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ТО МУ

(57) Рекомбннантният пнеумолизин е необходим за изготвяне на ваксини срещу заболяваиията, при­
чинени от 31гер1ососси8 рпеитошае. Методът се осъществява с познати рекомбинантни техники с 
участието както на прокариотнн, така и на еукариотни клетки-гостоприемницн за експресия, като се 
получава нетоксичен за хората продукт. Приложението му като ваксина се основава на изготвяне на 
конюгати с пневмококови капсуларни полизахариди.
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(54) МЕТОД ЗА ПОЛУЧАВАНЕ НА РЕКОМ­
БИНАНТЕН ПНЕУМОЛИЗИН И ПРИЛО­
ЖЕНИЕТО МУ

Изобретението се отнася до метод за получа­
ване на рекомбинантен пнеумолизин к прило­
жението му като ваксина срещу пнеумококови 
заболявания.

Известно е, че 51гер1ососсиз рпеитошае е бо- 
лестотвореи агент, причиняващ заразните забо­
лявания пиеумония, менингит и бактериемия. 
Дори там, където е възможна ефективна анти- 
биотична терапия, степента иа смъртност от 
пнеумококова пиеумония може да достигне 
19% при хоспитализирани пациенти и да нарас­
не до 30-40% при пациентите с бактерие­
мия.Степента на смъртност при пнеумококо- 
вня менингит е от 13 до 45%, но причинява по- 
малко сериозни, но широко разпространени ин­
фекции като отитис медиа и синузит.

Известно е също, че за предпазване от сери­
озни инфекции, по-специално от бактериална 
пиеумония, и за предпазване на болни, които са 
с отстранен далак, и на малки деца, които са 
особено чувствителни на взривовете от преумо- 
ниални заболявания, е създадена ваксина, със­
тавена от пречистени капсуларни полизахари­
ди, представляващи пневмококовн повърхност­
ни антигени. Известно е също, че всеки серотип 
от 5.рпешпоп!ае /на брои около 83/ има струк­
турно различен капсуларен полизахарид и иму­
низацията с едни серотип не водн до предпаз­
ване срещу широк кръг други серотипове. Пред­
пазването дори срещу серотиповете, включени 
във ваксината, ие е пълно, като се известни се­
риозни, дори фатални, инфекции, проявяващи 
се у ваксинираните високорнсковн индивиди.

Ефектът иа ваксината е най-печалеи върху 
малките деца и няколко студии, включително 
тази, която се основава на изследвания в Аде- 
лаида, показват, че дадената формула има мал­
ка или никаква полза за клиниката в тази гру­
па. Този недостатък е свързан с лошата имуно­
генност на пнеумококовите полизахариди у де­
ца на възраст под 5 години. Затова възниква не­
обходимостта от създаване иа ваксина, включ­
ваща антигени, различни от капсуларннте по­
лизахариди. Като такъв може да послужи пие- 
умолизиновия протеинов токсин, продуциран
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от вирулентни изолати иа $.рпеитошае. От 
друга страна той е токсичен за хората.

Задачата на изобретението е да се създаде ме­
тод за получаване на рекобинантеи пнеумоли­
зин, който да е нетоксичен и същевременно да 
е имуногенетично еднакъв с токсичната форма, 
така че да предизвика имунен отговор, който да 
предпазва от заболявания, когато е включен във 
ваксина.

Задачата се решава с метод, съгласно който 
конфигурацията на базите на пнеумолизина се 
променят така, че имуиогенетичният отговор, 
получаван от рекомбинантния протеин, да е 
имуногенетично различим от природния пнеу­
молизин, т.е. или да има повишен протективеи 
капацитет, или да няма такъв. По този начин 
може пнеумолнзинът да се използва сам по се­
бе си за имунизация или да бъде коиюгиран с 
пневмококов полизахарид, или да бъде вклю­
чен във ваксина, където пневмококовнят поли­
захарид да бъде конюгиран с друг протеин или 
пък да присъства в неконюгирана форма.

За конструиране на нетоксичния пнеумоли­
зин, подходящ за прилагане на хора, са изпол­
звани рекомбинантни техники. За целта генът 
иа 5(гер1ососсиз рпеитошае, кодиращ пнеумо­
лизин, се клонира в Е.соН и се определя него­
вата пълна ДНК последователност. Последна­
та е показана на фиг.1. На фиг.2 е изложена 
ДНК последователността на променения ген, 
кодиращ дивия тип пнеумолизин, приложим за 
клониране иа пнеумолизиновия геи в експреси* 
онен вектор. Фиг.З показва аминокиселинната 
последователност на дивия тип пнеумолизин, 
както е получен от ДНК последователността 
на гена,кодиращ дивия тип пнеумолизин, ■ 
фиг.4 показва аминокиселинната последовател­
ност иа пнеумолизин, илюстрирайки амниоки- 
селииното заместване, предизвикано от сант- 
насочената мутагенеза.

