asp Thr

Asp Ile

Thr Cys

Aan

Met

Val

Asp

Asn

Glu Arg

Cys Thr

Thr Tyr
165
Cys Trp
180

Gln Ala

195

Ala
210
Met Serx

225

Pro

Ala

His Vval

Glu Gly

Lys Lys

Arg Val

Leu Aan

Arg

55
Thr

Ser

Thr
Ser
Gly
q40

Phe
PLe
Glu Ile
Cys

Arg

168

tgtgtgcacg
gagtecaacce
agcagagcga
tacactagaa
agagttggta
tgcaagcagc
acggggtcetg
tcaaaaagga
agtatatatg
tcagcgatct
acgatacggg
tcaccggcte
ggtectgcaa
agtagttege
cgatgaccct
tag

Gly Lys
10

Thr Gly
25

Gln Gly
Leu
Lys

ABD
Q0
Leu Met
105

Asp Gly

120

Gly Lys

135
Leu Ile
150
Lys Cys

Cye Aan

Gly

Sar

Ala

Pro

Leu

His

Leu Leu

Met Asp
Ile
170
Ser

Leu

Thr
185

Arg Arg

200

Met
21s

Trp

Gly

Ala
230

Gly

Arq

Leu ASBp

Gln val

aaccccccgt tTagctegad

cggtaagaca
ggtatgtagg
ggacagtatt
getcttgatc
agattacgcg
acgctcageg
tcttcaccta
agtaaacttg
gtctatttcg
agggcttacce
cagatttatce
ctttatccge
cagttaatag
gctgattggt

Pro Ser Ile

Ser Gln Leu

Pro Met Lys

45

Ile Pro Pro

60

Ser Gly Ala

%

Met Lau

Met Leu

Giu Pro Arg

12s

Phe Lys Thr

140

Leu Gly Glu

155

Thr Glu val

Thr val

Trp

Aap Lyu Arg

205
Thr Arg Thr
220

Lys val

cgacttatcg
cggtgctaca
tggtatctgc
cggcaaacaa
cagaaaaaaa
gaacgaaaac
gatcotttta
gtctgacagt
trtcatecata
atctggcccco
agcaataaac
ctccatcecag
tttgcgeaac
tcgctgacca

Met
15
Lys

Asn

Ala
30
Ley Val

Thr Ala

Lys

‘14280
14340
14400
14460
14520
14560
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15153

Leu
Arg
Met
Gly

Val

80

Ils
25

Ala
Ile

Ser

Met Cys

Aty
Thr
Val
Gly

Azp

160

Glu Pro
175
Thr Tyr
150
Ser Vval
Glin

Glu Thr

Glu
Gly
Ala
Thr Trp

Trp

240



Ala

Tyr

Mel

Leu
305
Leu

Cys
3BsS
Cys
Tyr
Asan
vVal
Pro
465
Aun
Pro
Glu
val
Ala

545
Leu

TYT
Thr
Ala
Hins
625

iu
Val

Gly

Phe
Ile
Leu
Asp
290
Glu
Asp
Lys
Cys=
His
3170
Gly
Leu
Thr
Glu
Glu
450
Arg
Ly=
Trp
Leu
val
5340
Tar
Lys
Ala
Oln
Pro
6§10
Asn
Pro

Ile

Ser

Arg
Gly
val
275
Phe
His
1le
Lew
Pro
3§5
val
Leu
Glu
val
Thr
415
Ala
Thr
Ala
Thr
Leu
515
Leu
Glu
Cys
Met
His
599
Cys
Gly
val

Gly

Ser

His
Thr
260
Thr
Val
Gly
Glu
Cys
340
Thr
Cys
Phe
Ser
Ilc
420
Gln
Ile
Gly
Trp
Sor

500
val

Arg
Cys
580
Gly
Lye

Arg

Asn I

Ile
660
Ile

Pro
245
Scr
Pro
Glu
Gly
Leu
3125
Ile
Gln
Lys
Gly
ile
408
Ile
Gly
Leu
Lmy
Met
105
Gly
Thr
Ser
Gln
Ley
565
Leu
Thr
Ile
Leu
645

Gly

Gly

Gly
Leu
Ser
Gly
Cys
310
Gln
Glu
Gly
His
Lys
380
Glu
Thr
val
Pro
Aap
470
val
Ala
Phe
Gln
Thr
550
Lys
Asn
Ile
Pro
Ile
630
Glu

Asp

Lys

Phe
Thr
Met
Leu
295
val
Lys
Gly
Glu
Thr
378
Gly
Gly
Vai
Thr
Glu
455
Phe
Hie
Thr
Lys
Glu
515
Ser
Met
Ala
Leau
Phe
615
Thx
Ala

Lys

Met

Thr
Gln
Thr
280
Ser
Thr
Thr
Lys

Ala
360

Tyr
Ser
Lys
His
Ala
440
Asn
Arg
Thr
Asn
520
Gly
Gly
Asp
Phe
Ile
600
Ser
Ala
Glu

Ala

Phe

169

Ile
Lys
265
Met
Gly
Thr
Glu
Ile
345
1le
val
Leu
Val
Thr
425
Glu
Gly
Glu
Gln
Glu
50%
Ala
Ala
Gly
Lys
val
<8BS
Lys
Thr
ABND
Pro
L.eu

665
Glu

Leu
250
val
Arg
Ala
Met
Ala
330
Thr
Leu
ABp
val
val
41Q
Gly
Ile

Thr

Met

Trp
490
Thr
His
Met
Thr
Leu
70
Leu
val
Qlu
PTo
Pro
650

Lys

Ala

Ala
val
Cys
Thr
Ala
315
Thr
Asn
Pro
Arg
Thr

395
aln

Thr
Leu
Ile
475
Phe
Pro
Ala
KHis
Ser
555

Glu

Lys

ASp
val
635
Phe
Ile

Thr

Leu
Ile
Val
Trp
300
Lys
Gln
val
Glu
Gly
380
Cys
His
Gln
Pro
Cly
460
Leu
Phe
Thr
Lys
Thr
540
Ile

Leu

Lys

Gly
620
val
Gly

Asn

Ala

Phe
Phe
Gly
285
Val
Asn
Leu

Thr

Glu
165

-

+Ip
Ala
Glu
His
Gln
449
Leu
Leu
AED
Trp
Lys
545
Ala
Phe
Lys
Glu
Lys
608
Gln
Thr
Glu
Trp

Arg

Leu
Ile
270
Val
Asp
Lys
Ala
Thr

350
Gln

Gln
430
Ala

Glu

Leu
Asn
510
Gln
Leu
Ala
Gly
Val
590
Gly
aly
Lys

Ser

Ty
670
Gly

Ala
255
Leu
Gly
Val
Pro
Thr
338
Asp
Asp
Asn
Phe
Leu
41%S
val
Ser
Cys
Met
Pro
495
Lys
Glu
Thr
Gly
Met
575
Ser
Glu
Lys
Lys
Ann
65%

