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A taldlmény targyét olyan anyagok és médszerek képe-
zik, melyek a Non-A és Non-B hepatitis virus
(NANBYV) fertGzése terjedésének kézben tartdsdra ird-
nyulnak. Még specifikusabban, olyan polinukleotidok-
kal kapcsolatos, melyek egy, az NANBYV aetoldgiai
anyagéanak genomjdbdl szdrmaztak, a hepatitis C virus-
bél (HCV), olyan polipeptidekkel, melyek ezekben
vannak kédolva, és antitestekkel, melyek a polipepti-
dekhez iranyulnak. A reagensek a HCV és fert6zésének
sceenelésére hasznglhaték. Ezenkiviil védGanyagként
is alkalmazhatdk a betegséggel szemben.

A taldimdny hdttere

A Non-A és Non-B hepatitis (NANBH) egy, a
feltételezések szerint virus altal indukdlt atvihetS be-
tegség csaldd, mely megkiilonboztethetd a virussal
kapcsolatos mdjbetegségek mas formditdl. A kovetkezd
ismert hepatitis virusok tartoznak ezek kozé: hepatitis
A virus (HAV), hepatitis B virus (HBV), delta hepatitis
virus (HDV). cytomegalo virus (CMV), vagy az Epste-
in-Barr virus (EBV). Az NANBV-t elGszor a vératom-
lesztést kapott egyéneknél azonositottdk. Emberr6l
csimpdnzra vald dtvitele. majd csimpanzokon vald so-
rozatos dtoltdsa azt bizonyitja, hogy az NANBH egy
atviheté fertéz8 anyagnak, vagy anyagoknak az ered-
ménye.

Jarvanytani adatok azt sugalljdk, hogy az NANBH-
nak 3 fajtdja lehetséges: a viz-eredetd epidémids tipus,
a vérrel. vagy injekcids tvel kapcsolatos tipus €s a
szoérvanyosan eléforduld (kozosségben szerzett) forma.
Azonban az NANBH-t okozé anyagoknak a szdma
nem ismert.

Az NANBH klinikai diagnézisdt és azonositdsat
eldszOr mas virus markerek kizdrasaval végezték. Az
NANBYV feltételes antigénjeinek és antitestjeinek de-
tektdldsdhoz a kovetkezd mddszereket alkalmaztdk:
agar-gél diffizid, ellen-immunoelektroforézis, immu-
nofluoreszcensz mikroszkdpia. immuno-elektron mik-
roszkdpia. radioimmuno vizsgalatok, enzimhez-kotott
immunoszorbens vizsgdlat (ELISA). Azonban ezen
vizsgdlatok egyike sem bizonyult elegendden érzé-
kenynek, specifikusnak vagy reprodukdlhaténak az
NANBH diagnosztikai tesztként valé alkalmazdsdra.

Korabban sem vildgossdg, sem megegyezés nem
volt az NANBH anyagaival kapcsolatos antigén—anti-
test rendszer azonossdgat vagy specifitdsat illetSen. Ez
részben annak volt koszonhetd, hogy az egyének HBV-
vel fert6zédiek eldszor, vagy a HBV-NANBYV kozosen
feriGzte meg Sket. és a BHV-sal kapcsolatos oldhaté és
szemcsés antigén ismert komplexitdsa miatt, és amiatt,
hogy a HBV DNS integrdlédott a mdjsejtek genomja-
ba. Lehetséges, hogy az NANBH-t t5bb mint egy fertd-
z8 anyag okozza, és hogy az NANBH rosszul diag-
nosztizalt. Ezenkivil nem tiszta, hogy az NANBH be-
tegek szérumidban a szerolégiai vizsgalatok mit detek-
tdlnak. Lehetségesnek tartjdk, hogy az agar-gél diffizié
és az ellen-immunoelektroforézis vizsgalatok a szérum
alkotdk kozott alkalmanként eléfordulé autoimmun vi-
laszokat, vagy a nem specifikus fehérje interakcidkat
detektaljak. és hogy ezek nem képviselik a specifikus
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NANBYV antigén—antitest reakciékat. Az immunofluo-
reszcensz, ELISA és radioimmuno vizsgéalatok valészi-
niileg az NANBH betegek és més méj, vagy nem mij
betegségben szenved§ betegek szérumédban gyakran
el6fordulé reumaszerd faktor anyagok alacsony szint-
jét detektdljdk. Az észlelt reakci6k kozott lehetnek
olyanok, melyek a gazda 4ltal meghatérozott citoplaz-
ma antigénekre adnak antitestet.

Szdmos NANBY jelolt létezik. Ldsd pl. a kovetke-
z6 szerz6k kozleményeit: Prince (1983), Feinstone és
Hoofnagle (1984), Overby (1985, 1986, 1987) és Iwar-
son (1987). De nincs arra bizonyiték, hogy ezen jelol-
tek valamelyike is az NANBH aetiolégiai anyagat
reprezentalna.

Jelentés az NANBV és az NANBV-sal fertézou
vér, vagy vérkészitmények hordozdinak screenelésére
és azonositdsdra haszndlhaté6 mddszerek érzékenysége
és specifikusdgga iranti igény. A vératomlesztést kapott
betegek mintegy 10%-a vératomlesziés utdni hepatitist
(PTH) kap, és ezen esetek 90%-ban az NANBH-t je-
lentik. A legf6bb probléma ezzel a betegséggel kapcso-
latban a krénikus méjkdrosodds gyakori terjedése (25—
55%).

A beteggondozas, akdrcsak az NANBH vérrel vagy
vérkészitményekkel valé, vagy szoros személyi érint-
kezéssel val6 terjesziésének megeldzése igényt tart a
megbizhaté screenelésre. diagnosztikai és prognoszti-
kai eszkozokre, melyekkel az NANBV-sal kapcsolatos
nukleinsavakat, antigéneket és antitesteket detektdlni
lehet. Tovabba sziikség van hatékony vakcindkra és
immunoterapids, terdpids anyagokra, melyek segitsé-
gével a betegség megelGzhetd és/vagy gydgyithatd.

A szabadalmaztatok felfedeziek egy \j virust a He-
patitis C virust (HCV). mely a vér-eredetd NANBH
(BB-NANBH) 6 aetiol6giai agensének bizonyult. A
szabadalmaztatok kezdeti munkdja. mely magaba fog-
lalja a HCV prototipus izoldtum részleges genom szek-
vencidjit, CDC (HCVI) HCVI-nak is nevezett (az EPO
Pub. No. 318 216-ban (1989. mdj. 31-én kozolt) és a
PCT Pub. No. WO 89/04 669-ben (1989. jinius 1-jén
kozolt) keriilt lefrdsra. Ezen szabadalmi felhaszndld-
sok, akdrcsak az egyéb vonatkoz6 nemzeti szabadalmi
felhasznaldsok kozlése a vonatkozé irodalmi utaldsok
kozott szerepelnek. Ezek az alkalmazasok tobbek ko-
z6tt megmutatjdk a HCV szekvencia és a HCV poli-
peptidek klénozdsdnak és expresszaldsanak rekombi-
ndns DNS médszerét, a HCV immunodiagnosztikai
technik4it, a HCV préba diagnosztikai technikdit, az
anti-HCV antitestet. az Gj HCV szekvencidk izoléldsi
médszereit, beleértve az i) HCV izoldtumok szekven-
cidit is.

A taldlmdny kozlése

A jelen taldlmany részben azokon az ij HCV szek-
vencidkon és polipeptideken alapul, melyeket nem ko-
zoltiink az EPO Pub. No. 318 216 vagy a PCT Pub. No.
WO 89/04 669. kdzleményekben. A taldlmédny vonat-
kozik ezen Uj szekvencidk és polipeptidek, tobbek ko-
261t immun-diagnosztikumokban, préba diagnosztiku-
mokban, HCV elleni antitest termelésben, PCR techno-
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16gidban és a rekombindns DNS technol6gidban val6
alkalmazésédra. A taldlmany vonatkozik tovdbba olyan
immunovizsgélatokra is, amelyek az itt kozolt HCV-
polipeptidek immunogenicitdsdn alapulnak. Az itt igé-
nyelt 4j anyagnak, melyet pl. az EPO Pub. No. 318 216
kozleményben leirt technikdk alkalmazasaval fejlesz-
tettiink ki, olyan elsébbségi ddtuma van, mely megeld-
zi az emlitett publikdciét, vagy annak barmilyen méso-
latat. Igy a taldlmany Gj lefrdsokat és mddszereket
nyijt, melyek hasznosak HCV-antigén és -antitest min-
tdk screenelésére és a HCV-fertdzés kezelésére.

Ezek szerint tehdt a taldlmény vonatkozik egy re-
kombinans polinukleotidra, mely egy HCV c¢DNS-bél
szarmaz6 szekvencidb6l dll, mely esetben a HCV
¢DNS a kovetkezd klénokban taldlhaté: 13i klén, vagy
26j k16n. vagy 59a klén, vagy 84a klén, vagy CA156e
klén, vagy 167b klén, pilda klén, vagy CA216a kién,
vagyCA 290a ki6n, vagy ag30a klén, vagy 205a klén,
vagy 18g kl6n, vagy 16jh kl6én, vagy ahol a HCV
cDNS olyan szekvencidban taldlhatd, melyet a kovet-
kezd nukleotid szamokkal jeloliink: —319-t61 1348-ig.
vagy 8659-16] 8866-ig a 17. dbra szerint.

A taldlmdny vonatkozik egy a HCV ¢DNS-ban ké-
dolt epitopbdl 4ll6 tisztitott polipeptidre. ahol a HCV
¢DNS olyan szekvencidban taldlhaté, melyet a kovet-
kez$ nukleotid szamokkal jeloliink: —319-t61 1348-ig,
vagy 8659-161 8866-ig a 17. dbra szerint.

A taldlmdny vonatkozik egy olyan immunogén po-
lipeptidre. melyet egy rekombindns expresszids vektor-
ral transzformalt sejt termel. Ezen vektor a HCV
¢DNS-bdl szdrmazé DNS ORF-jébdl 4ll, ahol a HCV
¢DNS olyan szekvenciabdl dll. ahol a HCV c¢DNS
szekvencia a kdvetkezd kl6nokbdl szarmazik: CA279a
klon. vagy CA74a kldén, vagy 13i klén, vagy CA290a
kion. vagy 33c¢ kién. vagy 40b kién. vagy 33b klon.
vagy 25c klon. vagy 14¢ klén. vagy 8f kldn. vagy 33f
klon. vagy 33g klén, vagy 39c klén, vagy 15¢ kién. Az
ORF mikodGképesen kapcsolédik a kivant gazddval
kompatibilis kontrol} szekvencidhoz.