На олигонуклеотид-насочена мутагенеза са 
подложени три области от пнеумолизиновия 
ген. Първата област кодира аминокиселините 
427-437 и протеиновата последователност е оз­
начена е подчертаване (фиг.З). Тази, състояща 
се от 11 аминокиселини, последователност по­
казва абсолютна хомогенност с аналогични об­
ласти в други тиолсвързанн активирани токси­
ни, така че се смята, че са отговорни за хемо-
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литичната активност и за токсичната активност 
на токсина. Другите две области, кодиращи 
аминокиселините 257-297 и аминокиселините 
368-397 също са посочени с подчертаване 
(фиг.З). Тези две области ка токсина имат съ­
ществена аминокиселини» хомоложност с чо­
вешкия С-реактивен протеин /СКР/ и оттук се 
налага изводът, че са отговорни за способност­
та на пнеумолизина да свързва Рс областта иа 
имуноглобулините и да активира комплемен- 
та.

Петнадесет отделни мутации в пнеумолизи- 
новия ген, изразяващи се в единични аминоки- 
селинни замествания, са конструирани така, 
както е показано на фиг.4. За да се поддържа 
структурата на променения пнеумолизии, са 
направени консервативни замествания, в конто 
аминокиселините са субстнтуирани с аминоки­
селини с аналогична природа.

За областта, отговорна за хемолитнчната ак­
тивност се извършват следните замествания: 
Суядм О1у, Су5428 -* бег, Тгр4зз -» РЬе, 
С1и434 -» Азр и Тгр435 -* РЬе,всеки от които ре­
дуцира хемолитнчната активност съответно с 
97%, 90%, 99%, 75% и 90%. Другите мутации 
в тази област /Суз42* ■* А1а, С1и434 -* С1п и 
Тгр43б - РЬе/ ие засягат хемолитнчната актив­
ност. Мутацията на отделна област от токсина, 
считана за отговорна за свързването към кле­
тъчните мембрани на клетката мишена, също 
засяга хемолитнчната активност иа протеина. 
Заместването на Ηί$367 Аг£ напълно ннхибм- 
ра хемолитнчната активност. Следователно, 
това е почти непредсказуем ефект, че замест­
ването ΗΪ5367 -* Аг£ показва по-силно инхиби­
ране на тази способност, отколкото замества­
нията, извършени в 11-™ амннокиселнини об­
ласти, считани отговорни за хемолитнчната ак­
тивност.

Мутациите в СКР - подобните области се 
изследват за способност да активират ком- 
племента. За Тгрзте -* РЬе, Тугзм "* РЬе, 
Азрзвз -* Азп н Тгрз79 -* РЬе активирането на 
комплемента е редуцирано до 20%, 70%, 100% 
м 15% респективно. Другите мутации в СКР - 
подобните области, показани на фиг.4, не реду­
цират комплементиата активация.

Особено важно е, че тези мутации, засягащи 
хемолитнчната активност или активирането на 
комплемента, не увреждат имуногенността иа
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протеините в сравнение с нативния или див тип 
пнеумолизии.

Мутацията №367 -* Аг£ е предпочитаната 
мутация за редуциране активността на хемоли- 
тичната активност, а комбинацията от две или 
повече мутации с въздействие за редуциране на 
хемолитнчната активност също може да дос­
тигне много високо ниво на редукция на хемо- 
лнтичната активност. Подобно мутацията 
Азрзаз-Азп е предпочитана за редуциране на 
комплемента, но може да бъде използвана съ­
що така к комбинация от две или повече мутан­
та, редуциращи активността иа комплемента.

Изобретението се отнася до метод за получа­
ване на рекомбинантен клон, съдържащ репли- 
кон и ДНК последователност, кодираща изме­
нения пнеумолизии, транскрибция и трансла­
ция на този клониран материал, пречистване на 
получения пнеумолизии н конюгиране на така 
получения пнеумолизии с хапсуларен полиза­
харид.

Капсуларният материал може да се получи от 
който и да е от серотиповете на б.рпеитотае 
6А,6В,14,18С,19А,19Р,23Р,
1,2,3,4,5,7Ρ,8,9Ν,9 ν,10А, 11 А, 12Р, 15В, 17Р,20,22Р 
и ЗЗР.

В този случай серотиповете, които обикнове­
но се асоциират с болестите по децата и към 
които децата имат слаб имунен отговор, могат 
да се локализират специфично (серотипове Да­
ния 6А,6В,14,18С,19А,19Р и 23Р). Могат да се 
използват н други широко известни сероти­
пове като
1 Λ3,4,5,7Ρ,8,9Ν,9ν,10Α,11Α,12Ρ,15Β,17Ρ,20,22Ρ 
и ЗЗР или който и да е друг серотип. Конюга- 
цията иа който и да е от пнеумококовите поли­
захариди с протеинов носител осигурява добра 
Т-клетъчна зависимост на имунитета у децата, 
така че да се продуцира защитно ниво на антн- 
полизахаридните антитела.

Комбинацията от променения пнеумолизии 
съвместно с капсуларння материал осигурява 
допълнителна степен на защита, по-специално 
срещу серотиповете от б.рпешпошае, чиито по­
лизахариди не са включени в съществуващите 
форми иа ваксини.

Препоръчително е въвеждането на ваксината 
да става подкожно, със или без подходящ адю- 
ваит, като напр. колоиден алуминиев хидроо­
кис.
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Изобретението се пояснява със следното при­
мерно изпълнение.