Lys

Ala

His
Leu
Asn
Val
Thr
320
Leu
Ser
Gln
Gly
Gln
400
Lys
Gly
Thr
Ser
Lys
480
Lecu
Lys
Val
Gly
Hia
560
Ser
Glu
Asp
Ala
Glu
640
Ile

Lys

Arg



Arg Met
690
Gly val
708
Ala Tyr

Ile Gly

Met Ser

Ala VvVal
770

Glu Leu

78%

Thr Ala

Thr Thr

ABn TyT
B0

Asp lle
865
Pro Met

Val Thr
Thr Pro
Glu Asp
910
Arg Glu
945
Val Lys
Ser Gln

Val Lysa

Val Leu

101¢C

Ser Gln
102%

Trp His
Thr Val
Thr Thr

Cys Thr

675
Ala

Leu
Thr
val
Phe
759
val
Lys
Glu
Ile
Arg
815

Ile

Ile

Glu
315

LYT
Met
Asp
Lys
Thr
995
Glu
His
Leu

Val

Thr

1076

Ile
ABn
Ala
Leu
740
Ser
Gln
Cys
Gln
Ala
820
Met
Lsu
Gly

L.eu

Glu
900
Cys

Gly
TyT
Glu

AsSn
280

Cys
Ser
Aan
Gly

Ile

1060

val

Leu
Ser
Leu

725
Leu

Cye
Ala
Gly
Tyr
80S
Gly
Glu
Trp
val
Lys
B85S
Thr
Pro
Phe
Thr
Arg
965
Gly
Thr
AsSp

Tyr

Lye

1045

Thr

Ser

Leu Pro Pro

1090
Gly Met Glu Ile Arg

110%

Gly Asp
695

Leu GCly

710

Phe Ser

Thr Trp
Ile Val

Asp Met
175

Ser Gly

790

Lys Phe

Ala Trp
Asn Leu

Glu Asn
855

Leu Glu

870

Tyr Ser

Gln Asn

Scr Ala

Gly val
935

Gln Leu

50

Ala val

Ser Trp

Mst lle
1015

Arg Pre¢

1030

Lau Glu

Glu Asrn
CGly Lys

Leu Arg

170

[3:14]
Thr

Lys
Gly
Ile

1

Iie
760
Gly
Ile
GLin
Glu
Leu
640
Asn
Gln
Try
Ser
Ser
920
Phe
Cys
His
Lys
Lys
1000
Ile
Gly
Lrau
Cys

Leu
1080

Ala
Met
val
Gly
745
Gly
Cys
Phe
Ala
Asn
825

Ile

Cly

Ser
930S
Arqg
Thr
Asp
Ala
Leu
985S
Ser

Pro

Tyt
Aap
Gly

1068
Ile

Trp
val
Ser
730
Leu
Ile
val
val
Asp
810
Gly
Lys

Lys

Lys

; Thr

BRSO
Phe

Ala
Thr
His
ASP
970
Glu
His
Lys
His
Phe
1050

Thr

Him

Tyr Met Gly

1095
Pro Ile Asn Glu Lys

1110

Asp

His
71%
Trp

1le
1le
Thr
795
Ser
val
Glin
Leu
Arg
B75
Trp
Ile
Trp
ABn
Arg
955
Met
Lys
Thr
Ser
Thr
1035
Asn

Arg

Glu

Glu
1115

Fhe
700
Gln
Ile
Ser
Thr
Asn
780

ARsn

Pro

ABN
1le
S40
Leu
Gly
Ala
ieu

Leu
1020

685
Gly

Ile
Met
Lys
Leu
765
Glu
Lys
Gly
Ala
845
val
Lou
Lys
Asp

val
925%

Trp

Met

Ser

Tre
1005
Ala

Ser
Phe

Lys

150
TYTr

Lys
Val
Arg
Ile
B30
Aan
Val
Thr
Ala
Cly
910
Trp
Leu
Ser
Trp
Ley
990

Ser

Gly

Gin Thr Ala

Tyx Cya Glu

Gly Pro Ser

10670

Val
Gly
Ile
135
Thx
Leu
Gly
His
Leu
[: B
Arq
Glu
Val
Pro
Lys
895
Pro
Glu
Lys
Ala
Ile
$75
Ile
ASn
Pro
Gly
Cly

1055
Leu

Gly
Ser
720
Gly
Ser
Gly
Lys
Thr
BOO
Ala
Ser
Leu
Gly
Glo

880
Ile

val
Leu
Ala
960
Glu
Glu
Gly
Ile
Pro
1040

Thr

Arg

Trp Cyna Cys Arg Ser
1085
Aap Gly Cys Trp Tyr

1100

glu Asn Met Val Lys

1.20



171

Ser Leu Vol Ser Ala Gly Ser Gly Lys Val Asp ASn Phé Thr Met Gly
1125 1130 1135
val Leu Cys Leu Ala Ile Leu Phe Glu Glu Val Met Arg Gly Lys Phe
1140 1145 1150
Gly Lys Lys His Met Ile Ala Gly Val Leu Phe Thr Phe Val Leu Leu
1155 1160 1165
Leu Ser Gly Gln Ile Thr Trp Arg Asp Met Ala His Thr Leu Ile Met
1170 1175 1180
Ile Gly Ser Asn Ala Ser Asp Arg Met Gly Met Gly Val Thr Tyr Leu
11835 1190 119% 1200
Ala Leu Ile Ala Thr Phe Lye Ile Gln Pro FPhe Leu Ala Leu Gly Phe
1205 1210 1215
Phe Leu Arg Lys Leu Thr Ser Arg Glu Asn Leu Leu Leu Gly Val Gly
122¢ 1225 1230
Leu Ala Mat Ala Thr Thr Leu Gln Leu Pro Glu Agp Ile Glu Gln Met
1235 1240 1245
Ala Asn Gly Ile Ala Leu Gly Leu Met Ala Leu Lys Leu Ile Thr Gln
1250 12558 1260
Phe Glu Thr Tyr Gln Leu Trp Thr Ala Leu Val Ser Leu Met Cys Ser
1265 1270 1273 1280
Asn Thr Ile Phe Thr Leu Thr Val Ala Trp Arg Thr Ala Thr Leu Ile
1285 1290 1295
Leuw Ala Cly Tle Ser Leu Leu Dro Wal Cyoc Cln Eer Ser Ser Met Arg
i300 1105 1310
Lys Thr Asp Trp Leu Pro Mat Ala Val Ala Ala Met Gly Val Pro Fro
1315 1320 1325
Leuw Pro Leu Phe Ile Phe Ser Leu Lys Asp Thr Leu Lys Arg Arg Ser
%330 1338 1340
Trp Pro Leu Asn Glu Gly val Met Ala Val Gly Leu Val Ser Tle Leu
1345 1350 1355 1380
Ala Ser Ser Leu Leu Arg Asn Asp Val Pro Met Ala Gly Pro Leu Val
13165 1370 1375
Ala Gly Gly Leu Leu Ile Ala Cys Tyr vVal Ile Thr Gly Thr Ser Ala
1380 138% 1390
Azp Leu Thr Val Glu Lys Ala Ala Asp Val Thr Trp Glu Glu Glu Ala
139% 1400 1405
Glu Gln Thr Uly VYal Ser ¥His Asan Leu Met Ile Thr Val Asp Asp Aap
1410 1415 1420
Gly Thr Me:- Arg Ile Lys Asp Asp Glu Thr Glu Asn lle Leu Thr Val
1425 1430 14358 1440
Leu Leu Lys Thr Ala Leu Leu Ile Val Ser Gly Ile Phe Pro Tyr Ser
1445 1450 1455
Ile Pro Ala Thr Leu Leu Val Trp His Thr Trp Gln Lys Gln Thr Gln
1460 1465 1470
Arg Ser Gly Vval Leu Trp Asp Val Pro Ser Pro Pro Glu Thr Gla Lysa
1475 1480 1485
Ala Glu Leu Glu Glu Gly val Tyr Arg Ile Lys Gln Gln Gly Ile Phe
1490 1495 1500
Gly Lys Thr Gln Val Gly Val Gly Val Gln Lys Glu Qly Val Phe His
1505 1519 1515 1520
Thr Met Trp His Val Thr Arg Gly Ala val Leu Thr His Asn Gly Lys
15258 1530 1535
Arg Leu Glu Pro Asn Trp Ala Ser val Lys Lys Rep Leu lle Ser Tyr
1540 1545 1550
Gly Gly Gly Trp Lys Leu Ser Ala ¢ln Trp Gln Lys Gly 3lu Glu Val