A taldlmany vonatkozik egy olyan peptidre is. mely
egy HCV epitépbdl all. ahol a peptid a kovetkezd
formuldval jellemezhetd:

AA-AA
ahol x és y a 17. dbrdn bemutatott aminosavak szdmét
jeldli és ahol a peptidet a kdvetkezs csoportokbdl sze-
lektdltuk: AA1-AA25. AAI-AAS0, AAI-AAR4,
AA9-AA177, AAI-AA10, AAS5-AA20, AA20-
AA25, AA35-AA45, AASO-AA100. AA40-AA90,
AA45-AA65, AA65-AAT5, AAB0-AA90, AA99-
AA120, AA95-AAI110, AA105-AA120, AAI100-
AAI150, AA150-AA200, AAI55-AA170, AA190-
AA210. AA200-AA250, AA220-AA240, AA245-
AA265, AA250-AA300, AA290-AA330, AA290-
AA305. AA300-AA350, AA310-AA330, AA350-
AA400. AA380-AA395, AA405-AA495, AA400-
AA450, AA405-AA415, AA415-AA425, AA425-
AA435, AA437-AAS582, AA450-AAS500, AA440-
AA460, AA460-AA470, AA475-AA495, AAS500-
AAS50, AAS511-AA690, AAS515-AAS550, AAS50-
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AAS585-
AA635-
AAT00-
AAT25-
AA800-
AAB00-

AAS7T5-AA60S,
AA600-AAG62S,
AA645-AA680,
AAT00-AATS0,
AA750-AASB00,
AABS0-AARTS,
AA850-AA900, AA920-
AA970-AA990, AA950-
AA1000, AAIO00-AA1060, AAI1000-AA1025,
AA1000-AA1050, AA1025-AA1040, AA1040-
AA1055, AAI1075-AA1175, AAI1050-AA1200,
AA1070-AA1100, AAI1100-AA1130, AAI140-
AA1165, AA1192-AA1457, AAI1195-AAI1250,
AA1200-AA1225, AAI1225-AA1250, AAI1250-
AA1300, AAI1260-AA1310, AAI1260-AA1280.
AA1266-AA1428, AAI1300-AA1350, AAI1290-
AA1310, AAI310-AA1340. AAI1345-AA1405.
AA1345-AA1365, AAI1350-AA1400, AAI1365-
AA1380, AAI1380-AA1405, AAI1400-AA1450,
AA1450-AA1500, AA1460-AA1475, AA1475-
AAI1515, AAI1475-AA1500. AA1500-AA1550.
AA1500-AA1515, AAI1515-AA1500, AA1550-
AA1600, AAI1545-AA1560. AAIS569-AA1931,
AA1570-AA1590, AAI1595-AA1610, AAI1590-
AA1650, AA1610-AA1645, AA1650-AA1690,
AA1685-AA1770. AA1689-AA1805, AA1690-
AA1720, AA1694-AA1735. AA1720-AA1745,
AA1745-AA1770. AAI1750-AA1800, AA1775-
AA1810, AAI1795-AA1850, AAI1850-AA1900,
AA1900-AA1950. AAI1900-AA1920, AAI1916-
AA2021, AAI1920-AA1940. AAI1949-AA2124,
AA1950-AA2000, AAI1950-AA1985, AA1980-
AA2000, AA2000-AA2050, AA2005-AA2025,
AA2020-AA2045. AA2045-AA2100, AA2045-
AA2070, AA2054-AA2223.  AA2070-AA2100,
AA2100-AA2150, AA2150-AA2200, AA2200-
AA2250.  AA2200-AA2325, AA2250-AA2330.
AA2255-AA2270, AA2265-AA2280, AA2280-
AA2290, AA2287-AA2385. AA2300-AA2350,
AA2290-AA2310, AA2310-AA2330, AA2330-
AA2350, AA2350-AA2400, AA2348-AA2464,
AA2345-AA2415, AA2345-AA2375, AA2370-
AA2410, AA2371-AA2502, AA2400-AA2450,
AA2400-AA2425, AA2415-AA2450, AA2445-
AA2500, AA2445-AA2475, AA2470-AA2490.
AA2500-AA2550, AA2505-AA2540, AA2535-
AA2560, AA2550-AA2600, AA2560-AA2580,
AA2600-AA2650, AA2605-AA2620, AA2620-
AA2650, AA2640-AA2660, AA2650-AA2700,
AA2655-AA2670, AA2670-AA2700, AA2700-
AA2750, AA2740-AA2760, AA2750-AA2800.
AA2755-AA2870, AA2780-AA2830, AA2785-
AA2810, AA2796-AA2886, AA2810-AA2825,
AA2800-AA2850, AA2850-AA2900, AA2850-
AA2865, AA2885-AA2905, AA2900-AA2950.
AA2910-AA2930, AA2925-AA2950, AA2945-vég-
26dés (C’-termindlis).

A taldlmany vonatkozik egy a HCV ¢DNS-ban ké-
dolt epitépra irdnyulé monoklondlis antitestre, ahol a
HCV ¢DNS a 17. dbréban szerepld. a kovetkezd nukle-

AAS550-AA625,
AAG600-AA650,
AA650-AA700,
AAT00-AAT2S,
AATT0-AAT90,
AAB25-AARBS0,
AA850, AA920-AA990,
AA945, AA940-AA965,

AA600,
AA600,
AAG665,
AA750,
AATIS,
AARBIS,
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_otid szamokkal jelol szekvencidban fordul el6: —319-
161 1348-ig, vagy 8659-t51 8866-ig, vagy a szekvencia
a kovetkezd klonokban taldlhat6: 13i klén, vagy 26j
kl6n, vagy 59a klén, vagy 84a klén, vagy CA156¢
kldn, vagy 167b klon, vagy pilda ki6n, vagy CA216a
klon, vagy CA290a ki6n, vagy ag30a kl6n, vagy 205a
klon, vagy 18g kl6n, vagy 16jh klén.

A 1aldlmédny vonatkozik egy HCV c¢DNS-ban ké-
dolt epit6pbdl allé polipeptidre irdnyuld tisztitott poli-
klondlis antitest készitményre, ahol a HCV ¢DNS a
kovetkezé nukleotid szdmokkal jeldlt szekvencidban
fordul el6: ~319-t61 1348-ig, vagy 8659-161 8866-ig
(17. dbra) vagy a szekvencia a kdvetkezd klénokban
szerepel: 131 kién, vagy 26j kl6n, vagy 59a klén, vagy
84a kidn, vagy CA156e kl6n, vagy 167b klén, vagy
pilda klon. vagy CA216a ki6én, vagy CA290a kién,
vagy ag30a klén, vagy 205a kI6n, vagy 18¢g klén, vagy
16jh klén.

A taldlmany vonatkozik egy HCV polinukleotid
prébdra. ahol a préba a kvetkezd nukleotid szamokkal
Jelolt HCV ¢DNS szekvencidbdl szérmazé HCV szek-
venciabdl all: —319-51 1348-ig. vagy 8659-161 8866-ig
(17. dbra). vagy a HCV c¢DNS szekvencia komplemen-
terébdl.

A taldlmdny vonatkozik egy HCV-bSl szdrmazé
polinukleotid jelenlétére irdnyulé minta vizsgdlati kit-
re. A Kit 8 vagy anndl tbb nukleotidbdl 4116 nukleotid
szekvenciat tartalmazé polinukleotid prébabdl 4ll, ahol
a nukleotid szekvencia a kévetkez8 nukleotid szamok-
kal jelolt szekvencidji HCV cDNS-bél szdrmazik:
-319-161 1348-ig. vagy 8659-t3] 8866-ig (17. 4bra),
ahol a polinukleotid préba megfeleld tartéban van,

Ataldlmdny vonatkozik egy a HCV antigén jelenlé-
tére irdnyuld minta vizsgdlati kitre, amely olyan anti-
testbdl all. mely immunolégiailag reagdl a HCV anti-
génnel, ahol az antigén a kdvetkezd nukleotid szdmok-
kal jelolt szekvencidji HCV ¢DNS-ban kédolt epitépot
lartalmaz: -319-t61 1348-ig, vagy 8659-161 8866-ig
(17. abra). vagy ahol a HCV ¢DNS a koévetkezd klé-
nokban szerepel: 13i kién, vagy 26j klén, vagy 59a
klon, vagy 84a kién, vagy CA156e kidn, vagy 167b
Klén, vagy pild4a klén. vagy CA216a klén, vagy
CA290a kidn, vagy ag30a klon, vagy 205a kién, vagy
18g kldn, vagy 16jh klén.

Ataldlmany vonatkozik egy a HCV antitest jelenlé-
tére ranyuld minta vizsgalati Kitre, mely egy a kovet-
kez6 nukleotid szdmokkal jelolt szekvencidji HCV
c¢DNS-ban kédolt HCV epitdpot tartalmazé antigén
hatdst polipeptidet tartalmaz: —319-t61 1348-ig, vagy
8659-161 8866-ig (17. dbra) vagy a szekvencia a kovet-
kez6 kldnokban szerepel: 13i kl6n, vagy 26j klén, vagy
59a klon, vagy 84a klén, vagy CA156e kién, vagy
167b kl6n, vagy pilda klén, vagy CA216a klon, vagy
CA290a klI6n, vagy ag30a klén, vagy 205a klén, vagy
18g klon. vagy 16jh kién.

A taldlmdny vonatkozik egy a HCV antitest jelenlé-
tére irdnyul6 minta vizsgalati kitre, amely a kovetkezd
klonokban levé HCV ¢DNS-bdl expresszalddé antigén
hatasu polipeptidbdl dll: CA279a kién, vagy CA74a
klén. vagy 13i klén, vagy CA290a klén, vagy 33C
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kl6n, vagy 40b klon, vagy 33b klén, vagy 25¢ klén,
14c kl6n, vagy 8f kl6n, vagy 33f kl6n, vagy 33g klé6n,
vagy 39c kién, vagy 15e kldn, és ahol az antigén hatésu
polipeptid megfelel§ tartéban van.

A taldlméany tovdbbé vonatkozik egy mintiban el§-
fordul6 HCV nukleinsavak detektaldsdra alkalmas
mddszerre is, ami a kovetkez8kbdl 4ll:

a) a HCV polinukleotid prébéval reagdl6 mintiban
levé nukleinsavakbdél, ahol a préba a —-319-1348, vagy
a 8659-8866 (17. 4bra) nukleotid szamokkal jelolt
szekvencidban levé HCV ¢DNS szekvencidbdl szar-
mazé HCV szekvencidbdl 4ll, és a hol a reakci6 olyan
koriilmények kozott folyik, mely lehet§vé teszi, hogy a
préba és a mintab6l szarmazé HCV nukleinsav kdzott
polinukleotid duplex képzddjék, és

b) az a) lépésben keletkezett, a prébiét tartalmazé
polinukleotid duplex detektdldsdbol.