Пример 1. При най-подходящото изпълнение 
производният пнеумолизин съдържа комбина­
ция от някои от следващите мутации, така че 
протеинът да е неспособен да активира комп- 
лемента като добавка към нулевата му хемо- 
литична активност:

1. ΗΪ5367 -* Аг£ + Азрзаз -* Азп
2. ΗΪ5367 -* Аг® + Азрзвз -» Азп + или 

Су842в -» С1у или Тгрязз -» РЬе
3. Азрзвз -» Азп + Суз42В С1у + 

Тгрязз -» РЬе

Освен това промененият пнеумолизин може 
да включва която и да е от отделните мутации 
с достатъчно редуцирана активност.

Високо ниво на експресия за променения пне­
умолизин от ДНК кодирането може да се дос­
тигне чрез използване на която и да е от кон­
венционалните техники, включително експре­
сия в прокариотен гостоприемния с ДНК, кло- 
иирана по подходящ начин в който и да е от 
многото експресионни вектори, които са на раз­
положение или клонирани по подходящ начин 
в хромозомата на гостоприемника, експресия в 
еукариотния гостоприемния е ДНК, клонирана 
по подходящ начин или в експресионния вектор 
или клониран в хромозомата на гостоприемни- 
ка, или в ίη νϊίτο експресиоина система, която 
да включва пречистени компоненти, необходи­
ми за експресия на променения пнеумолизин.

За да се постигне високо ниво на експресия на 
мутантния пнеумолизинов ген, последният е 
клониран във вектор на експресия рКК233-2 за 
експресия в Е.соП или други подобни прокари- 
оти. Този вектор включва гени за устойчивост 
към ампицилин и тетрациклин, (гс-промотор 
/който може да бъде регулиран чрез 1РТС/ 
нзопропнл- β -О-тиогалактопиранознд/ и 1ас Ζ 
сайт за свързване на рибозомата, съседен на 
АТО иницииращ кодон, включващ Мсо1 рест- 
рикционеи сайт. Веднага под иницииращия ко­
дон има рестрикционни сайтове от Рз(I и

Ηίηύ III, следвани от силни Τ1Т2 транскриб- 
ционни терминатори. Преди иисерцията в 
рКК233 -2, ΝοοΙ рестрикционният сайт е конс- 
туиран при 5' -края на пнеумолизин кодираща­

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

та секвенция (при иницииращия кодон) чрез 
олигоиуклеотид-насочена мутагеиеза (фиг.2). 
Това дава възможност проксималният (близ­
кият) край от променения пнеумолизинов геи 
да бъде клониран в Νοοί сайт от рКК233 - 2; 
Ηίηύ III сайт приблизително 80 бази надолу от 
пнеумолизин термииаторнмя кодон е използван 
да съедини дисталният (далечният) край иа про­
менения геи в съвместим сайт в рКК233-2. Му­
танти ият пнеумолизинов дериват може да бъ­
де клониран в която и да е от многото високо 
експресионни системи (вектори).

Мутантният пнеумолизин се получава, като 
клетки иа Е.соП носители на рекомбинантния 
плазмид, описан по-горе, се култивират в 9 лит­
ра култура на Луриа Бертани (или която н да е 
подходяща среда), допълнена с подходящ анти­
биотик, при 37°С и при аерация. Когато култу­

рата достигне късната логаритмична фаза на 
растеж, се добавя ΙΡΤΟ до крайна концентра­
ции от 20 мкМ (за индуциране на експресия на 
променен пнеумолизинов ген) и инкубацията 
продължава още 2-3 ч.

След това клетките се събират чрез центро­
фугиране или ултрафилтрация и се лизират чрез 
въздействие с ЕДТА и лизозим, последвано от 
хомогенизиране с ултразвук или чрез разруша­
ване под налягане. Клетъчните остатъци се от­
страняват чрез центрофугиране и екстрактът се 
диализира екстензивно срещу 10 мМ натриев 
фосфат /рН7,0/. Материалът след това се за­
режда на колона с ДЕАЕ-целулоза и се елуира 
при линеен градиент от 10-250 мМ натриев фос­
фат /рН 7,0/. Фракциите, съдържащи пиковите 
чива от пкеумолкзиновите деривати, ее съби­
рат, концентрират чрез ултрафилтрация и се на­
насят на колона със Сефакрил-5-200. Колоната 
се промива с 50 мМ натриев фосфат /рН 7,0/ и 
отново фракциите с високо ниво на пиеумолн- 
зкнови деривати се събират, концентрират се 
чрез ултрафилтрация и се запазват в 50%-гли­
церол при - 15°С. Крайният продукт е с чисто­

та, по-висока от 95%, след като се подложи на 
505-полиакркламкд-гел електрофореза. Хид­
рофобната хроматография върху Фенил-Сефа- 
роза е алтернативно пречистване, което също 
може да се използва. Но това не е единствения 
метод за пречистване иа рекомбинантния пне­
умолизин и могат да се използват ■ други ал­
тернативни методи (включително високо ефек­
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тивна течна хроматография).
Така пречистеният рехомбинантен пнеумоли­

зин може да се въведе като ваксина в подходя­
що количество самостоятелно клн в комбина­
ция с други антигени. В една от формите пне- 
умолизинът може да бъде конюгиран с полиза- 
харид, получен по който к да вариант от щамо­
вете 5.рпешпоп1ае, описани по-горе.