172

1555 1560 1565
Gln val Ile Ala val Glu Pro Gly Lys Asn Pro Lys Asn Phe Gln Thr
1570 157% 1580
Met Pro Gly Ile Phe Glan Thr Thr Thr Gly Glu Ile Gly Ala Ile Ala
1585 159¢ 1595 1600
Leu Asp Phe Lys Pro Gly Thr Ser Gly Ser Pro Ile Ile RAsn Arg Glu
1605 1610 1615
Gly Lys Val Leu Gly Leu Tyr Gly Asn Gly val vVal Thr Lys Asn Gly
1620 1625 1630
Gly Tyr Val Ser Gly Ile Ala Gln Thr Asn Ala Glu Pro Asp Gly Prao
1615 1640 1645
Thr Pro Glu Leu Glu Glu Glu Met Phe Lys Lye Arg Asn Leu Thr Ile
1650 1655 1660
Met Asp Leu His Pro Gly Ser Gly Lys Thr Arg Lys Tyr Leu Pro Ala
1665 1670 1675 1680
Ile Val Arg Jlu Ala Ile Lys Arg Arg Leu Arg Thr Leu Ile Leu Ala
1685 1690 1655
Pro Thr Arg Vval val Ala Ala Glu Met Glu Glu Ala Leu Lys Gly Leu
1700 1708 171¢
Pro Yle Arg Tyr Gln Thr Thr Ala Thr Lys Ser Olu His Thr Gly Arg
1715 1720 1725
Glu Ile Val Asp Leu Met Cys His Ala Thr Phe Thr Met Arg Leu Leu
1730 1735 1740
Ser Pro Val Arg Val Pro Asn Tyr Asn Leu Ile Ile Met Asp Glu Ala
1745 1750 1755 1760
His Phe Thr Asp Pro Ala Ser Tle Ala Ala Arg Gly Tyr Tle Ser Thr
1765 1770 1775
Arg Val Gly Met Gly Glu Ala Ala Ala Ile Phe Met Thr Ala Thr Pro
1780 1785 1790
Pro Gly Thr Ala Auzp Ala Phe Pro Gln Ser Asn Ala Pro Ile Gln Asp
179% 18C¢0 1805
Clu Glu Arg Asp 1le Pro Gliu Arg Ser Trp Asn Ser Gly Asn Glu Trp
1810 2815 1820
Ile Thr Asp Phe Ala Gly Lys Thr Val Trp Phe Val Pre Ser Ile Lys
1825 1830 18135 1840
Ala Gly Asn Asp Ile Ala Asn Cys Leu Arg Lys Asn Gly Lys Lys Val
1845 1850 1855
Ile Gln Leu Ser Arg Lys Thr Phe Asp Thr Glu Tyy Gln Lys Thr Lys
1960 186% 1870
Leu Aso Asp I'rp Asp Phe Val Val Thr Thr Asp Ile Ser Glu Met Gly
1875 1880 1885
Ala Asn Phe Lys Ala Agp Arg Val Tle Asp Pro Arg Arg Cyz Leu Lys
1890 1895 1200
Pro Val Ile Leu Thr Asp Gly Pro Glu Arg Val Ile Leu Ala Gly Pro
1905 19190 1915 192D
Mmer rro val 1hr val Ala Ser Ala Ala Uln Arg Arg Gly Arg val Qly
1825 1930 19235
Arg Asn Pro Gln Lys Glu Asn Asp Gln Tyr Ile Phe Met Gly Gln Pro
1340 1945 1950
Leu Asn Asn Asp Glu Asp Hia Ala His Trp Thr Glu Ala Lys Met Leu
1955 1960 1965
Leu Asp Asn Ile Asn Thr Pro Olu Gly Ile Ile Pro Ala Leu Phe Glu
1970 1375 1980
Pro Glu Arg (lu Lys Ser Ala Ala Tle Asp Gly Glu Tyr Arg Leu Lyo
1585 1990 1995 2000



Gly Giu Ser Arg

Pro Val Trp Leu
2020

Lys Trp

2035

Mct Asp

Asp Arg

Glu Asn
2050

Leu Arg

2065

f.eu Lys

Pro Arg

Glu Phe

val Thr
2100
Ala

Asp Leu

Asn
2115
Arg

Thr Arg
Gly Gly Ala
2130
Glu Thr Leu

2145
Met Leu

Leu

Phe Leu

Ile val
2180

Trp

Leu Cys
Gln
219%
Leu Ile

Pro Leu

Val Leu
2210
Glr Leu Ala Tyr
2229

Ala Ala Asn Glu

Met Ser Lys Glu
2260

His Pro

2275

Thr Pro

Leu

Ile
2290
Ser Leu Ala

Gly Trp

Ala Gly Cyn
2340

Leu Leu

2355

Ala Thr

val Leu

Ala Lys
2370
Lys Asn Pro
2385

Ile Tyr Asp

Thr
Ser
Ala

2420
Leu

Val Leu Cys

Cys Glu Ala

Lys Thr Pnhe val
2005
Ala His

Lys Val

Cys Phe Azp Qly
2040
Ile Trp
2055

Asp Ala

val Glu

Trp Leu
2070

Lys Asp Phe Ala

2085

Glu Ile Qly Arg

Leu AsSp Asn Leu
2120
Tyr Arg His Ala
2118
Leu Leu Gly Leu
2150
Ile Ser Gly Lys
2168
Ala Ala Scr Ser
Ala Ser Ala
2200
Pro Qlu
2215
Iie