A taldlméany vdbba vonatkozik egy HCV antigén
detektdldsdra alkalmas immunovizsgalatra, mely a ko-
vetkezGkbdl all:

a) a HCV antigént feltehetden tartalmaz6 minta a
HCV ¢DNS-ban kédolt HCV epitépra irdnyulé anti-
testtel valé inkubaldsabél, ahol a HCV cDNS a -319-
1348, vagy a 8659-8866 (17. dbra) nukleotid szamok-
kal jelolt szekvencidju. vagy a szekvencia a kovetkezd
klénokban szerepel: 13i klén. vagy 26j klén, vagy 59a
klon, vagy 84a kidén, vagy CA156e klén, vagy 167b
klén, vagy pilda klén, vagy CA216a klén, vagy
CA290a kldn. vagy ag30a kion, vagy 205a kidn. vagy
18g kIén, vagy 16jh klén; az inkub4las olyan korilmé-
nyek kozott folyik, mely lehetévé teszi az antigén—anti-
test komplex képzGdését. és

b) az a) lépésben képzidott antitestet tartalmazd
antigén—antitest komplex detektdldsdbdl.

A taldlmdny vonatkozik a HCV antigénre irdnyul6
antitestek kimutatdsdra alkalmas immunovizsgélatra,
mely a kovetkez8kbd] all:

a) a HCV elleni antitestet feltételezetten tartalma-
z6 minta HCV cDNS-ban kédolt epitdpot tartalmazéd
antigén polipeptidde! valé inkubéldsdbdl, ahol a HCV
c¢DNS a -319-1348, vagy a 8659-8866 (17. dbra) nuk-
leotid szdmokkal jelolt szekvencidju, vagy a szekven-
cia a kovetkezG klonokban van: 13i klén, vagy 26j
klon, vagy 59a klon, vagy 84a klén, vagy CA156e
klén, vagy 167b klén, vagy pilda klén, vagy CA216a
klén, vagy CA290a klén. vagy ag30a klén, vagy 205a
klén, vagy 18g klén, vagy 16jh klén; az inkubdlds
olyan koriilmények kozott folyik, mely lehetdséget ad
az antigén—antitest komplex képzd&désére, és

b) az a) lépésben képzGdott az antigén polipeptidet
tartalmazé antigén—antitest komplex detektaldsabél.

A taldlmény tovdbba vonatkozik egy a HCV fert6-
zés kezelésére alkalmas vakcindra, mely a HCV ¢cDNS-
ban kédolt HCV epitépot tartaimazé immunogén poli-
peptidbdl 4ll, ahol a HCV cDNS a -319-1348, vagy a
8659-8866 nukleotid szdmokkal jelolt szekvencidjd
(17. dbra). vagy ahol a szekvencia a kovetkezd kiénok-
ban fordul el8: 131 kldn, vagy 26 kldn, vagy 59a klon,
vagy 84a Klén, vagy CAl56e klon, vagy 167b kldn,
vagy pilda kl6n, vagy CA216a kion, vagy CA290a
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kién, vagy ag30a klé6n, vagy 205a klon, vagy 18g klén,
vagy 16jh kl6n, és ahol az immunogén polipeptid a
gyogyszerészetileg elfogadhat6 kotGanyagban gyégy-
szertanilag hatdsos mennyiségben van jelen.

A taldlmany vonatkozik a HCV elleni antitest el54l-
litdsdnak mdédszerére, mely azt jelenti, hogy egy HCV
cDNS-ban kédolt HCV epit6pot tartalmazé izolélt im-
munogén polipeptidet alkalmaznak egy egyén esetén,
ahol a HCV ¢DNS a -319-1348, vagy a 8659-8866
nukleotid szdmokkal jelolt szekvencidji (17. dbra),
vagy ahol a szekvencia a kovetkezd klonokban szere-
peld szekvencidji: CA279a kién, vagy CA74a kién,
vagy 13i klén, vagy CA290a kl6n, vagy 33C klén,
vagy 40b klén, vagy 33b klén, vagy 25c¢ kldn, vagy 14c
klén, vagy 8f kién, vagy 33f kl6n, vagy 33g kl6n, vagy
39¢c klén, vagy 15e klén. és ahol az immunogén poli-
peptid a gydgyszerészetileg elfogadhaté kétSanyagban
gyégyszertanilag hatdsos dézisban van jelen.

Ataldlmény vonatkozik egy a HCV cDNS-b6l szér-
mazd ..anti-sense” polinukleotidra, ahol a HCV ¢DNS
az. amelyik a 17. abran lathaté.

A taldlmény tovibba vonatkozik a C100-3 tisztitott
fuizids polipeptid eléallitdsanak mddszerére, ami a ko-
vetkez8kbdl all:

a) a C100-3 polipeptidet tartalmazé nyers sejt liza-
tum beszerzésébdl.

b) anyers sejt lizdtum olyan mennyiségid acetonnal
valo kezeléséb6l, mely a polipeptid kicsapdddsdt okoz-
7a.

¢) a kicsapott anyag izoldlasabol €s olddsabol.

d) a C100-3 polipeptid anion cserés kromatogra-
fidval t6rténg izoldlasabol.

e) ad) 1épésben nyert polipeptid (C100-3) gélszi-
réssel tonénd tovabbi izolaldsabdl.

A kovetkez6kben megadjuk a taldlmanyhoz mellé-
kelt dbrdk leirasat:

1. dbra  a 12f kl6nban levé HCV c¢DNS szekvenciat
mutatja, és az itt kédolt aminosavakat.

a k9-1 klénban levd HCV ¢DNS szekvenci-
a1 és az itt kédolt aminosavakat mutatja.

a 15e klén szekvencidjat mutatja és az itt
kédolt aminosavakat.

a 131 klénban szerepld HCV cDNS nukieo-
tid szekvencidjat, az itt kédolt aminosavakat
mutatja, és azokat a szekvencidkat, amelyek
atfedésben vannak a 12f kl6énnal.

a 26j klénban levé HCV ¢DNS nukleotid
szekvencidjat, az itt kédolt aminosavakat és
a 13i klénnal atfedésben levd szekvencidkat
mutatja.

a CAS59a kidénban levd HCV cDNS nukleo-
tid szekvencidjat, és az itt kédolt aminosava-
kat mutatja. tovabbd azokat a szekvencidkat,
melyek dtfedésben vannak a 26j és K9-1
klénokkal.

a CAB84a kiénban szerepld HCV ¢DNS nuk-
leotid szekvencidjdt, az itt kédolt aminosa-
vakat és a CAS59a kidnnal dtfedést mutaté
szekvencidkat szemlélteti.

a CA156e kiénban levgd HCV c¢DNS nukleo-

2. abra

3. 4bra

4. dbra

5. dbra

6. dbra

7. dbra

8. dbra
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9. dbra

10. dbra

11. 4bra

12. dbra

13. dbra

14. 4dbra

15. 4bra

16. abra

17. 4bra

18. dbra

19. dbra

20. dbra

tid szekvencidjat, az itt kédolt aminosavakat
mutatja és azokat a szekvencidkat, melyek
stfedésben vannak a CA84a klénnal.

a CA167b klénban levd HCV cDNS nukleo-
tid szekvencidjat mutatja, az itt kédolt ami-
nosavakat és azokat a szekvencidkat, me-
lyek 4tfedésben vannak a CA156e klénnal.
a CA216a klénban szerepl6 HCV cDNS
nukleotid szekvencidjat mutatja, az itt ké-
dolt aminosavakat és a CA167b klénnal va-
16 atfedést.

a CA290a klénban levd HCV cDNS nukleo-
tid szekvencidjat, és az itt kédolt aminosava-
kat mutatja és a CA216a klénnal val6 étfe-
dést.

az ag30a klénban levd HCV ¢DNS nukleo-
tid szekvencigjat és a CA290a klénnal valé
stfedést szemlélteti.

a CA205a klénban levé HCV c¢DNS nukleo-
tid szekvencidjat és a CA290a klénban levg
HCV cDNS szekvencidval valé dtfedést mu-
tatja.

a 18g klénban szerepld HCV ¢DNS nukleo-
tid szekvencidjat mutatja és az ag30a klén-
ban levd HCV ¢DNS szekvencidval valé
atfedést.

a 16jh klénban levé HCV ¢DNS nukleotid
szekvenci4jat, az itt kédolt aminosavakat és
a 15e klénban levé HCV cDNS szekvencia-
val dtfedést mutaté nukleotidokat.

a pil4a, CA167b, CA156e. CA84a, CA59a.
K9-1, 12f, 14i. 11b. 7f, 7e, 8h, 33c, 40b,
37b, 35, 36, 81, 82, 33b, 25c. 14c, 8f, 33f,
33g, 39c, 35f, 19g. 26g. és a 15e kiénokbdl
szérmazé HCV cDNS ORF-jét mutatja.

a fent leirt klénokbdl szdrmazé Osszedllt
HCV cDNS szekvencia értelmes szdljdt, €s
az EPO Pub. No. 318 216-ban kozolt dssze-
4llt HCV cDNS szekvencidjat mutatja. A
szekvencia a kovetkezs klénokbdl szarma-
zik: bl14a. 18g, ag30a, CA205a, CA290a,
CA216a. pil4a. CA167b, CAl56e, CA84a.
CA59a, K9-1 (k9-1-nek is nevezett), 26j,
13i, 12f, 141, 11b, 71, 7e, 8h, 33c, 40b, 37b,
35, 36, 81, 32, 33b, 25c, 14c. 8f, 33f, 33g,
39c, 35f, 19g. 26g. 15¢, b5a, és a 16jh. Az
4bran a szekvencia felett levd hdrom vessz6
a feltételezett inicidtor metionin kodont jelo-
li. Az 4dbra szemlélteti a HCV c¢DNS-ben
kédolt feltételezett poliprotein aminosav
szekvencidjat is.

az antigén térképezési vizsgilatokban hasz-
nalt immunoldgiai telep screenelési modszer
diagramjat mutatja.

a HCV és a West Nile virusban kédolt poli-
proteinek hidrofébicitdsi profiljait szemlél-
tetl.

a feltételezett HCV poliprotein hidrofilicita-
si/hidrofébicitdsi profiljt és antigén indexét
vazolja.
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21.abra a HCV-ben és a Flavi-virusokban levé kon-
zervélt kolinedris peptideket mutatja.

Eljdrds a taldimdny kivitelezéséhez

1. Definiciok

A leirdsban az aldbbi, részletesen magyarazott kife-
Jezéseket haszndljuk.