Мутантиият пнеумолизик може да се коню- 
гира с полизахариди от различни серотипове по 
различни методи. Първият включва получава­
не на активиран полизахарид чрез третиране на 
чистия полизахарид (достъпен на пазара) с 
бромциан и адипикдихидразид (ΑϋΗ). След то­
ва АОН-полнзахаридът се комбинира с мутан- 
тния пнеумолизин в присъствието иа 1-етил-З- 
/3-диметиламинопропил/ карбодиимид -НС1. 
Конюгираният материал след това се отделя от 
реагентите чрез хроматография върху Сефаро­
за СЬ-4В.

Алтернативно мутантните полизахарид-пиеу- 
молизиновн конюгати могат да се получат, ка­
то се използват бифуикционалнж реагенти, 
напр. М-сукцинимкдил-6/4’-азидо-2*-нитрофе- 
ниламино/хексаноат/ЗАНРАН/. Чистият полк- 
захарид, разтворен в солеви фосфатен буфер, 
реагира със 3ΑΝΡΑΗ в присъствието на източ­
ник на силна бяла светлина. Нереагиралнят 
3ΑΝΡΑΗ след това се отделя от активирания 
полизахарид чрез хроматография върху Сефа­
декс С-50. Активираният полизахарид конюги- 
ра с мутантния пнеумолизин в 0,2М боратен 
буфер /рН 8,5/. Всяка излишна реактивна група 
след това се блокира с лизин и полизахаридният 
протеинов конюгат се отделя от другите реа­
генти чрез хроматография върху Сефароза СЬ- 
4В. Конюгатите могат да бъдат получени също 
и чрез редуктивно аминиране с цианоборохид- 
рат.

Друг един протеин, напр. инактнвиран тета-
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иусов токсин, може да бъде конюгиран с жела­
ни полизахариди ж промененият (рекомбннант- 
ният) пнеумолизин да се добави към ваксината 
в иежонюгирана форма.

Този вариант дава най-добрия метод за изпъл­
нение на изобретението без да се ограничава 
единствено до този метод.

Патентни претенция

1. Метод за получаване иа рехомбинантен 
пнеумолизин, характеризиращ се с това, че ге­
нът на 31гер1ососси$ рпеитошае, кодиращ пие- 
умолнзин, се подлага на олигонуклеотнд-насо- 
чена мутагенеза н се експресира в прокариотен 
нли еукариотен гостоприемник чрез клониране 
в подходящ експресионен вектор.

2. Метод за получаване на рехомбинантен 
пнеумолизин съгласно претенция 1, характери­
зиращ се с това, че олнгонуклеотнд-насочената 
мутагенеза се осъществява чрез едно нли пове­
че замествания на аминокиселини в рамките на 
нативния пнеумолизин.

3. Метод за получаване на рехомбинантен 
пнеумолизин съгласно претенция 1, характери­
зиращ се е това, че експресионннят вектор 
включва устойчиви на ампицилин н тетрацик- 
лнн гени, 1гс промотор и 1ас (рибозомно свърз­
ване) сайт, съседен на АТС иницииращ кодон, 
включващ Νοοί рестрикционен сайт.

4. Метод за получаване на рехомбинантен 
пнеумолизин съгласно претенции 1 н 3, харак­
теризиращ се с това, че експресионннят вектор 
е носител на ген за пнеумолизин, имащ след­
ната аминокиселинна последователност:
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Ме(
1
Αδη

А1а Αδη

Туг Αδρ

куз А1а Уа1

куз куз куз

Азп

кеи

Азр

кеи
21

РЬе

ТЬг

Не

Ηίδ

5 Зег Ие С1и Αδη Агд РЬе Не куз С!и С1у
31

Рго Αδρ С!и РЬе Уа1 Уа1 Не βΐυ Агд куз
41

кеи Зег ТЬг Αδη ТЬг Зег Азр Ие Зег Уа!
10 61

Αδη Αδρ’ Зег Агд кеи Туг Рго О1у А1а ίβυ
• 71

Азр С1и ТЬг кеи Ьеи С1и Азп Азп Рго ТЬг
81

15 Уа1 Αδρ Ага А!а Рго Ме( ТЬг Туг Зег Не
101

С1у кеи А!а Зег Зег Азр Зег РЬе кеи С!п

Рго Зег Αδη Зег Зег Уа!
111
Агд С1у А1а

|уа!

20 121
кеи А1а Ьуз Тгр Ηίδ С1п Азр Туг О!у С!п
131
Уа1 Рго А1а Агд Ме1 С1п Туг С1и к/5 Пе

151
25 Зег Ме1 С1и С1п кеи куз Уа! куз РЬе С1у

161
С1и куз ТЬг С1у Αδη Зег кеи Азр Не Азр

171
Уа1 Ηίδ Зег С1у С1и куз С1п Не С1п Не

30 191

1у$ С1п Не Туг Туг ТЬг Уа! Зег Уа! Азр
201

Αδη Рго С1у Азр Уа1 РЬе С!п Азр ТЬг Уа!
211 1

35 Азр кеи 1у$ С1п Агд С!у. Ие Зег А1а С1и
231

Уа1 Туг Не Зег Зег Уа! А1а Туг С1у Агд
241

40
1_еи куз кеи С1и

251
ТЬг ТЬг Зег куз Зег Αδρ

А1а А1а РЬе 6!и А1а кеи Пе куЗ С1у Уа!
261
Рго χΟΙη ТЬг СЮ Тгр куз С]п Не !_еи Азр