Ile

Pro Glu

val val
2230
3ly

Gly

Met
2245
Pro Gly

Leu Leu

val val

Ala Ser Ala Trp

2280

Mot Leu Arg Hie
2255

Ile Ala
2310

Ile

Ala Asn

Pro Ser
2325

Tyr

Lys

Gln val

val Thr His Tyr
2360
Ala Gln
2375

Gly Ile

Arg Glu

val Asp
23590
Lys Phe Glu Lys
2405

val Gln Leu Leu

Thr Leu Ala Thr

173

Glu Leu met
2010

Ala Ser Glu

2025

Glu Arg Asan

Axqg
Gly
Aan
Thr

Lys Glu Gly

Arg Gly Asp Leu
2015
Tle Lys Tyr Thr
2030
Gln Ile Leu Glu
2045
Glu Lys Lys Lys

2060

Arg Thr Tyr Ser
207S

Gly Arq

2090

Pro Ser

Ala Lys

Val His
210%
val Met Leu His

val Glu Glu Leu
2140
Aet Ile Leu Leu
2155%
Ile Gly
2170

Met Leu

Gly Lys
Gly
2185
Ile

Trp

val Leu Glu
Thr
2220
Leu

Lys Gln Arg
Leu Thr
2235
Thr Thr Lys
225¢
Pro Thr

ile
Glu
Sar Ser
2285
Thr Leu Tyr Ala
Thr Ile Glu Asn
2300
Gln Ala Vval val
2318
Met Asp Leu
2330
Asn Pro
2145
Ala

Qly

Leu Thr

Ile Tle Gly

Thr Ala
2380

Asp

Lya Arg
Ile
239S
Gly Gln

Met Thr

Gln Leu
2410
Leu Met Arg Thr
2425

Gly Pro Ile Thr

Pro Leu Ala
2083
Ile Ala Lecu
2095
Ala His Arg
2110
Ser Glu

ASp
Ser
Leu
Thr His
212%

Pro Glu Thr Met
Thr Ala
2160
Gly

Gly Oly

Ser Ile
2175

Ala Asp Val

2190

Phe Met Met

Thr
Met

Phe
2205
Pro Gln Asp Asn
lle val
2240
Leu Gly
2255
Asp

Ala Ala
Arg Aszp
Tyr Leu val

2270
val Ala

2285
Ser Thr

~hr Thr

Ala Asn

Leau
2320
Leu

Leu Met Gly

val Leu
2335
Ala Ala

Pro

Thr
2350
Gly Leu

Leu
Prao Gln
2365
Ala Gly Ile Met
Val
2400
Leu

Leu Asp Pro

Val Mer Leu
2415
Ser Trp Ala Phe
2430

Thr Leu Trp Glu



2435
Gly Ser Pro Gly
2450
Asn lle Phe Arg
2463
Ile MNet

Gly Ser
2470

val Gly

2485

Qlu Lys

Lys Ser
O0lu Thr Leu Gly

2500
Phe Asp Leu
2515
Ala

Lys Glu YT
3lu
2530

Ser Arg

Thr Lys Glu Gly
Ala
2550

Arg

val
2545
Val Ile

Gly Ser
Pro Glu Gly
2565
Tyr Cys
2580
Gly Gly

Trp Ser Tyr Ala

Tyr Thr Lys Pro

2595%
Tyr Gly Trp Asan Ile val
2610
Leu Pro Pro
2625

Sar Pro Ser

Qiu Cys
2630

val

lys

Thr
2645

Trp

Pro

Met Val Glu Pro Leu
2660
Asn Pro Tyr Met Pro
2675
Lys His Gly Gly
2690
His Glu Met Tyr
2705