Hepatitis C virus:

az e teriileten dolgoz6k ezt a fogalmat a NANBH
egykor ismeretlen aetiolégiai anyagdnak tartottdk
fenn. Ennek megfelelGen, ahogy a taldlményban
hasznaljuk, a ,hepatitis C virus” (HCV) a NANBH
el6idézd anyagdra vonatkozik, ezzel a névvel kordb-
ban az NANBV és/vagy BB-NANBV-t jelolték. A
taldlmanyban a HCV. NANBYV, és BB-NANBYV fo-
galmakat felcserélhetGen hasznéljuk. A terminoldgia
kiterjesziésének kovetkeztében a HCV dltal okozott
betegséget, melyet kordbban NANB hepatitisznek ne-
veziek (NANBH), hepatitis C-nek hivjuk. A talal-
ményban az NANBH és a hepatitis C fogalmakat
felcserélhetGen haszndljuk.

HCV:

A fogalom a taladlmany szerinti haszndlatban
olyan virus fajt jelol. melynek patogén torzsei
NANBH-t okoznak. és gyengitett torzsek és hibas
zavard részecskék szdrmaznak belSle. Ahogy az a
késobbiekben ldthaté, a HCV genomja RNS-b6l &ll.
Ismeretes, hogy az RNS tartalmd virusokban relative
magas a spontdn mutdcids rdta, pl. a kézlemények
szerint 1073-10* nagysagrendd a beépiilt nukleoti-
dokra vonatkoztatva (Fields és Knipe, 1986). Ezért a
késGbbiekben leirt HCV fajon belil szamos olyan
torzs 1étezik. melyek lehetnek virulensek, vagy aviru-
lensek. A késébbiekben leirt 0sszetételek és modsze-
rek lehetSvé teszik a HCV t6rzsek, vagy izoldtumok
szaporildsat. azonositdsdl. detektdldsdt és izoldldsat.
Tovdbba a taldlmdny lehetévé teszi a killonboz6 tor-
zsek elleni diagnosztikumok és vakcindk elkészitését,
akar az antivirdlis anyagok screenelési folyamataiban
haszndlhat6 Osszetételek és médszerek gydgyszertani
célu felhaszndldsdt, olyan anyagokat, melyek pl. gi-
toljdk a HCV replikdciojat.

Az itt ny4jtott informdcid, bér a prototipus torzs-
rél. vagy HCV izoldtumrél szereztiik, melyet a tovab-
biakban CDC/HCV I-nek (HCV1-nek is hivott) jelol-
Juk, elegendS egy virus rendszertannal foglalkozd
szdmdra arra. hogy a fajba tartozé 16bbi térzset azo-
nositsa. Az itt nydjtott informdcid aldtdmasztja azt a
sejtést. miszerint a HCV egy Flavi-szerd virus. A
Flavi-virus részecskék morfoldgidja és dsszetétele is-
mert, és Brinton kozleményében targyalt (1986). Al-
laldnossdgban a morfoldgidt tekintve, a Flavi-virusok
egy keutds lipid réteggel koriilvett kdzponti nukleo-
kapszidot tartalmaznak. A virionok gomb alakiak és
kb. 40-50 nm dumérdjiek. Magjuk atmérdje kb. 25—
30 nm. A virion burok kils§ felszinén 5-10 nm
hosszi nydlvanyok vannak, melyek kb. 2 nm atméré-
30 gombocskdkban végzddnek.

Azt vértuk, hogy a kiillonbozd torzsek, vagy HCV
izoldtumok a prototipus izoldtumhoz, a HCV1-hez ké-
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pest eltéréseket tartalmaznak az aminosavakban €s a
nukleinsavakban. Arra szamitottunk, hogy sok izolé-
tum sok homolégiat (t6bb mint 40%-ot pl.) mutat az
aminosav szekvencidban a HCV1-gyel dsszevetve. De
lehet taldlni ennél kisebb homolégidji HCV izoldtu-
mokat is. Ezeket az izoldtumokat szdmos kritérium
szerint lehetne jellemezni, példaul ilyenek szerint: egy
megkozelitSleg 9000 — koriilbeliil 12 000 nukleotidot
tartalmazé ORF, mely egy olyan poliproteint kédol,
mely méretben hasonlé a HCVl1-ben taldlhat6val; a
kédolt poliprotein hasonlé hidrof6bicitdsu és antigén
tulajdonsdgd, mint a HCVI1-ben kédolt, és egy a
HCV1-ben konzervdlt kolinedris peptid szekvencia je-
lenléte alapjan. Tovéabb4, a genom pozitiv-szdli RNS
legyen.

A HCV kédol legaldbb egy olyan epitépot, mely
immunolégiailag azonosithat6 egy olyan HCV-genom-
ban levé epitéppal, melybdl az itt leirt cDNS-ek szér-
maznak; el6nydsen az epitép tartalmaz egy itt leirt
aminosav szekvenciat. Az epitép jellegzetes a HCV-t
tekintve, ha més ismert Flavi-virusokkal hasonlitjuk
Ossze. Jellegzetességét ugy hatdrozhatjuk meg, hogy
immunolégiailag reagdl a HCV-elleni antitestekkel,
mig mas Flavi-virus fajok antitestjeivel szemben hi-
dnyzik ez az immunoldgiai aktivitdsa. A szakember
szamdra ismeretesek az immunoldgiai aktivitds megha-
tarozdsanak modszerei, ilyenek pl. a radioimmunol6-
giai vizsgdlat, az ELISA mddszer, a hemagglutindcid,
és szamos példat nyujtunk a vizsgélatra alkalmas tech-
nikdkbdl.

A fentieken til a kovetkezd nukleinsav homolé-
giai és aminosav homoldgiai paraméterek alkalmaz-
haték egyesével, vagy egyiittesen a torzsek. vagy
izoldtumok HCV-ként valé azonositdsdban. Mivel a
HCV térzsek és izoldtumok fejl6déstanilag kapcsolat-
ban 4llnak, azt vartuk. hogy nukleotid szinten a geno-
mok teljes homoldgidja talan 40% koriil, vagy még
nagyobb lesz, taldn 60%. vagy nagyobb, vagy még
valészindbb, hogy 80%. vagy ennél nagyobb; és to-
vdbba azt, hogy lesz legaldbb 13 nukleotidbdl all6
hasonlé szomszédos szekvencia. A feltételezett HCV
torzsek genom-szekvencidja és a CDC/HCVI1 cDNS
szekvencia kozotti hasonlésdgot a tudomdnyban is-
mert technikdk segitéségével lehet meghatdrozni.
Példdul meghatdrozhaté a feltételezett HCV-bél szdr-
mazé polinukleotid szekvencia és a HCV cDNS szek-
vencia(dk) informécidinak kozvetlen osszehasonlita-
sdval. Tovdbba meghatdrozhaték a polinukleotidok
hibridizaciéjdval is, melyet olyan korilmények ko-
z6tt végzink, hogy stabil duplexek képzddjenek a
homoldg régidk kozott (pl. azok, melyeket az S1-gyel
valé emésztés eldtt kivanunk haszndlni), ezt kdveten
egyszdld specifikus nukledz(ok)-kal végziink emész-
tést, majd az emésztett fragmentumok méretét hatd-
rozzuk meg.

A HCV-torzsek vagy -izoldtumok fejlédéstorténeti
rokonsdga miatt a feltételezett HCV-torzsek, vagy -izo-
latumok azonosithaték polipeptid szinten levé homold-
gidjuk alapjan. Altaldban a HCV-torzsek, vagy -izold-
tumok esetében 40%-osnal nagyobb homolégidra szé-



1 HU 211981 A9 2

mitunk, esetleg 70%-osndl nagyobbra, és még val6szi-
niibb, hogy 80%-ndl is nagyobb homol6gidra, és né-
hdny még a 90%-ndl nagyobb homol6gidt is eléri poli-
peptid szinten. Az aminosav szekvencia homol6gidjé-
nak meghatdrozdsi technikdja ismert a szakember sza-
méra. Példdul az aminosav szekvencia kozvetleniil
meghatdrozhaté és az itt nydjtott szekvencidval dssze-
vethetd. Hasonl6képpen a feltételezett HCV-genom
anyagdnak nukleotid szekvencidja is meghatdrozhat6
(dltaldban a ¢cDNS kozbensd termékein keresztiil), az
itt kédolt aminosav szekvencia meghatdrozhaté és a
hasonlé régidk osszevethetdk.

Valamib6l szdrmazé polinukleotid:

ahogy a leirdsban alkalmazzuk, egy kijel6lt szek-
vencidbol ,,szdrmazd™ polinukleotid olyan polinukle-
otid szekvenciat jelol, mely legaldbb 6 nukleotidbél
allé szekvencidbdl 4ll, eldnyosen legaldbb 8 nukleo-
tidbdl, még eldnydsebben legaldbb 10-12 nukleotid-
bol. még elényosebben legaldbb 15-20 nukleotidbdl,
mely a kijelolt nukleotid szekvencia régidjidhoz ha-
sonld. A . hasonlé™ azt jelenti, hogy homoldg vagy
komplementer a jelolt szekvencidval. El6nydsen, a
régié szekvencidja. melybdl a polinukleotid szarma-
zik homolég vagy komplementer egy HCV genomra
sajatosan jellemz& szekvencidval. Azt, hogy egy
szekvencia sajitosan jellemz6-e a HCV genomra
vagy sem. a témdban jartas szakember dltal ismert
technikdkkal meghatdrozhaté. Példdul a szekvencia
osszehasonlithaté az adatbankokban levd szekvenci-
dkkal. pl. a Génbankban levSkkel, abbdl a célbdl,
hogy meghatdrozzuk a szekvencia jelen van-e a nem
fert§zot gazdaban vagy mds szervezetekben. A szek-
vencia 0sszehasonlité mds virus dgensek ismert szek-
vencidival, melyek kozé tartoznak azok. melyek is-
mert hepatitis indukdlék pl.: HAV. HBV, HDV és més
a Flaviviridae-be tartozé virusok. A szdrmaztatott
szekvencia mds szekvencidkkal valé hasonldsdga
vagy eltérése meghatdrozhaté a megfelel§ szigori
feltételek mellett elvégzett hibridizaciéval is. A nuk-
leinsav szekvencidk komplementaritdsdanak meghaté-
rozasara szolgal6 hibridizacids technikdk ismertek és
a kés@bbiek soran keriilnek részletezésre. Lasd pl.
Maniatis et al. (1982) kozleményét. Tovabb4 a hibri-
dizacid soran keletkezett kettdsszali polinukleotid hi-
bds parositdsa ismert technikdkkal meghatdrozhatd.
Ezen technikdk kozé tartozik pl. az olyan nukledzzal
10riéné emésztés, mint amilyen az S1, mely specifi-
kusan emészti a kettdsszald polinukleotidok egyszélu
régidit. Az olyan régiék, melyekbdl tipikus DNS
szekvencidk ,szdrmaztathat6k” tartalmaznak - de
nem korldtozédnak csupan — pl. olyan régidkat, me-
lyek specifikus epitépokat kédolnak, akdrcsak nem
atirt és/vagy nem transzlatalt régidkat.