45 281
Уа1 куз А1а Уа! Не 1_еи С1у 6!у Азр Рго

291
А1а Агд

301
Уа1 Уа! ТЬг С1у куз Уа! Азр Ме(

50 1еи
νΜ 1
Не. С1п Сю С1у Зег Агд РЬе ТЬг А1а

кеи А1а Ме1
11
С1п С!у С1и

Азп С1п кеи

куз Агд Зег
51

ТЬг А1а ТЬг

кеи Уа1 Уа!

кеи кеи А!а
91

Азр кеи Рго

Уа! С1и Азр

Αδη Азр кеи

Уа! Αδη Азп
141
ТЬг А!а Ηίδ

Зег Αδρ РЬе

РЬе Αδη Зег
181

Уа! А$п РЬе

А1а Уа1 куб

ТЬг Уа1 С1и
221

Агд Рго кеи

С!п Уа! Туг

С!и Уа1 С!и

ку5 Уа1 А1а
271
Азп ТЬг С!и

Зег Зег С1у

Уа! С1и Азр
311

Азр Ηίδ Рго
321

6
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5

10

15

20

С1у 1_еи Рго Ие 5ег Туг 
331

ТЬг ТЬг 5ег РЬ»
Αδη Уа! Уа1 

341
А1а ТЬг РЬе С1п Азп 8ег ΤΗι

61и ТЬг 1_уз Уа1 ТЬг А1а Туг Агд Αεη С!) 
36 I

1_еи Азр Κι 8ег 6!у А1а Туг
371

Уа! А1а см
ТЬг Вг Азр 61и

381
кей 8ег «3 Кц Ηίδ С1н

Уа1
391

Ьеи ТЬг Рго Ьуз А1а «5 Азр Агд Азп
Ьеи ТЬг А1а Ηίδ РЬе ТЬг ТЬг 8ег Ие 

411
Рг >

Αδη Уа1 Агд Αδη Ьеи 8ег 
421

Уа! ϊ-уз Не
ί

Аг}

61у 1еи А1а 
431

к? Не Нд Тгр Агд ТЬг
ί

ν« 1
ТЬг Азр 1_еи Рго 1_еи Уа! Агд 1_уз Агд

1 451
ΤίΓ

Тгр С!у ТЬг ТЬг 1_еи Туг Рго СМ Уа! ου
461

1_еи Агд’

Азр Туг

Азр Ьеи

Туг Туг
С!у куЗ

С1у С!п
401
1_еи 1у$

О1и ке

Туг С1и
441

Не 8ег

Азр куз

Азр

Уа1
351
Ьеи

Ие

6!и

Азр

С1у

ТЬг

ЬуЗ

Пе

Уа1

С!и Азп Азр 
471

в която Κι е ΗΪ8 нлн Аг£, Кг - Тгр или РЬе, Кз 
- Туг нлн РЬе.Кд - Азр или АЗп, Кз е Тгр или 
РЬе,Кб - Суз,С1у, или 5ег, Κγ - Тгр или РЬе, Ка 
е С1и или Азр, К9 е Тгр или РЬе и в която най- 
малко един от остатъците Κι,Κβ,Κγ,Κβ или К9

е различен от този на дивия тип.
5. Приложение на рекомбинантния пиеумолн-

зин съгласно претенция 1-4 за получаване на 
ваксина срещу 51гер(ососсиз рпеитогпае.
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АСАТСССАЛА