val Asn Met Val

Thr

Mer Leu

lie

2710

Ser Axg
2728

Arg Arg Pro Thr Ile Glu

2740

Hia val Asn Ala

2755

Arg Ile Arg
2770

Asp Glu Asn

27858
Lys Ala

Trp

Glu Pro

Arg Ile Lys

Pro Tyr Ly»®
2750
Ala

Thr Ser

2805
Trp Asp

Gly
Thr Pro
2820
Thr Pro Phe

weuy Lys

Thr Thr
2815
Arg Thr Pro Arg

Asp

Thx
2850
Thr Ala Glu Trp Leu

2870

Asp

Ile
2865

Lys Phe Trp Asn Thr

2455
Ty®

Thr
Trp
Lys
Leu
2535
Lys
Val
aly

Gly

Lys
2615

174

2440

Leu Ala
Gly Lyr

Lya Lys
2508

Lys Ser

2520

Lys Arg

Gly
Gly

Leu Gln Trp

Ile Asp Leu

Thr Ile Ala Vval

2460

Gly Ala Gly

2475

1le

Glu

Phe Val Glu

2555
Gly

Arg Gly Thr
24390
Lys Leu Asn

Thr

Tle
2540

Cys

L4445

Ser Met

Lev Ala Phe

Gly Ser Gln

2495

Gln Leu
2510

val

Pro

Glu
2525
Thr

ABpP

His His

Arg Asn

Gly Arg Gly

Ala
Ser
2480
Gly
Arg
Arg
Ala
Met

2560
Gly

2570
Lys Lys Val
2585
Glu Glu Pro

Leu Thr Glu

Hisa val Pro

2575
val Arg
2590

Met

Gly

Ser Thr

2600
Leu Met Secr

Gly

Asp Thr Leu Leu Cys

Glu
Lye
val
val
2695
Ser
Leu
Lys
Glu
Glu
2778
Thr
Ser
val
Gly
Pro

28585
TIp

Glu
2650

Aan
2665

lle Glu His
2680
Arg

Asn Pro

Aan Gly Thr
Asn
2730

Azp

Leu Leu

Val

2748
Thr Pro Asn
2760

Glu His Ser

Anp

Trp Ala Tyr

Met Ile
2810
Met

Ser
Val Pro
2825
Gln Gln Arg
2840

Met Pro Gly

Arg Thr Leu

2635

Leu

Leu

Gly Asn Ile

2715
Arg

Leu
Met
Ser
His
278958
Asn
val
Val

Thr

Gly
2875

Lys
2620
Asp

Ser Arg Thr lle

Aun Gln Phe Cys

QGiu
Ser
2700
Pke
Gly
Asp
Thr
2780
aly
Gly
Thr
Phe
Arg

2860
Arg

2695

Asp val Phe

Ile Gly Glu

Arg Val Leu

2655

Ile Lys Val

2670
Arg Leu Uln
2685
Arg

Agn Ser

Val Ser

Thr Met Thr

2735

Ala dly Thr
2750
val Ile Gly
2765

Trp His Tyr
Ser Tyr Glu

val Val Lys

2815

Gln Met Ala
2834

Lys Glu Lys

2845

Lya val Met

Asn Lys Arg

TYyr
Ser
2640
Lys
Leu
Arg
Thr
Ser
2720
His
Arg
Glu
Asp
val
2B0O
Leu
Mat
val

Glu

pro
2080



Leu

Cys

Ala Met Gly

Ala Ala val

2915

Glu Leu His

2930
Lys

Gly Arg

2945
Arg

Ala [le

Ala Leu Gly

Ser Gly

2995

Tyr
Arg Asp
jgio
Ala
3028

Lys Tie Thr Gin Gln Met
I.e Phe Lys Leu Thr Tyr

Thr Pro Lys Gly Thr val

33075

Gly Ser Gly

iDso

Giu Ala
31058

Ala Asp

Gin

Leu

Leu Glu Thr

Asp Asp Cys
31158
Ala Leu
3170

Pro Ser

Leu

Gln
3185
Hie

His Phe

Pro

Cys Arg

Gly Ala Gly
3218
Ala Gln et

3250
Ala Ser Asn
3265

Ser Arg Thr
Glu Asp Met

Trp Met Glu

Thr Arg

Glu Glu

2885

Ala
2500
Glu Asp

Val

Lys Leu

Glu Lys

Trp Tyr

Phe Thr

Glu Glu
292
Gly Lys Cys
2935
Lys Leu
29540

Met

qly

Trp Leu

2965

Phe
2980
VYal Glu

Leu

Jle Ser Lys Ile

Gly Trp Asp Thr Arg

Asn Glu Asp

Gly Glu Qly

175

phe Thr Lys Lys

Val Arg

2890

Giu Glu Asn Gln

290%

G

Gly Ser Cys
Glu Phe Gly

Gly Ala Arg Tyr

His
2985
Leu

3¢00

Pro
1018
Ile Thr

Gly

3030
Asp Pro

3045

3060

Gln val
Leu Ile

Giu Aen

31258
Lys Gly
3140
Val val

Acn Asp

Gln Asn

Met Asp

Gly
Glu
Glu
Lys

1065
Ile

1080

Aly Thr Tyr
3095
ATg Gln Met
3110
Pro His Leu

Val Glu Arg

Lys Pro Ile

Cly
Glu
Leu
Lecu

3145
ABp

3160

Met Gly Lys

3175

Val

Lys Gly Trp

His Asp Trp

His

3150
Glu Leu Ile

Met Lys

3205
Pro Gln
3220

Trp Ser
Trp Thr

Ala Ile

Thr Trp
3z8s
Leu Thr
3300

Asp Lys

Asp Glu Leu

Leu Arg Glu

Ile
3225
Thr

31240

Leu Met
3255

Ser Ala

Tyr
Cys
3270
Ser Ile His
val Trp Asn

Thr Pro Val

Phe
val
Ala

ATg
3305

Phe Trp Lys Leu

2970
Trp

His
Ala
ASp
His
305¢
val
Ile
Leu
Gly
Glu
3130
Lys
Asp
Arg
Gin
Anp
1210
Gly
Ala
His
Pro
His

3290
Val

Arg

Trp Asp

val Asp

Thr Asn Ala

2895
Ser Ala Arg
28910

Arg Glu Arg

2925

val Tyr
2940
Lys RAla
2955

Leu

Phc Ser Arg

Lys Leu Gly
3005
Met Tyr Ala

3020
Asp Leu
3038
Arg

Hia

Gin Leu

val Lys val

Sexr Arg Lys
108%
Thr Phe
jico

Gly val

Asn

Glu
311s
Lya Lys Val

Arg Mct Ala

Phe Ala
3165
Lya Asp Ile
31890
Gln Vval
31895

Gly

Pro

Arg Lys

Arg Ala Arg

Lieent

Cya Gly
3245
Arg Arg Asp

3260
Val His Trp
1278

His Gln Trp

Trp Ile Glu

Lys Thr Trp Glu Asp

ASn Met Mer

Lys Gly Ser

2960
Phe Glu
2975
ASn

Glu

Glu
2990

Tyr

Ser

Ile Leu

Asp Asp Thr

Glu Glu
3640
Ala

Asn
Ala Asn
3055
Gln Arg
ic7o0

Asp

Pro

Gln Arg

Thr Asn Met

Leu Ser Lys

3120

Thr Gln Trp
3135

Ile Ser Qly

3150

ABn

Ala Leu

Pro Gln Trp

Phe Ser

Leu

cys

Val

1230
Val

3215
Ile Ser
3230

Lya

Gln

Ala Tyr

Leu Arg Leu
Thr
3280

Thr

val Pro
Thr
3295
A8n Pro

Met

Asgp
REPR
Val Pro Tyr



176

3325
Gly Ser Leu Ile Gly Leu Thr
334¢C

Lev Thr Ala Ile Gln Gln Val

3355 3360
Leu Asp Tyr Met Pro Ser Met
3370 3378
Glu Gly Ala Ile Trp

33180

3315
Leu Gly Lys Arg
3330
Ser Arg Ala Thr
1345
Arg Ser Leu Ile

3320
Glu Asp Gin Trp Cys
1315
Trp Ala Gln Asn 1le
3350

Gly Asn Glu Glu Phe
3365
Lys Glu Glu Glu Ser

3385

Lys Arg Phe Arg
3180

<210> 50

<211> 2426

<212> DNA
<213> Suni Sekans

<220>
<223> Dang 1 CME kimerik bolgesi

<400> 50

agrtgrragt
ttctaacage
agacgggtcg
cacagttggce
tgarggctere
ctagatggag
agatctcaag
tgetgetygee
tagttagtaa
tgtgcactct
geeccecoggat
catgggtgac
tggcactggc
ctgaaggtge
tcacggtgac
tcattttcat
gcaacagaga
atagaagctg
agacqgaggt
acaccaccac
actcgaactt
tatrtggaaa
gaaagatagt
accagcacca
aagctectac
cLagaacagg
ttgtccacaa
ctcaagagac
aacaggaagt
cgacagaaat
taaaaatgga
agctagagaa
aaqgaacaga
agaatgggag
ttgagacaga

ctgtgtggac
ttgtttgaat
accgtcetree
gaagagattce
catagcattt
ctcattcaag
catgttgaac
cacagcoctyg
gcaggaaaga
cattgcgatg
cactgagqeg
ctatgggacg
cccacacgeg
ctggaaacaa
agccotttet
tctgatgatg
cttcegtrgaa
cgrcaccacce
cacaaaccct
cgattcaagg
tgtgtgtcga
aggaagecta
tcaatatgaa
ggtgggaaac
gtcggaaata
gctggacttt
acaatggttt
trggaacaga
agtcgraceg
ccagacgtca
taaactgact
gjaagtggct
kgcgccatygce
attgataaca
accaccttet