A szarmaztatott polinukleotid nem szdrmazik sziik-
ségszerden fizikailag a bemutatott nukleotid szekven-
c1dbdl. hanem barmilyen méds mddon eldallithaté pl.
kémiai szintézissel, vagy DNS replikdciéval, vagy re-
verz transzkripciéval. vagy transzkripeiéval. Tovdbbd a
jelolt szekvencidhoz hasonlé szekvencidjd régidk kom-
bindcidi dgy mddosithatéak a szakember szdmdra is-
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mert médokon, hogy az a tervezett felhasznaldsnak
megfeleld legyen.

Hasonl6képpen, egy kijeldlt nukleinsav szekven-
ci4bél ,,szdrmazé” polipeptid, vagy aminosav szekven-
cia olyan polipeptidet jelol, mely aminosav szekvenci-
4ja azonos a szekvencidban kédolt polipeptidével, vagy
annak egy részletével, ahol a részlet legaldbb 3-5 ami-
nosavbé] 4ll, elénydsebben legaldbb 8-10 aminosav-
b6l, még el6nydsebben legaldbb 11-15 aminosavbal,
vagy amely immunolégiailag azonosithat6 a szekven-
cidban kédolt polipeptiddel.

A rekombindns, vagy szdrmaztatott polipeptid
nem sziikségszerden egy kijelslt nukleinsav szekven-
cidré] transzlalédik pl. az itt lefrt HCV ¢DNS szek-
venciar6l, vagy egy HCV-genomrdl, barmely mis
médon is elGdllithatd pl. kémiai szintézissel, vagy
egy rekombindns expressziés rendszer expresszi6ja-
val, vagy mutdlt HCV-b6l torténé izoléldssal. A re-
kombin4ns, vagy szdrmaztatott polipeptid egy vagy
tobb analég aminosavat, vagy nem természetes ami-
nosavat tartalmazhat szekvencidjdban. Aminosav-
analégok egy szekvencidba val6 inzertdldsa ismert a
tudomdny e teriilletén. Ez magéba foglalhat egy vagy
16bb elnevezést is. melyek ismeretesek az e teriileten
jdrtas szakemberek szamdra.

Rekombindns polinukleotid:

a fogalom a taldlmdny szerinti haszndlatban egy
genom, cDNS, félszintetikus, vagy szintetikus eredeti
polinukleotidot jeldl. mely annak szdrmazdsa. vagy
manipuldciéja alapjan 1. nem 4ll kapcsolatban azzal a
polinukleotiddal, vagy annak egy részével, mellyel a
természetben kapcsolédik, 2. egy mds polinukleotid-
hoz ko6tédik, mint amelyhez a természetben kotddik,
vagy 3. nem fordul el§ a természetben.

Polinukleotid:

a fogalom a taldlmany szerinti haszndlatban egy
barmilyen hosszisdgu nukleotid polimer forméjat je-
16li, legyen az akdr ribonukleotid, vagy dezoxi-ribo-
nukleotid. Ez a fogalom csupan a molekula elsddle-
ges szerkezetére vonatkozik. Igy a fogalom vonatko-
zik a két- vagy egyszdli DNS-re, akdrcsak a két-
vagy egyszali RNS-re. Vonatkozik ismert modifika-
ciékra, mint pl. a tudomanyban ismert olyan elneve-
zésiiekre, mint a metildcid, .,védGsapkdk™, a termé-
szetben elSfordulé egy vagy tobb nukleotid anald-
gokkal valé helyettesitése, nukleotidok kozotti modi-
fikdciok, mint pl. a t6ltés nélkiili kotések (pl. metil-
foszfonatok, foszfotriészterek, foszfoamidatok, kar-
bamitok stb.), toltéssel rendelkezd kotések (pl. fosz-
forotiodtok, foszforoditiodtok stb.), a kinyulé része-
ket tartalmazok, mint pl. a fehérjék (ide értve pl. a
nukledzokat, toxinokat, antitesteket, jelpeptideket, a
poli-L-lizint stb.), interkaldtorokkal rendelkezdk (pl.
akridin, pszoralen stb.), a keldtképzék (pl. fémek,
radioaktiv fémek, bér, oxidativ fémek stb.), az alkild-
16kat tartalmazék, a médositott kotéseket tartalmazok
(pl. alfa anomer nukleinsavak stb.). akdrcsak a poli-
nukleotidok nem médositott formdi.
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Tisztitott virus polinukleotid:

a meghatdrozds olyan HCV genomot, vagy frag-
mentumot jel6l, mely alapjdban véve mentes az olyan
polipeptidektSl, melyekkel a virus polinukleotid termé-
szetes koriilmények kozott kapcsolédik. Példaul keve-
sebb, mint kb. 50%-ot, elénydsen kevesebb, mint kb.
70%-ot, és még eldnydsebben kevesebb, mint 90%-ot
tartalmaz. A virus polinukleotidok virusrészecskéktél
val6 megtisztitdsdnak technikdi ismertek, ide tartoznak
pl. a részecske szétdaraboldsa kaotropikus anyaggal, a
polinukleotid(ok) és polipeptidek ioncserés kromatog-
réfidval, affinitas-kromatografidval torténd frakcionalt
kivondsa és elkiilonitése és a denzitdsuknak megfeleld
szedimentacid.

Tisztitott virus polipeptid:

a meghatdrozas olyan HCV polipeptidet, vagy frag-
mentumot jeldl, mely alapjdban véve mentes olyan
sejlalkotoktdl, melyekkel a virus polipeptid termé-
szetes koriilmények kozott kapesolatban all, pl. keve-
sebb. mint kb. 50%-ot, el6nyosen kevesebb, mint 70%-
ot és még elényosebben kevesebb, mint 90%-ot tartal-
maz. A virus polipeptidek tisztitasi eljirdsai ismerete-
sek €s ezen technikdkra példdkat a késébbiekben is-
mertetiink.

Rekombindns gazdasejiek, gazdasejtek, sejtek, seji-

vonalak. sejtrenyvészetek:

ezek és az ehhez hasonlé egysejtd entitdsként te-
nyésztett mikroorganizmusokat, vagy magasabbrendd
eukariota sejtvonalakat jell§ fogalmak olyan sejtekre
vonatkoznak, melyeket rekombinédns vektor, vagy mds
iranszfer DNS recipienseiként lehet haszndlni, vagy
haszndlnak és melyek tartalmazzdk az eredeti transz-
frektalt sejtek utodait. Erthetd, hogy az egyetlen sziilGi
sejtb6l szarmazé utddsejtek nem sziikségszerlen telje-
sen azonosak morfolégiailag. vagy a genom. vagy a
teljes DNS 0Osszetételében az eredeti sziilGi sejttel, a
természetesen bekovetkezd, véletlenszerd, vagy a
szandékos mutdcidt eredményeként.

Replikon:

barmilyen genetikai elemet jelol ez a fogalom. Pél-
ddul egy plazmid, egy kromoszdéma, egy virus, kozmid
stb., mely a sejten beliili polinukleotid replikacié auto-
nom egységeként viselkedik pl. képes sajét ellenérzése
alatt szaporodni.

Vektor:

a meghatdrozas olyan replikont jel6l. melyben egy
masik polinukleotid szegment kapcsoldédik gy, hogy
elSidézi a kapesolt szegment replikdcidjét és/vagy exp-
resszidjat.

Kontroll szekvencia.

a meghatarozds olyan polinukleotid szekvencidkra
vonatkozik, melyek azon kédolé  szekvencidk
expresszidjdhoz sziikségesek, amelyekhez ligiltak. Az
ilyen kontroll szekvencidk tulajdonsagai a gazdaszerve-
zeut§l figgden killonboznek; prokaridtdkban az ilyen
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kontroll szekvencidk 4ltaldban promotereket, riboszémds
kowhelyeket és termindtorokat tartalmaznak; eukariotdk-
ban 4ltaldban az ilyen kontroll szekvencidk promotere-
ket, termindtorokat és néhdny esetben erdsitd szekvenci-
4kat tartalmaznak. A , kontroll szekvencia” fogalma hiva-
tott tartalmazni minimélisan mindazokat a komponense-
ket, melyek jelenléte sziikséges az expresszidhoz és tar-
talmazhat olyan tovdbbi komponenseket is, melyek je-
lenléte elSnyos, pl. a vezetd szekvencidk.

Mikoddképesen kapcsolt:

a meghatdrozés egy juxtapoziciéra utal, melyben az
igy jellemzett komponensek olyan kapcsolatban van-
nak, amely lehet6vé teszi szdmukra, hogy a kivént
médon funkciondljanak. Az a kontroll szekvencia,
mely ,,mikédoképesen kapcsolédik” egy kédold szek-
vencighoz, oly médon ligélt, hogy a kédol6 szekvencia
expressziGja olyan koriilmények kozott valésul meg,
mely kompatibilis a kontroll szekvencidval.

Nyitort leolvasdsi keret (ORF):

a fogalom egy polinukleotid szekvencia polipepti-
deket k6dol6 régiGjat jelenti; ez a régié a kédold szek-
vencia egy részét, vagy a teljes kédolé szekvencidt
képviselheti.

Kddold szekvencia:

a fogalom egy polinukleotid szekvencidra vonatko-
zik, mely &tirédik mRNS-vd és/vagy polipeptiddé
transzldl6dik, ha megfeleld szabdlyozé szekvencidk el-
lendrzése ald keriil. A kédol6 szekvencia kereteit az 5’
végen egy transzldcids start kédon, a 3’ végen egy
transzldcids stop kédon hatdrolja. Egy kédolé szekven-
cia 4llhat mRNS-bél, cDNS-bdl és rekombinans poli-
nukleotid szekvencidbdl, de nem korldtozédik csupan
ezekre.

Immunolégiailag azonosithato:

a meghatdrozas olyan epitop(ok) és polipeptid(ek) je-
lenlétére vonatkozik, melyek jelen vannak a kijelolt poli-
peptid(ek)ben is, rendszerint HCV proteinekben. Az im-
munoldgiai azonossdg antitest kotGdéssel és/vagy kotési
kompeticiéval hatdrozhaté meg; ezek a technikdk ismer-
tek a tudomaényban éltaldnosan képzett szakemberek sza-
mdra, és a késGbbiekben bemutatdsra keriilnek.