АААААСАААС

САААСАСССТ

АССССАССТТ

САСАСТСССС

АСАСААТААТ

СТАТТСАТТТ

САССССАССА

СТСССАТСАА

АТСААААААТ

ТСТСАСТТТС

ССАТТСАССТ

АТАСАСТСАС

АСТСТААССС

ТТТССТСТАТ

ТССАААССАС

АТААААССАС

СААТАСАСАА

ССССАСТТСТ

СССАСТСССТ

ТТСТТТТТТА

АТСТТСАСАС

САТАСТССТС

СТАТСАТСАТ

АТССССАССА

ААТСТТССТА

ССААТССТСС

АССССАССАТ

ААССТАСААА

ТАААССАСТА

ТСТТСАСССА

ААТСАССТАС

СТССАСАААТ

ТСТАТССТСС

СССАСТСТТС

СССТССТТТС

АТТСААСТСТ

САТТАТССТС

ААССССТСАС

ААААСАСАСС

СААААССАСА

ССТАСАСССТ

ТАСАССАТТТ

АТТТССАСТС

САСТААСАСТ

ТСААССТАСС

СТСААССССС

ААСАСССААС

ТТАСАССАСА

ССТСАСААТС

ТААССТТАСА

ССТАТСТТСС

СААССТААСС

ТТТСАССССТ

АТСТСТСТСТ

ССТАСССТТТ

ТТСТАТТТСС

АТСАС

ААТСАСТТТА

ТСАСССАСАА

СССАТСАСТТ

АСААСТСАТА

АССАСТТСТС

ТТССССТТСА

ССААСТАССС

ТСССССАССС

АССТСААТАА

АССАТССААС

СААТТСТСТТ

ТТСАСАТТСТ

СТТАААААТС

ААААСАСАСА

ТТССТТАТСС

САТСААСТАС

ТССТСАСАСА

ТТАТТТТАСС

СТССАТАТСС

ТСАТССАССС

ТАСТТСССАС

ССТТАСАСАА

ССААТАТТАТ

ААСТСТТСАС

САСТТТАССА

СААААТТАСА

АТСААААААС

ССААСААСТС

ТАСТАССТАТ

АСТАТТСААА

ТСТТСТТАТС

ТТТСТСТААС

СТАСТССАТС

ТССТССТССС

АТАССТТТСТ

СТАААССАТТ

ТСТСССАССТ

ААСТСААССТ

САТАТТСАТТ

ТААТТТТААС

САССАСАТСТ

ССААТТТСТС

СССССААСТС

АСССТССТТТ

САСТССААСС

СССССАСССА

ТАСАССАСТТ

ТТССССАТТТ

СТТТСААААС

АСССАСАТТТ

АТТАСТТССС

ТССТААСССТ

СТАСТАТТСС

САСТСТАССС

ССАТТТСССА

ТСТАТССТСА

СААТТАССАТ

АТССТТТСАТ

САААСАААСА

АССТАССААС

АСАССТТСТТ

АТСАСТТАТА

ССААСТССАА

ТСТТСССТАА

АСААТССАСТ

СААСТТТССТ

ТТААСТСТСТ

САСАТТТАТТ

СТТТСААСАТ

САСАСССТСС

ТАТСТСААСТ

ТСААССТТТС

АСАТТТТССА

АСТТССССТС

САТТСААСАА

ССТАТАСААС

АСТАСАСАСТ

АСТССТССАТ

АТСААТТАТС

ТСССАСАСАА

ТТТААААССС

СССТТСССТС

СТАСТСССТА

ССТАСАССАТ

ДНК секвенция на пнеумолнзиновия ген. Подчертан АТО - стартов кодон.

8



51358

ССАТСССААА ТАААССАСТА ААТСАСТТТА ТАСТАССТАТ СААТТАССАТ

АААААСАААС 7СТТСАСССА ТСАСССАСАА АСТА77СААА АТССТ7ТСАТ

САААСАСССТ ААТСАССТАС СССАТСАСТТ ТСТТСТТАТС САААСАААСА

АССССАССТТ СТССАСАААТ АСААСТСАТА ТТТСТСТААС АССТАССААС

САСАСТСССС ТСТАТССТСО АССАСТТСТС СТАСТССАТС АСАССТТСТТ

АСАСААТААТ СССАСТСТТС ТТССССТТСА ТССТССТССС АТСАСТТАТА

СТАТТСАТТТ СССТСЗТТТС ССААСТАССС АТАССТТТСТ ССААСТССАА

САССССАССА АТТСААСТСТ ТСССССАССС СТАААССАТТ ТСТТСССТАА

СТСССАТСАА САТТАТССТС АССТСААТАА ТСТСССАССТ АСААТССАСТ

АТСААААААТ ААССССТСАС АССАТССААС ААСТСААССТ СААСТТТССТ

ТСТСАСТТТС ААААСАСАСС СААТТСТСТТ САТАТТСАТТ ТТААСТСТСТ

ССАТТСАССТ СААААССАСА ТТСАСАТТСТ ТААТТТТААС САСАТТТАТТ

АТАСАСТСАС ССТАСАСССТ СТТАААААТС САССАСАТСТ СТТТСААСАТ

АСТСТААССС ТАСАССАТТТ ААААСАСАСА ССААТТТСТС САСАСССТСС

ТТТССТСТАТ АТТТССАСТС ТТССТТАТСС СССССААСТС ТАТСТСААСТ

ТССАААССАС САСТААСАСТ САТСААСТАС АСССТССТТТ ТСААССТТТС

АТААААССАС ТСААССТАСС ТССТСАСАСА САСТССААСС АСАТТТТССА

СААТАСАСАА СТСААССССС ТТАТТТТАСС СССССАСССА АСТТССЗСТС

ССССАСТТСТ ААСАСССААС СТССАТАТСС ТАСАССАСТТ САТТСААСАА

СССАСТСССТ ТТАСАССАСА ТСАТССАССС ТТССССАТТТ ССТАТАСААС

ТТСТТТТТТА ССТСАСААТС ТАСТТСССАС СТТТСААААС АСТАСАСАСТ

АТСТТСАСАС ТААССТТАСА ССТТАСАСАА АСССАСАТТТ АСТССТССАТ

САТАСТССТС ССТАТСТТСС ССААТАТТАТ АТТАСТТССС АТСААТТАТС

СТАТСАТСАТ СААССТААСС ААСТСТТСАС ТССТААСССТ ТСССАСАСАА

АТССССАССА ТТТСАССССТ САСТТТАССА СТАСТАТТСС ТТТААААССС

ААТСТТССТА АТСТСТСТСТ СААААТТАСА САСТСТАССС сссттссстс
ССААТССТСС; сстасссттт АТСААААААС: ССАТТТСССА. СТАСТСССТА

АССССАССАТ ТТСТАТТТСС ССААСААСТС ТСТАТССТСА ССТАСАССАТ 

ААССТАСААА АТСАС

ДНК секвенция на модифицирания пнеумоли- Вмъкнат е Νοοί рестрикционен сайт (подчер
тан) при стартовия кодон.зинов геи.
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Ме!
1

А1а Азп 1_уз А1а νβ! Αδη Азр РЬе Пе ίου
11

А!а Ме!