cgacaaggac
agagagcaga
aatatgctga
tcaaaaggat
ctaagatttc
aagaatggaqg
attatgaaca
gcgttccate
ggaaagtcac
gatttgggag
gaaccagatyg
tgttctcaaa
ggacttggtc
gracaaaaag
ttagcacatqg
ctagtaacac
ggactgtcag
atggcaaaag
geegtottge
tagtccaacac
cgaacgtttg
ctgacgtgtg
aacttaaaat
gagactacag
cagctgactg
aatgagatgg
ctagacttac
caagatttgc
ggatcacagy
gg9aacgacaa
ttaaaaggga
gaygacccage
aagatccectt
gccaacccca

ggtgagaget

agttccaaat
tctctggaaa
aacgcgegayg
tgetttcagyg
tageccatacc
cqgatcaaagt
qganggaaaaa
tgaccacacg
tgrtgtttaa
agttatgcga
acgttgactg
ccggogaaca
tagaaacaag
tggagacttqg
ccataggaac
catcaatgqce
gagcaacgty
aAtaaaccaac
gcaaactgtyg
aaggagaggce
tggacagagg

taagttcaa
attcagtaat
aacatggaac
actacqgage
Ltctattgac
cactgccttg
tggtrcacatt
aaggagcaat
caatctttge
tgtcatatgt
atggaactgt
tttecggccca
tagrcactga
acatcgeggt

cggaagcttg
aatgaacaac
aaaccgegtg
ccaaggacce
cgcaacagca
gttacggggt
atctgtgacc
agggggagag
gacctcrgca
ggacacaatg
ctygtgcaat
ccgacgaqac
aaccgaaaca
ggctttgaga
atccattact
catgcgatgt
ggtggacqtg
attggacatt
cattgaagct
tacactggtg
ctggggtaat
gtgtgtgaca
agtcactgtc
aattgcaacc
cctcacattg
aatgaaagaa
gacttcagqga
caagacagct
gcacactgcyg
aggacacctg
aatgrgcaca
tttagtgcag
agatgagaaa
canagaaaaa
aggggcaggt

cttaacacag
caacggaaaa
tcaactgqgte
atgaaattgg
gygaattttgg
ttcaaaaaag
atgctcctca
ccacacatga
ggcatcaata
acctacaaat
gccoacagaca
aaacgttccog
tggatgteoct
cacccaggat
cagaaaggga
gtgggaatag
gtattggagc
gaactctrga
asaatatcaa
gaagaacagq
ggctgcggac
aaactagaag
cacactgggg
ataacacctce
gactgcrtcge
aaatcatggce
gCcttcaacat
catgcaaaga
ttgactgggg
aaatgcagac
ggctcattta
gttaaatacg
ggagtgaccc
ccagtcaaca
gaaaaagctt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
900
260
1020
1080
1140
1200
12690
1320
1380
14540
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100



10

15

20

25

30

tgaaactgag
gaggagcgcg
gagtgttcac
tgttcagecgg
gattaaactc
tgtttetggg

<210> 51

<211> 775
<212> PRT
<213> Suni Sekans

<220>
<223> Dang 1 CME kimerik bolgesi

<400> 51

ctggttcaag
aaggatggcet
atcagtggga
tgtttcttgg
gaggaacact
cttcacagtt

aaagggagca
atcctgggag
Aaattggtac
accatgaaaa
tcaatggcta
caagca

177

gcatagggaa
acaccgcatg
accaggtret
taggaatagg
tgacgtgcat

datgttcgaa
ggactttggc
tggagccgcea
gattctgetg
agctgttgga

gcaactgccece
tctataggag
tatggggttc
acatggctag
ggaatcactce

2160
2220
2280
23490
2400
2426



10

Met
Lys
Phe
Ala
Ile

65
Leu

Thr
Leu
Met
225
Ala
Ala
Mel

Arg

Leu

Aan
Arg
Ser
Phe
50

Leou
Arg
Arg
Ala
Lys

130
ASn

Cys
Ala
210
Ser
Leu
Ne
Leu
ABpD

290
Glu

ABN
Ala
Lye
35

Ile
Ala
Gly
Lys
Phe
115
Gln
Met
Met
Asp
Ser
158
Pro
Ser
Arg
Gly
Val

275
Phe

Gln
Arg
Gly
Ala
Arg
Phe
Lys
100
His
Glu
Cys

Thr

Cys
18¢
Gln
His
Glu
Hia
Thr
260
Thr
Val

Gly

Arg
AsTnt
Leu
Phe
Trp
Lys
BS

Ser
Leu
Arg
Thr
Tyr
165
Trp
Thr
val
Gly
Pro
245
Ser
Pro

Glu

Serx

Lys

Arg

Leu
S5er
T0

LyB
val
Thr
Gly
Leu
150
Lys
Cya
Gly
Gly
Ala
230
Qly
Ile
Ser

Gly

Cys

Lys
Val
Ser
Arg
55

Ser
Glu
Thr
Thr
Lys

135
Ile

Glu

Leu
21%
Trp

Phe
Thr
Met
Leu

295
Val

Thr
Ser

Gly
40

Phe

Phe
Ile
Met
Arg
120
Ser
Ala
Pro
Ala
His
200
Gly
Lys
Thr
Gln
Ala
280

Ser

Thr

178

Gly
Thr
25

Gln
Leu
Lys
Ser
Leu
105
Gly
Leu
Mek
Arg
Thr
185
Arg
Leu
Gln
val
Lys
265
Mect
Gly

Thr

12
Gly

Gly
Ala
Ly=s
Ser
90

Leu
Gly
Lesu
Asp
Ile
170
AGp
Arg
Glu
val
Thr
250
Gly
Arg
Ala

Melt

Pro
Ser
Pro
Ile
ABn
75

Mert
Met
Glu
Phe
Leu
15%
Thy
Thr
AsBp
Thr
Gln
235
Ala
Ile
Cys

Thr

Ala

Ser
Gln

Met

Pro
Lys
140
Gly
Glu
Trp
Lys
Arg
220
Lys
Leu

Ile

val

Trp
300
Lys

Phe
Leu
Lys
45

Pro

Ala

Leu
His
125
Thr
Glu
Ala
val
Arg
205
Thr
val
Phe
Phe
Gly
285

Yal

Asp

Asn
Ala
0

Leu
Thr
Ile
Ile
Pro
110
Mot
Ser
Leu
Glu
Thy
190
Ser
Glu
Clu
Leu
Ile
270
Ile

Asp

Lys

Mer
15

Lys
val
Ala
Lys
Met

95
Thr

Ala

Cys
Pro
175
Tyr
val
TThr
Thr
Ala
255
Gly

val

Pro

Leu
Arg
Met
Gly
Val
80

Aan
Ala
val
Gly
Glu
160
Asp
Gly
Ala
Trp
TIp
240
His
Leu
Asn

val

Thr



Asn

Cys
188
Cys
Tyr
Asn

KPro

Cys
46%
Mat

Pra

Glu
Thr
544
Gly
Met
Ala
Thr
val
625

Lys

Tyr

Ile
705
Gly

lle

Lys

Cys
Phe
179
Gly
Val
Ser
Glu
Thr
4590
Ser
Lys
Leu
Gln
Val

530
aly

Ser
Glu
Asp
&§10
Thr
Glu
Ile
Lys
Arg
£90
Gly

Ala

dly

Ile
Leu
Pro

5%
val

Thr
val
Thr
435
Ser
Pro
Glu
Pro
Aap
%1%

Val

Ala

Tyr
Thr
595
Ala
Gln
Lys
Val
Gly
675
Arg
Gly
Ala

Ile

Glu

Cys
340
Thr

Cys
Phe
Lys
Ile
420
Thr
Glu
Arg
Lys
Trp
500
Leu
Val
Thr
Lys
val
580
Gln
Pro
Azn
Pro
Val
860
Ser
Met
Val
Tyr