Epitép:

a taldlmany szerinti haszndlatban egy polipeptid
antigén hatédst determindnséra vonatkozik; az epitép 3
olyan aminosavbdl &ll, melyek térbeli konfigurici6ja
az epit6pra jellemzd, édltaldban egy epitép legaldbb 5
ilyen aminosavbé! 4ll, még gyakrabban legaldbb 8-10
ilyen aminosavbél. Az aminosavak térbeli konformd-
cidjdnak meghatdrozdsi médszerei ismertek, ilyenek a
rontgen krisztallogrfia és a kéidimenzi6ji nukledris
mdgneses rezonancia.

Immunolégiailag aktiv:
a fogalom szerint egy polipeptid immunolégiailag
akkor reagdl egy antitesitel, amikor kotédik hozzd.
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annak kovetkeztében, hogy az antitest felismeri a spe-
cifikus epitépot, melyet a polipeptid tartalmaz. Az im-
munoldégiai aktivitds antitest kotGdéssel hatdrozhaté
meg, még részletesebben az antitest kotddés kinetikdja-
val és/vagy kotGdési kompeticiéval, ha kompetitorként
hasznédlunk egy ismert polipeptid(ek)et, mely(ek) a cél-
zott antitest elleni epitépot tartalmazza(k). A meghata-
rozdsi technikdi annak, hogy egy polipeptid immunol6-
giailag aktiv-e egy antitesttel szemben, ismertek a
szakemberek szdmdra.

Immunogén polipeptid:

a talalmany szerinti hasznélatban az immunogén
polipeptid olyan polipeptid. mely celluldris és/vagy
humoralis vélaszt vélt ki, akdr egymagéban, akér egy
hordozéhoz kotve, adjuvédns jelenlétében vagy hia-
nydban.

Polipeptid:

a meghatdrozds aminosavak polimerjére vonatko-
zik és nem a termék egy specifikus hosszdsdgéra; igy
peptidek, oligopeptidek és proteinek egyardnt a poli-
peptid definicidjdba tartoznak. Ez a meghatdrozas nem
vonatkozik, vagy zdrja ki a polipeptid expresszi6 utdni
modifikdcidit pl. a glikozildci6kat, acetildcidkat. fosz-
forilacidkat és az ehhez hasonl6kat. A meghatdrozés
magdba foglal pl. egy vagy tobb aminosav analdgot
tartalmazé polipeptidet (pl. nem természetes aminosa-
vakat stb.) helyettesitett kotésekkel rendelkez$ poli-
peptideket. akdrcsak mds ismert modifikdcidkat, legye-
nek ezek természetesen el§forduldk. vagy nem termé-
szetesen el&forduldk.

Transzformdcio.

a taldlmany szerinti hasznalatban egy exogén po-
hinukleotid gazdasejtbe vald inzercigjdt jelenti, flig-
getlendl attél, hogy az inzerci6hoz milyen mddszert
haszndlunk. pl. direkt felvételt, transzdukcidt, f-péro-
sitast. vagy elektropordciét. Az exogén polinukleotid
nem-integrdlt vektorként tarthaté fenn. pl. plazmid-
ként. vagy mds megolddsként a gazda genomjdba
integralhatd.

Kezelés:
a taldlmany szerinti hasznalatban jelentése profila-
Xis és/vagy terdpia.

Egvén, egved:

a 1taldlmany szerinti haszndlatban az ,egyén,
egyed” gerincesekre vonatkozé meghatdrozas, ezek
kozil is f6ként az emlds fajok tagjaira. Ide tartoznak a
hdziallatok. sportdllatok, féemlésdk ide értve az em-
bert 1s. bar nem korldtozdédik csupén ezekre.

Kodolo szdl (sense strand):

a taldlmdny szerinti hasznélatban egy nukleinsav
,kodold szdla” olyan szekvenciabdl dll, mely szekven-
cia homoldg az mRNS szekvencidjdval. Az ,.anti-sense
strand” olyan szekvencidbdl 4ll, mely komplementere a
kodolo szdl szekvencidjdnak.
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Pozitiv szdli genom:

a taldlmény szerinti hasznélatban a meghatdrozas
olyan virus-genomot jelsl, mely 4lljon akdr RNS-bél
vagy DNS-bdl, egyszéli és virus-polipeptid(ek)et ko-
dol. A pozitiv szdli RNS virusokra példa a Togaviri-
dae, Coronaviridae, Retroviridae, Picornaviridae és a
Caliciviridae. Ide tartoznak a Flaviviridae fajok is, me-
lyeket kordbban Togaviridae-ként osztdlyoztak. Ldsd
Fields és Knipe (1986) munk4jat.

Antitest tartalmii testalkotok:

a taldlmany szerinti haszndlatban a meghatdrozas
az egyén testének olyan OsszetevSjére vonatkozik,
mely a kérdéses antitest forrdsa. Antitest tartalmu test-
alkot6k ismertek a szakember szdmdra; ezek kozé tar-
toznak, de nem korldtozédnak csupdn a kovetkezdkre:
plazma. szérum, gerincfolyadék, nyiroknedv, a 1égz6-
szervek, emésztScsatorna és az urogenitalis rendszer
kiils§ részei. konny, nydl, tej, fehérvérsejtek, mield-
madk.

Tisztitort HCV:

a taldlmdny szerinti hasznalatban a meghatérozas
olyan HCV készitményre vonatkozik, mely olyan sejt-
alkot6kbdl keriil izoldldsra, mellyel a virus normdlis
koriilmények kozdtt kapesolatban van és olyan mads
virusokbél, melyek jelen lehetnek a fertdzott szovet-
ben. A tudomdnyban jdrtas szakemberek szdmdra is-
mertek a virus-izol4lds technikai, ilyenek pl. a centrifu-
galds és affinitds-kromatografia: a tisztitott HCV készi-
tésének maidszere a késGbbiekben kerill leirdsra.

HCV-részecskék:

a taldlmdny szerinti hasznalatban a meghatdrozas
vonatkozik a teljes virionra, akarcsak a virion képzésé-
ben résztvevd koztes részecskékre. A HCV-részecskék
4ltaldban egy vagy tobb HCV-nukleinsavakhoz kap-
csol6d6 HCV fehérjével rendelkeznek.

Proba:

a taldlmdny szerinti hasznalatban a meghatdrozas
olyan polinukleotidra vonatkozik, mely hibrid szerke-
zetet létesit a célzott teriilet szekvencidjdval, annak
kovetkeztében, hogy a préba legalabb egy szekvencid-
ja komplementer a célzott teriilet egy szekvencidjdval.
A préba azonban nem tartalmaz olyan szekvencidt,
mely komplementer a polimerdz ldncreakcié beinditd-
sahoz hasznélt szekvencidval(dkkal).

Célzort teriilet:

a taldlmany szerinti haszndlatban a meghatdrozds a
nukleinsav olyan régiGjdra vonatkozik, melyet ki szdn-
dékozunk bdviteni és/vagy detektdlni.

Virus RNS:

a taldlmény szerinti haszndlatban a meghatdrozas,
melybe a HCV RNS is bele tartozik, a virus-genombdl
szdrmazé RNS-ra vonatkozik, ennek fragmentjeire.
transzkriptjeire és az ebbdl szdrmazé mutdns szekven-
cidkra.
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Biologiai minta:

a taldlmédny szerinti hasznédlatban a meghatdrozis
egy egyedbdl izoldlt szovet, vagy folyadék mintdra
utal, melybe bele tartoznak a kovetkezGk — bar nem
korldtozédnak csupdn ezekre — plazma, szérum, ge-
rincfolyadék. nyiroknedv, a bér, a légzbszerv, az
emésztdcsatorna €s az urogenitélis rendszer kiils§ ré-
szei. a konny, a ny4l, tej, vérsejtek, tumorok, szervek és
in vitro sejttenyészetek alkotéinak mintdi (ide értve, de
nem csupdn a kdvetkezSkre korldtozédva pl. a sejtte-
nyészt§ tdpkozegben valé sejtszaporodds eredménye-
ként megvéltozott tdpkdzeg, a feltételezhetSen virus-
fertézott sejtek. a rekombindns sejtek és a sejtkompo-
nensek).

1. a taldlmdny leirdsa

A jelen taldlmédnyban, hacsak ezt kiilén nem jelol-
tiikk. a szakember szdmadra ismert hagyoményos mole-
kuldris biolégiai, mikrobioldgiai, rekombindns DNS és
immunoldgiai technikdkat alkalmaztunk. Ezen techni-
kak részletes leirdsa megtaldlhaté az irodalomban.
Ldsd pl. a kovetkez§ miveket: Maniatis, Fitsch and
Sambrook, MOLECULAR CLONING; A LABORA-
TORY MANUAL (1982); DNA CLONING, VOLU-
MES I AND II (D. N. Glover ed. 1985); OLIGONUC-
LEOTIDE SYNTHESIS (M. J. Gait ed. 1984); NUC-
LEIC ACID HYBRIDIZATION (B. D. Hames and S. J.
Higgins eds. 1984). TRANSCRIPTION AND TRANS-
LATION (B. D. Hames and S. J. Higgins eds. 1984),
ANIMAL CELL CULTURE (R. I. Freshney ed. 1986);
IMMOBILIZED CELLS AND ENZYMES (IRL Press,
1986): B. Perbal. A PRACTICAL GUIDE TO MOLE-
CULAR CLONING (1984); the series, METHODS IN
ENZYMOLOGY (Academic Press. Inc); GENE
TRANSFER VECTORS FOR MAMMALIAN CELLS
(J. H. Miller and M. P. Calos eds. 1987, Cold Spring
Harbor Laboratory), Methods in Enzymology Vol. 154
and Vol. 155 (Wu and Grossman, and Wu, eds., respec-
tively), Mayer and Walker eds. (1987), IMMUNO-
CHEMICAL METHODS IN CELL AND MOLECU-
LAR BIOLOGY (Academic Press, London). Scopes
(1987), PROTEIN PURIFICATION: PRINCIPLES
AND PRACTICE, Second Edition (Springer-Verlag,
N. Y)), HANDBOOK OF EXPERIMENTAL IMMU-
NOLOGY, VOLUMES I-IV (D. M. Weir and C. C.
Blackwell eds. 1986). Az Osszes kordbban és az ezutan
emlitett szabadalom. szabadalmi alkalmazds és a koz-
lemények a referencidban vannak feltiintetve.