Αδη Туг Азр Ьуз 1_ув куз кеи Ьеи
21

ТЬг Ηίδ С!п С!у С!и

Зег Пе С1и Αδη Агд
31

РЬе Не куз С1и С1у Азп С!п кеи

Рго Αδρ
41

Сю РЬе νβΐ νβΐ Ие С1и Агд куз Ьуз Агд
51

Зег

Ьеи Зег ТЬг Азп ТЬг Зег Азр Не Зег
61

Уа1 ТЬг А!а ТЬг

Αδη Αδρ Зег Агд Ьеи Туг
71

Рго О1у А1а кей кеи Уа1 Уа!

Αδρ ΟΙυ ТЬг
81

Ьеи Ьеи С1и Азп Азп Рго ТЬг Ьеи кеи А!а
91

Уа1 Αδρ Агд А1а Рго Ме! ТЬг Туг Зег Не
101

Азр кеи Рго

С1у кеи А1а Зег Зег Азр Зег
111

РЬе Ьеи С1п УаГ ΟΙυ Азр

Рго Зег Азп Зег
121

Зег Уа1 Агд О1у А1а Уа1 Азп Азр кеи

кеи
131

А1а Ьуз Тгр Ηίδ С!п Азр Туг С!у С1п Уа1
141

Азп Азп

Уа1 Рго А1а Агд Ме! С!п Туг С1и
151

куз Не ТЬг А!а Ηίδ

Зег Ме! 61и О1п ίου
161

Ьуз Уа1 Ьуз РЬе С1у Зег Азр РЬе

С1и Ьуз
171

ТЬг С1у Азп Зег Ьеи Азр Ие Азр РЬе Азп 
181

Зег

Уа1 Ηίδ Зег С1у СНи куз ΘΙη Пе С!п
191

Ие Уа1 Азп РЬе

куЗ С!п Не Туг Туг ТЬг
201

Уа! Зег νβΐ Азр А!а Уа1

Αδη Рго 61у
211

Азр Уа! РЬе 6!п Азр ТЬг Уа1 ТЬг Уа1 С!и
221

10
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Αερ ίου 1-У5 С1п Агд С1у Ие 8ег А1а С1и
231

Агд Рго кей

Уа1 Туг Ие 8ег 5ег Уа! А1а -Туг 
241

С1у Агд С!п Уа1 Туг

1_еи 1_уб кеи С1и
251

ТЬг ТЬг 5ег куз 8ег Αερ С1и Уа1 С1и

А1а
261

А1а РЬе С!и А1а кеи Пе кув С1у Уа! кув Уа! 
271

А1а

Рго С1п ТЬг С!и Тгр кув С!п
281

±£и Αερ Αεη ТЬг 6!и

Уа!-1У5- А1а УаЬ
291

1еи. £г1у ЗЖ. Δ2β±£й. 5ег С1у

А!а Агд
301

Уа! Уа! ТЬг С!у Ьу5 Уа! Αερ Ме! Уа! С1и 
311

Αδρ

1_еи Не С1п С1и О1у 5ег Агд РЬе ТЬг
321

А1а Αδρ Ηίδ Рго

С1у кеи Рго Не 5ег Туг
331

ТЬг ТЬг 8ег РЬе кеи Агд Αδρ

Азп Уа1 Уа!
341

А1а ТЬг РЬе С1п Авп 5ег ТЬг Αδρ Туг Уа!
351

С1и ТЬг Ьув Уа! ТЬг А1а Туг Агд Αδη С1у
361

Αδρ кеи кей

кеиι Αερ> Ηίδ β£Ι О1у. ^1а. Туг -УаЬ А!а С1п.-Туг ..Туг, Ла
371

ТЬг ТтР - Авр СЮ кеи 8ег Туг Азр Ηίε С<п 01у кУ8 С1и
381

Уа! кеи Еш 1У5 А1а Дш Αερ Агд Αδη С!у 6Ιη Αερ
391 401

кеи ТЬг А!а Ηίδ РЬе ТЬг ТЬг 8ег Пе Рго кеи куб СИу
411

Αδη Уа! Агд Αδη кеи 8ег Уа1 ку5 Ие Агд С]Ц„СУ6 1Ьг
421

£!/. 1£1к А12Ь £1и ΖΠ2 1гп Дгд ТЬг Уа! Туг С!и кув
431 441

ТЬг Αερ кеи Рго кеи Уа! Агд кув Агд ТЬг Ие 8ег Пе
451

Тгр С1у ТЬг ТЬг кеи Туг Рго С1п Уа1 С1и Αδρ ίνβ νβΙ 
461

С1и Αδη Αδρ 
471 11
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Ме! А1а Αεη
1

ίγδ А1а Уа1 Αδη Αδρ РЬе Не ίβυ А1а 
11

Ме!