Gly
740

Lau
3125
Ile
Gln
Axrg
Gly
Leu
405
val
Glu
Ile
Thr
Ser
485
Thr
Leu

Leu

Glu

Cys
565
Met
His
Cys
Gly
val
6545
Gly
Ser
Ala
Pha
Gly

725
Ile

31a
Leu

Glu
Gly
Arg
Luyg
390
Glu
Thr
His
Gln
Gly
470
Trp
Sax
val
Gly
Ile
550
Arg
Cys
Gly
Lys
Arg
630
Asn

Ala

Ile

Thr
710
Val

Leu

Lys
Ala
Glu
37s
Gly
Gly
val
Gly
Leu
455
Leu
Leu
Gly
Thr
Ser
53s
Glr
Leu
Thr
Thr
Ile
615
Leu
Ile
Gly
Gly
Leu
695
Ser

Leu

Leu

Thr
Lys
Ala
360
Phe
Ser
Lys
His
Thr
440
Thr
Asp
Val
Ala
Phe
520
Cln
Thr
LyB
Gly
Val
600
Pro
Ile
Glu
Glu
Lys
680
Gly
val

Phe

Thr

179

Glu
Ile
345
Thr
Val
Leu
Ile
Thr
425
Ile
Asp
Phe
Hig
Ser
505
Lys
Clu
Sexr
Met
Ser
58S
Leu
Phe
Thr
Thr
Lye
665
Mat
Asp
Gly

Ser

Trp
745

Val
310
Ser
Leu
Asp
Leu
Val
410
Gly
Ala
Tyr
Asn
Lys
49¢C
Thr
Thy
Cly
Aly
Asp
sS70
Fhe
Val
Ser
Ala
Glu
650
Ala
Phe
Thr
Lys
aly

730
Leu

315
Thr

Asn

val

Thr
395
Gln
Asp
Thr
Gly
Glu
1475
Gln
Ser
Ala
Ala
Thr
SES
Lys
Lys
Gln
Ala
Asn
635
Pro
Lew
Glu
Ala
Leu
715
Val

Gly

Asn
Thr
Glu
Gly

38D
Cys

Gln
Ile
Ala

460
Met

Trp
Gln
His
Met
549
Thr
Leu
Leu
Val
Gln
620
Pro
Pro
Lys

Ala

Trp
700
Val

Ser

Leu

Pro
Thr

Glu
3es
Trp

Ala
Glu
His
Thr
445
Leu
val
Phe
Glu
Ala
525
His
Thr
Thr
Glu
Lys
605
Asp
Ile
Phe
Leu
Thr
6BS
Asp
His
Trp

As8n

Ala
Thr
3sce
Gln
Gly
Lys
Agn
Gln
430
Pro
Thr
Leu
Leu
Thr
510
Lys
Thr
Ile
Leu
Lys
590
TyT
Glu
Val
Gly
Ser
870
Ala
Phe
Glo

Thr

Ser
750

Val
335
Asp
Asp
Asn
Phe
Leu

als
val

Leu
Leu
Asp
495
Trp
Lys
Ala
Phe
Lys
575
Glu
Glu
Lys

Thr

Glu
658

Met
735
Arg

320
Leu

Ser
Ser
Gly
Lys
400
Lys
Gly
Ala
Asp
Thr
480
Leu
Asn
Gln
Leu
Ala
560
Gly
Val
Gly
aly
Asp
640
Ser
Pha
Gly
Ser
Phe
720

Lys

Asarn



10

15

Thr

ek Met Ala Mer Thr Cys

60

Lew Gly FPhe Thr val 3Jle Ala

Ba

<210> 52
<211> 2423
<212> DNA

<213> Suni Sekans

<220>

7Y

<223> Dang 1 ME kimerik bolgesi

<400> 52

agttgttagt
ttoctsacagt
gttt sgace
a3ttygrgas
tagcart-at
3atggggaca
taqaocgeat
tgoctgzccac
tLaylaayua
acacteLoat
cfoggatcac
Jgqgtaaccra
Tastggoaon
A49Yylygocryg
gjtgacage
cttrcattes
acagaqactt
Gaagotgegt
cggmyyglcac
Lfaccaccqga
o3acTrTaT
ttggaaaang
agat agllca
AgQCauvcagyt
ctcctacgrc
qaacaggqc:t
tccacaaaca
mayagacity
aqQGaagragyt
Cadgaaatcca
aaatggataa
tagaqaaldga
Yaacagatoc
algggagatt
agaragdace
aactgagcrg
fagcgcgaag
tg-tcacatc
tcageggigt
TAAACICIAT

ctgtqtggac
ttgtttgaat
“Cct i caat
gagaticrca
cacgtttetg
JctJaajaaa
gotqaacatc
agccctggeg
QYA aGAgyaA
tgogatygat
tqaggciygaa
tqggacgtgt
moacgleyggs
gaamadgta
Sottttteta
qcTgatgcta
“3ttqaagga
caccarratg
aaaccetgoeo
ttcaaggtqce
gIaTIyacqga
angcctactyg
Al algadaac
90Q9Aaaacgay
ggaaatacag
gyactttaat
atggrttcta
YAACHGaCHa
catactggya
gacgtcagqa
actguacttta
agtggctqgaq
greatgoaag
At macagCg
accCcrLrggr
gttcaagaaa
gacangcotatc
Azt gagasna
Lt iggAace
gaacactrLca

THacaagac
43agAa3Cagu
At getgadan
avcggacttt
cgagteertt
aataaggcca
ttgaacagaga
ttcceatntga
aagrcarvrgr
ttggjagagt
ccagatgacy
tctcaaaccqg
strgyl ctay
Candaaglgs
gracatgooa
gtaacaccat
ctqrcagaag
graasagala
gtertgegea
ccaacacaag
ACQgTTCRTT]
acgrgtgcta
tLaguatall
actacagaac
ctgactqact
gJagatggttc
gacttaccas
yattlgoctgg
toavagsaag
acgacaacaa
aaoggyatgt
acccarjcatg
Aatcoccotiett
aaccocatag
gagagctaca
qgagcaqca
Ttgggagaca
thtgytacacco
Aatgaaadlay
atggctatya