A jelen taldlmany hasznos anyagait és eljarasait a
nukleotid szekvencidk egyik csalddjanak eldéllitdsa
tette lehetévé, melyet a HCV ¢DNS szekvencidkat tar-
talmazé cDNS-konyvtdrakbdl izoldltuk. Ezek a cDNS-
kényvidrak HCV-sal fertézott csimpdnz plazméjdban
jelen levd nukleinsav szekvencidkbdl szarmaztak. Ezen
konyvtdrak egyikének. a ,c"” konyvidrnak (ATCC No.
40 394) a felépitésérdl az EPO Pub. No. 318 216-ban
szamoltunk be. Az itt k6zolt HCV ¢cDNS-at tartalmazé
klénok koziil szdmosat a ..c” kdnyvtarbdl nyertiink.
Bar a taldlmdnyban kozolt klénok koézil masokat mas
HCV cDNS-konyvtdrakbdl nyertiink, a ,,¢” konyv-
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tarban levé szekvencidkat tartalmazé kl6nok jelenlétét
bizonyitottuk. Ahogy az EPO Pub. No. 318 216 szdmi
szabadalomban kozzé tettiik, a ,,c” konyvtarbdl izolalt
HCV cDNS szekvencidk csalddja nem humdn vagy
csimpénz eredetiiek és nem mutatnak jelentSs homol6-
gi4t a HBV-genomban levé szekvencidkkal.

Az itt lefrt HCV ¢DNS-ak elérhetSsége lehetdvé
tette olyan polinukleotid prébdk létrehozdsét, melyek
hasznos reagensek a biolégiai mintdkban levé — ideért-
ve az adott vért is — virus eredetd polinukleotidok
detektdldsdban, Péld4ul a szekvencidkbdl 8—10 nukleo-
tidbol 4116 DNS oligomerek szintetizdlhat6k, vagy na-
gyobbak, melyek hibridiz4ciés prébakként alkalmaz-
haték a HCV RNS jelenlétének detektdldsdra pl. adott
vérben, olyan alanyok szérumdban, melyek feltétele-
zetten tartalmazzdk a virust, vagy sejttenyészet-rend-
szerekben, ahol a virus replikdlédik. Tovabbad a cDNS
szekvencia lehet@séget nyujt arra, hogy HCV specifi-
kus polipeptideket szerkessziink és termeljiink, melyek
diagnosztikai reagensekként haszndlhaték a HCV fer-
16zés alatt termelt antitestek jelenlétének kimutatdsara.
A ¢DNS-akbél szdrmaztatott tisztitott polipeptidek el-
leni antitestek szintén hasznélhatdk a biol6égiai mintdk-
ban levé virus-antigének detektaldsara. Ilyen mintdk az
adott vérmintdk, NANBH betegek szérumai és a HCV
replikdciéhoz hasznélt szovettenyésztési rendszerek.
Tovéabb4 az itt kézélt immunogén polipeptidek, melyek
a 17. 4brdn lathat6 HCV ¢DNS ORF-jének (nyitott
leolvasdsi keret) egy részében kédoltak szintén hasz-
nédlhat6k a HCV-ra t6rténd szkrinelésre, diagndzisra és
kezelésére és olyan antitestek képzésére. melyek ilyen
célokra haszndlhatdk.

Tovébbd, az itt leirt ij cDNS szekvencidk lehetévé
teszik a HCV-genom tovabbi jellemzését. Az ezen
szekvencidkbol szarmazé polinukleotid probédk és pri-
merek haszndlhat6k a cDNS-konyvtdrakban jelenlevé
szekvencidk kibGvitéséhez és/vagy a cDNS-konyv-
tdrak tovdbbd 4atfed6 cDNS szekvencidkra valé szkri-
neléséhez, mely viszont tovabbi atfedd szekvencidk
nyeréséhez haszndlhat6. Ahogy a kés6bbiekben és az
EPO Pub No. 318 216 sz. szabadalomban jeleztiik, a
HCV-genom olyan RNS-nak tnik, mely elsésorban
egy nagy poliproteint kddolé nagy ORF-b6l (nyilt leol-
vasdsi keret) 4ll.

Az itt nydjtott HCV ¢DNS szekvencidk, az ezen
szekvencidkbdl szdrmaztatott polipeptidek, az itt leint
immunogén polipeptidek. akdrcsak ezen polipeptidek
ellen irdnyul6 antitestek szintén haszndlhaték a vér
eredetd NABV (BB-NANBV) dgens(ek) izolaldsdhoz
és azonositdsdhoz. Példaul a cDNS-akbdl szdrmaztatott
polipeptidekben levé HCV epitépok ellen irdnyul6 an-
titestek olyan a virus izoldldsdra haszndlhat6 eljardsok-
ban alkalmazhat6k, melyek az affinitds-kromatografid-
ra épiilnek. Mdsik esetben, az antitestek az eltérd tech-
nikdkkal izolalt virusrészecskék azonositasara haszndl-
hat6k. A virus antigének és az izoldlt virusrészecskék-
ben levé genom anyagok a késGbbiekben igy tovdbb
jellemezhetSk.

Tovéabb4, a késGbbiekben adott informacié lehetd-
séget nydjt tovabbi HCV-torzsek vagy -izoldtumok
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azonositasdra. A tovabbi HCV-torzsek vagy -izoldtu-
mok izoléldsa és jellemzése megvalGsithaté olyan tes-
talkotékbdl valé nukleinsavak izoldl4sdval, melyek tar-
talmazzdk a virus részecskéket és/vagy a virus RNS-at,
a késdbbiekben leirt HCV ¢DNS-prébédkra alapozott
polinukleotid prébdk hasznélatdval, a cDNS-kdnyv-
tarak létrehozdsdval, a konyvtarak a kés&bbiekben leirt
HCV cDNS szekvencidkat tartalmazé klénokra vald
szkrinelésével és az \j izoldtumokbdl szdrmazé HCV
cDNS-ak késdbbiekben leirt cDNS-akkal valé ossze-
hasonlitdsdval. Az ezekben vagy a virus genomban
kédolt polipeptidek vizsgdlhat6k immunolégiai ke-
resztreakcidkra a fent leirt polipeptidek és antitestek
hasznédlatdval. Azok a torzsek vagy izoldtumok, me-
lyek megfelelnek a HCV paramétereknek — ahogy azok
kordbban a Definicidk c. részben szerepelnek — kony-
nyen azonosithatok. A HCV-torzsek azonositdsdnak
mds mddszerei egyértelmiek lesznek a tudomanyban
Jdrtas szakember szdmdra a taldlmdnyban nyijtott in-
formacidk alapjén.

A HCV ¢DNS szekvencidk izoldldsa

A késGbbiekben leirt 4) HCV ¢DNS szekvencidk
kiterjesztik a c¢cDNS szekvencidt az EPO Pub. No.
318 216 sz. szabadalomban kozolt HCV-genomra. A
bll4a. 18g. ag30a. CA205a. CA290a. CA216a. pil4da,
CA167b. CA156e. CA84a és a CA59a klénokban jelen
levd szekvencidk a kozolt szekvencidktdl a szintézis
irdnydval ellentétes irdnyban (upstream) helyezkednek
el és ha Osszeszerkesztjiik Gket. az Osszetett HCV
cDNS szekvencia kovetkez8 szamd nukleotidjait ered-
ményezik: ~319-1348. (A nukleotid el6tti negativ jel a
nukleotid szintézis irdnydval ellentétes irdnyban levd
tavolsdgat jeloli. attdl a nukleotididl, mellyel a feltéte-
lezett MET-startkodon kezdédik.) A b5a és a 16jh k16-
nokban levd szekvencidk a kdzolt szekvencidtdl a szin-
tézis irdnydval egyez§ irdnyban (downstream) helyez-
kednek el és az dsszetett szekvencia 8659-8866 szi-
mokkal jeldlt nukleotidjait eredményezi. Az dsszetett
HCV cDNS szekvencia, mely tartalmazza a korabban
emlitett kldnokban levs szekvencidkat, a 17. 4brdn
lathaté.

Az itt bemutatott 1ij HCV ¢DNS-akat szémos HCV
cDNS-konyvtarbdl izolaltuk, tébbek kozétt a lambda-
gtll-ben jelen levé .c¢” konyvtarbél (ATCC No.
40 394). A HCV cDNS-kényvtdrakat olyan csimpénz
osszegydjton szérumdbdl allitottuk 6ssze, mely kréni-
kusan HCV-sal fertdzott volt és magas virustiterd volt,
legaldbb 10° csimpanz fert6z6 dézis/ml (CID/ml). Az
Osszegyljiott  szérumot virusrészecskék izoldldsdra
haszndltuk; az ezen részecskékbdl izoldlt nukleinsava-
kat a ¢cDNS-konyvtarak megszerkesztésében templdt-
ként hasznaltuk a virus genomhoz. A feltételezett HCV
részecskék izoldldsdnak és a ,,c” HCV ¢cDNS-konyvtar
megszerkesziésének eljardsdt az EPO Pub. No.
318 216. sz. szabadalomban tettik kozzé. A HCV
cDNS-konyvtdrak megszerkesztésének mds médszerei
ismertek a tudomany e teriiletén, ezek kdziil néhdnyat a
Példak c. részben a késdbbiekben kozliink. A szekven-
cidkat, melyek az ismert HCV ¢DNS szekvencia 5'- és
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3’-régi6jabol szdrmaztak szintetikus polinukleotid pré-
békat hasznalva a konyvtérak szkrinelésével izoldltuk.
A cDNS szekvencidk visszanyerésének mddszere f6-
képpen torténelmi szempontbdl érdekes. A kapott szek-
vencidkat (és ezek komplementereit) a taldlményban
adjuk meg; a szekvencidkat vagy ezek barmely részét
szintetikus médszerekkel készithetjiik el. vagy a szinte-
tikus médszereket kombinalhatjuk a rész-szekvencidk
visszanyerésének olyan médszereivel, melyek hasonlé-
ak a jelen taldlményban leirtakhoz.

Virus polipeptidek és fragmentumok készitése

A HCV cDNS szekvencidk vagy a bel6lik szarma-
z6 nukleotid-szekvencidk (a szekvencidk szegmenjeit
és modifikdciéit is beleértve) hozzaférhetGsége lehetd-
vé teszi expresszids vektorok létrehozédsdt, melyek a
szélak valamelyikében kédolt polipeptidek antigén ak-
tivitasti régidit kédoljdk. Ezek az antigén aktivitdsu
régi6k vagy a kopeny vagy a burok antigénekbdl vagy
a mag antigénekbdl szarmazhatnak. vagy olyan antigé-
nekbdl. melyek nem szerkezeti antigének, ideértve pl. a
polinukleotid-kot§ fehérjéket. polinukleotid polime-
rdz(oka)t és mds olyan virusfehérjéket, melyek a virus
részecskék replikdcijdhoz és/vagy Osszedlldsdhoz
sziikségesek. A kivént polipeptideket kédolé fragmen-
tumokat hagyomadnyos restrikcids emésztést vagy szin-
tetikus moédszereket haszndlva nyerjiik a ¢cDNS-kI6-
nokbdl és olyan vektorokba ligéljuk Gket, melyek pl.
olyan fiiziGs szekvencidk részeit tartalmazhatjak, mint
a béta-galaktoziddz vagy szuperoxid dizmutdz (SOD),
elényosen SOD. Az olyan mddszereket és vektorokat,
melyek olyan polipeptidek termeléséhez hasznosak,
melyek a SOD fizids szekvencidit tartalmazzdk. a
0 196 056 szamui 1986. oktdber 1-jén megjelent eurd-
pai kozrebocsétdsi iratban irtdk le. A késGbbiekben a
Példék c. részben irjuk lé a szdmos HCV-klénban ké-
dolt a SOD és HCV-polipeptidek fuzi6s polipeptidjei-
nek expressziéjdhoz valé vektorokat. A barmelyik ér-
telmes szdlban nyilt leolvasdsi keretet tartalmazé HCV
cDNS kividnt részeit rekombindns polipeptidként nyer-
hetjiik ki, érett vagy fuziés fehérjeként, vagy mdsik
lehetségként a cDNS-ban kédolt polipeptidet kémiai
szintézissel allithatjuk eld.