Αδη Туг Αδρ ίγδ ίγδ ίγδ ίβυ ίου ТЬг Ηίδ С1п С1у ΘΙυ

Зег Ие ΘΙυ Αδη Агд
31

РЬе Не ίγδ Сю С1у Αδη ΟΙη ίβυ

Рго Αδρ
41

С1и РЬе νβΐ Уа1 Но С!и Агд ίγδ ίγδ Агд
51

Зег

ίβυ Зег ТЬг Αδη ТЬг Зег Αερ Пе Зег
61

Уа1 ТЬг А1а ТЬг

Αδη Αδρ Зег Агд ίβυ Туг
71

Рго С1у А!а ίου ίου Уа1 Уа1

Αδρ ΟΙυ ТЬг
81

ίβυ ίβυ Сю Αδη Αδη Рго ТЬг ίου ίβυ А1а
91

Уа1 Αδρ Агд А1а Рго Ме! ТЬг туг Зег Ие
101

Αδρ ίου Рго

С1у ίου А1а Зег Зег Αδρ Зег
111

РЬе ίου С!п Уа1 С1и Αδρ

Рго Зег Αδη Зег
121

Зег Уа1 Агд С1у А1а Уа1 Αδη Αδρ ίβυ

ίου
131

А1а ίγδ Тгр Ηίδ ΟΙη Αδρ Туг С1у С1п Уа1
141

Αεη Αεη

Уа1 Рго А1а Агд Ме! С1п Туг 61и
151

ίγδ Но ТЬг А1а Ηίδ

Зег Ме! Сю ΟΙη ίβυ
161

ίγδ \/а1 ίγδ РЬе С1у Зег Αδρ РЬе

ΟΙυ ίγδ
171

ТЬг С1у Αδη 8ег ίβυ Αδρ !(е Αερ РЬе Αεη 
181

Зег

Уа1 Ηίδ Зег 61у Сю ίγδ С!п Ие ΟΙη
191

Пе Уа1 Αδη РЬе

ίγδ ΟΙη Не Туг Туг ТЬг
201

Уа1 Зег Уа! Αδρ А1а Уа1 ίγδ

Αδηι Рго С1у
211

Αδρ> Уа1 РЬеι С!п Αδρ» ТЬг Уа1 ТЬг Уа1 ΟΙυ
221

Αδρ ίουι ίγδ ΟΙη Агд С!у Не Зег’ А!а С1и
231

Агд Ργο ίου

12
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Уа1 Туг Ие Зег Зег νβΙ А1а Туг О1у Агд С1п Уа1 Туг
‘ 241

Ьеи 1_уз Ьеи С1и ТЬг ТЬг ЗбТГЬуз Зег Αερ С1и Уа1 61и
251

Тгр
I

А!а А!а РЬе С1и А!а Ьеи
261

Рго С!л ТЬг С1и

РЬе
I

Тгр 1_уз

Уа1 1_У5 А1а Уа1 Не 1_еи

А!а Агд Уа1 Уа1

291

ТЬг С1у

Ьеи

301

Ие С1п С1и С1у Зег

С1у 1_еи Рго Не δθΓ Туг

Азп Уа1 Уа1 А1а ТЬг

331

РЬе

С1и ТЬг

341

1>ув Уа1 ТЬг А1а

Ьеи Азр

Агд
1

ΗΪ5 Зег С1у А!а

ТЬг

РЬе
1

Тгр Азр С!и 1_еи Зег

Уа1 Ьеи ТЬг

361

Рго Ьуз А!а
391

Ьеиι ТЬг А1а ΗΪ5 РЬе ТЬг

Не Ьуз О!у Уа1 Ьуз
271

Уа1 А!а

С1п Не
281

1_еи Азр Азп ТЬг С1и

С1у С1у Азр Рго Зег Зег С1у

1_уз Уа! Агр Ме1 Уа! С1и
311

Азр

Агд РЬе ТЬг
321

А1а Азр Ηίβ Рго

ТЬг ТЬг Зег РЬе 1_еи Агд Азр

61п Азп Зег ТЬг Азр Туг Уа1
351

Туг Агд Азп 61у
361

Азр 1_еи Ьеи

Туг
371

Уа! А!а С!п Туг Туг Не

РЬе
1

Туг

ι Азп 
I

Азр ΗΪ5 С!п СНу Ьуе С!и

РЬе

Тгр Азр Агд Азп С1у βΐη Азр
401

ТЬг Зег Ие Рго ίου 1_уз 61у
411

и
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А1а
I

С1у -5ег 
I

Αδη Уа1 Агд Αεη 1_еи 5ег Уа!—1у5 Ив

ТКг

Агд С!и Суз ТКг

Ьув

421

Агд

Αερ
I

ΡΚβ С!п ΡΚβ ΡΚβ
I

Тгрб1у
431

Беи А!а
I

Тгр
I

ΘΙυ
1

Тгр Уа! туг
441

<3!и

ТКг Αερ 1_еи Рго 1_еи Уа! Агд 1_У5 Агд
451

ТКг Ив 5ег Не

Тгр О1у ТКг ТКг 1_еи Туг
461

Рго С1п Уа! С!и Αερ Ьув Уа!

С1и Αδη Αερ 
471
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