Tle Ala

180

agttccaaat
tctot3agaaa
HOoAGagdds
Lttobyyqaa
cecatececaze
Tcaagatact
qaaaaaggtc
coacacagg
tgtt tasgacg
tatacqgagga
wtgaccgctg
3¢aaacaccqg
aaaTangaeac
AYac L T Ygyc
TagFaacate
caatggecatr
caacgtQggt
aasTaacatt
mactgrycat
gagaggctac
acagaqqcttg
agttcaagtg
cagtgatagt
atggadiaat
acggagroct
tattgacaat
rqecttggac
tracattcas
Yaglasbgea
tcrrtjeagyg
ratatgtaas
FJaactgttee
cggoTcanga
teactgacaa
tcqtggragy
tagqgaaaat
ccgeatgqga
aggtttttgg
Faatagggat
Tytycatayc

T5%

cgqaagorty
satganccas
Cigorgtatca
AJgaTECT LA
aacageaggy
Jartggattc
tqcagccatqg
gqgagagcca
stetgrayge
Cacaatgacc
gtgcaatree
acgagacaaa
tgaaacetgg
thlyagarear
fattactcag
goqatgtgtg
quacgtggta
ggacat:gaa
Ltganyclana
altggtggaa
Jaqraacggc
tgTgacaaaa
Tactgtcocac
(QraMTCats
cacattggac
gdaazgaaaaa
trcagqaget
gacagchoat
cartgagtty
acacctjgaaa
gEg=acaggs
agtgcaggtt
tgagaangsa
aAgAssaslCA
ograggtygaa
gttegaagca
cteeggetet
agocoaqcatat
tctgctgaca
Tottgyagys

val Sly Gly Zle THT Lau Phe

cttaacacag
“gasdaannagg
Accret cang
cggatggtge
attctgaaga
aggaaggaga
ctcotcatqe
cacatgatag
aloadtatgl
tacaaatgace
AcCagacacat
cqttoegigy
artgtccictg
COACHAT CA
aaagggalca
ggaataqqgca
trqgageoatqg
Thotlgaaga
AtatCiAdaca
Jaacaggact
cgcggacTat
Ttagaagzgas
acgolgaca
acacChoaay
tgot caqentd
tcatggeteg
tcaacatcertc
gcasagaaar
actgyyggrga
TgCagactad
tcmtttmagc
aaatacgaay
gtgacccaqga
gtcaacakttyg
aangCtttga
actgaooojyag
ataggaggag
ggggtrcegr
tggctaggart
atcactctgt

60

0
im0
280
150
160
4320

480
440

600
660

J2C

r8c

LE ¥

e

24

1020
1080
1140
1200
llbU
1320
1380
1440
1500
1560
1520
1680
17140
1800
1360
1520
1780
40
2100
2160
2220
2280
2340
2490



10

ctctgggett cacagttcaa gca

<210> 53
<211> 774
<212> PRT

<213> Suni Sekans

<220=>

<223> Dang 1 ME kimerik bodlgesi

<400> 53

Met
1
Arg
Ser
Phe
Leu

65

Ile
Arg
Ala
Lys
Asn
145
Thr
vail
Cys
Ala
Ser
225
Leu

Ile

Leu

Glu
igs

ABn
Glu
Thx
Ile
S0

Lys
Gly
Lys
Phe
Gln
130
Met
Met
Asp
Ser
Pro
210
Ser
Arg
Gly
val
Phe
290
His

Ile

Leu

Gla
hrg
Gly

s
Thr

His
115
Glu

Cys
Thr
Cys
Gln
195
His
Glu
His
Thr
Thr
275
val
Gly

Glu

Cys

Arg
Asn
20

Lcu

Phe

180
Thr

val
aly
Pro
Ser
260
Pro
Glu
Ser

Leu

Tle
140

Lys
Arg
Phe
Leu

Gly

g Lys

as
Ala

Thr
Gly
Ley
Lys
165
Cys
Gly
Gly
Ala
Gly
245
Ile
Ser
Gly
Cys
Leu

125
Glu

Lys
val
Ser
Arg
Gln
70

Glu
Ala
Thr
Lys
Ile
150
Cys
ABn

Glu

Leu

~m

230
Phe

Thr
Met
Leu
Val
310

Lys

Ala

Val
Ser
Gly

Val

Arg
Ser
135
Ala
Pro
Ala
His
Gly
215
Lys
Thr
Gln
Ala
Ser
298
Thr
Thr

Lys

181

val
Thr
Lys
40

Leu
Lys
Qly
Leu
aly
120
Lau
Met
Arg
Thr
Arg
200
Leu

Gln

val

Met
280
Gly
Thr
Glu

lle

Arg
Pro
25

Uly
Ser
Lysa
Arg
Leu
108
Gly
Leu
Aup
1le
ABp
185
Arg
Glu
Val
Thr
Gly
265
Arq
Ala
Metl

val

Ser
345

Pro
10

Gln
Pro
Ile
Asn
Met

90
Met

Phe
Leu
Thr
170
Thr
Asp
Thr
aln
Ala

250
Ile

Cys
Thr
Ala
Thr

330
Asn

Pro
Gly
Leu
Pro
Lys
75

Leu
Leu
Pro
Lys
Gly
15%
Glu
Trp
Lys
Arg
Lys
235
Leu
Ile
val
Trp
Lys
315

Asn

Thr

Phe
Leu
Arg
Pro
50

Ala
Asn
Leu
His
Thr
140
Glu
Ala
Val
Arg
Thr
220
Val
Phe
Phe
Gly
Val
300
AsBp

Pro

Thr

Asn
Val
Met
45

Thr
Ile
Ile
Pro
Met
12%
Ser
Leu
Glu
Thr
Ser
205
Glu
Glu
Leu
Ile
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SEKILLERDEKIi YAZILARIN ANLAMLARI

SEKIL 1
A = Yapisal

B = Yapisal olmayan

SEKIL 3
C = Ortalama viris titeri (Log;¢PFU/ml)

D = Enfeksiyon sonrasi giin

SEKIL 4
E = Viriis titer1 (Log,oPFU/ml)

F = Agilama sonrasi giin

SEKIL 5
G = Titeri (LogoPFU/ml)

SEKIL 6

H = Alt klonlanmig fragmanlar:

I = Genom sekans1 = 10713 bp

J =p2230 igin: Y fragmanint Y A30 ile ikame edin

SEKIL 8
K = Genom sekansi= 10707 bp

L = p34A30 i¢in 4 fragmanim Fragd A30 ile ikame edin

M = Spel baglayicr (transkripsiyon oncesinde ¢ikarilir
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SEKIL 9
N = Kimerizasyon

O = Baglant1
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