A kivént polipeptideket kédolé DNS akar fuziondlt,
akar érett formédban és akdr tartalmazza a szekrécidt
lehetévé tevs szignél szekvencidt, akdr nem, ligdlhaté
olyan expresszids vektorokba, melyek barmely alkal-
mas gazddnak megfelelnek. Jelenleg mind az eukarié-
ta, mind a prokariéta gazdarendszereket alkalmazzak a
rekombindns polipeptidek elGéllitdsdhoz és néhdny
gyakoribb kontroll rendszer és gazda sejtvonal dsszeg-
zését a késGbbiekben adjuk meg. A polipeptidet ezutdn
a roncsolt sejtekbdl vagy a tapkozegbdl izolaljuk és a
felhaszndldsi célnak megfeleld mértékig tisztitjuk. A
tisztitdst ismert technikdkkal végezhetjiik, ilyenek pl. a
frakciondlt extrakcid, a s6éval torténé frakciondlds, az
ioncserél§ gyantdn végzett kromatogréfia, az affinitds-
kromatogrifia, a centrifugélds és a hasonlék. Ldsd pl. a
Methods in Enzymology c. konyvet, melyben szdmos
fehérjetisztitdsi modszer szerepel. Az ilyen polipepti-
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dek diagnosztikumokként hasznélhaték, vagy azokbdl,
melyek semlegesit§ antitestek képzését idézik elg, vak-
cindk készithetSk. Az ezen polipeptidekkel szemben
termelt antitestek szintén diagnosztikumokként hasz-
nélhat6k, vagy passziv immun terdpidra. Tovdbb4, mint
azt a késGbbiekben targyaljuk, az ezen polipeptidek
elleni antitestek a HCV részecskék izol4ldséara és azo-
nositdsara hasznélhat6k.

Antigén polipeptidek készitése és hordozoval

vald kapcsoldsa

Egy polipeptid antigén régi6ja dltaldban viszonylag
kicsi — leggyakrabban 8-10 aminosav hosszd vagy
ennél is rovidebb. Az 5 aminosavbdl dll6 fragmensek
mdr jellemezhetnek egy antigén teriiletet. Ezek a szeg-
mensek megfelelhetnek a HCV-antigén régidinak. En-
nek megfeleléen a HCV cDNS-jait alapul véve a HCV
polipeptidek rovid szegmenseit k6édolé DNS-ak re-
kombindnsan kifejezhetSk akdr fiziés fehérjékként,
akar izolalt polipeptidekként. Tovabb4 a révid amino-
sav szekvencidk kényelmesen el6allithaték kémiai
szintézissel. Bizonyos esetekben, amikor a szintetizdlt
polipeptid megfelelden konfigurdlt ahhoz, hogy j6 epi-
tépot adjon. de til kicsi ahhoz, hogy immunogén hata-
su legyen. a polipeptid egy alkalmas hordozéhoz kot-
hetd.

Az ilyen kotések nyerésére szamos technika ismert,
ideértve az N-szukcinimidil-3-(2-pindiltio)-propionat
(SPDP) és szukcinimidil-4-(N-maleimido-metii)-ciklo-
hexdn-1-karboxilat (SMCC) alkalmazdsaval létreho-
zott diszulfid-kotéseket. A vegyszerek a Perce Com-
panyt6l (Rockford, Illinois) szdrmaznak. (Ha a peptid-
bél hidnyzik a szulfhidril-csoport, ezt egy cisztein-ma-
radék hozzaadasdval biztosithatjuk.) Ezek a reagensek
diszulfid-kotést Iétesitenek maguk és a peptid cisztein-
maradék kozou az egyik proteinen és amid-kotést az
epszilon-aminon keresztiil a lizinen, vagy mds szabad
aminocsoporttal mdsokon. Szdmos ilyen diszul-
fid/amid képzS anyagot ismertiink. Ldsd pl. az Immun.
Rev. (1982) 62 : 185. szamat. Mas kétfunkciéjd pérosi-
t6 agens a diszulfid-kotés helyett inkdbb tioétert képez.
A tioéler képzd anyagok koziil szdmos beszerezhet§ a
kereskedelemben, ide tartoznak a 6-maleimido-kapron-
sav, 2-brém-ecetsav, 2-jéd-ecetsav, 4-(N-maleimido-
metil)-ciklohexdn-1-karboxilsav reaktiv észterei és
szamos hasonld. A karboxil-csoportok aktivélhatdk, ha
szukcinimiddel vagy 1-hidroxil-2-nitro-4-szulfonsav-
val vagy Na-séval vegyitjiik Sket. Az antigének Ossze-
kapcsolasdhoz hasznédlt tovabbi médszerek rotavi-
rus/,.kotS fehérje” rendszert alkalmaznak, mely az EPO
Pub. No. 259 149 sz. szabadalomban keriilt leir4sra,
melyet a jelen taldlmdny referencia részében megad-
tunk. Az el6z4 listat nem szdntuk kimeritének. a meg-
nevezett vegyiiletek médozatai természetesen haszndl-
hatdk.

Bérmelyi hordoz6 hasznélhatd, ha 6nmagédban nem
indukdlja a gazddra kdros antitest termelését. A megfe-
lelé hordozok dltaldban nagy, lassan lebomlé makro-
molekuldk. mint pl. a fehérjék; poliszacharidok, mint
pl. a latex funkcionalizdlt szefaréz, agaréz. celluldz,
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celluléz gyongyok és a hasonlék; polimer aminosavak,
mint pl. a poliglutaminsav, polilizin és hasonldk; ami-
nosav polimerek; és inaktiv virusrészecskék. Kiilono-
sen alkalmas protein szubsztratok: a szérum albumi-
nok, a kulcs alaku tapad6 kagylé (keyhole limpet)
hemocianinja, immunoglobulin molekuldk, tiroglobu-
lin, ovalbumin, tetanusz toxid és mds e teriileten jartas
szakember szdmdra ismert fehérjék.

A teljes hosszisagd virusproteinen til a legaldbb
egy virus epitépot k6dol6 csonka HCV-aminosav-szek-
vencidkat tartalmazé polipeptidek is megfelel6 immu-
nolégiai reagensek. Péld4ul az ilyen csonka szekvenci-
4akbdl 4116 polipeptidek reagensként alkalmazhatSk egy
immunoldgiai vizsgélatban. Ezek a polipeptidek az an-
tiszérum vagy vakcina elGéllitds osszetevSinek antigén
alegység jeloltjei is. Mig ezen a csonka szekvencidk a
natfv virus protein szdmos ismert kezelésével elGallit-
hat6k, 4ltaldban jobban kedvelt a HCV szekvencidkbdl
4llé polipeptidek szintetikus vagy rekombinédns dton
val6 eldllitdsa. Ezen csonka HCV szekvencidkat tar-
talmazé polipeptidek HCV szekvencidkbdl (egy vagy
tobb epitép, érintkez3 vagy nem érintkezd) teljesen
elGallithatok, vagy HCV szekvencidkbdl és egy fizids
fehérjében levs heteroldg szekvencidkbél allithatok
Ossze. A hasznilhat6 heteroldg szekvencidk kozé tar-
toznak olyan szekvencidk, melyek biztositjak a szekré-
ci6t a rekombindns gazddbdl, ersitik a HCV epi-
t6p(ok) immunoldgiai aktivitdsat, vagy elGsegitik a po-
lipeptid kotSdését egy immunolégiai vizsgdlat anyagd-
hoz vagy egy vakcina hordozéhoz. Ldsd az EPO Pub.
No. 116 201 sz., U. S. Pat. No. 4 722 840 sz., EPO Pub.
No. 259 149 sz., U. S. Pat. No. 4 629 783 sz. szabadal-
makat, melyeket a taldlméany referencia részében ko-
zdltiink.

A csonka HCV szekvencidkat tartalmazé polipeptid
mérete széles keretek kozott valtozik, a minimélis mé-
ret olyan szekvencia, mely elegendé méreti ahhoz,
hogy egy HCV epitépot biztositson, mig a maximalis
méret nem kritikus. A kényelem kedvéért a maximalis
méret ltaldban nem sokkal nagyobb, mint amekkora a
kivant HCV epitépok biztositdsahoz sziikséges €s a
heteroldg szekvencia funkcidjit mar képes elldtni. Al-
tal4nosan a csonka HCV aminosav szekvencia kb. 5 -
kb. 100 aminosav hosszisagi. Még gyakrabban azon-
ban a HCV szekvencia maximum kb. 50 aminosav
hossziisagii lesz, elénydsen maximalisan kb. 30 amino-
savbél 4ll. Altalaban kivanatos olyan HCV szekvencii-
kat szelektdlni, melyek legaldbb 10, 12 vagy 15 amino-
savbél, maximum kb. 20 vagy 25 aminosavbdl 4llnak.

Az epitépokbél 4ll6 csonka HCV aminosav szek-
vencidk szdmos médon azonosithatk. Példaul a teljes
virus protein szekvencia szkrinelhetd ugy, hogy egy sor
olyan rovid polipeptidet készitiink, melyek egyiitt kiad-
jak a teljes protein szekvenciat. A HCV-poliprotein-ré-
gidk antigén szkrinelésére késGbb adunk példat. To-
vébbi pl. egy 100 tagi polipeptiddel kezdve rutinmun-
ka lenne a kivant aktivitdst mutaté epitépok jelenlétére
valé szkrinelés, majd tovabb haladva tesztelni lehetne
az azonositott 100 tagd polipeptiden levd kisebb és az
4tfeds fragmenseket, hogy a kérdéses epitépot feltérké-
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pezziik. Az ilyen polipeptidek immunoldgiai vizsgalati
médszerekkel valé tesztelése ismert a szakember szé-
mdra. Ismeretes hogyan kell a protein szekvencia kom-
puteres vizsgélatat elvégezni, ha potencidlis epitépot
szandékozunk azonositani, majd a szkrineléshez az
azonositott régiot tartalmazé oligopeptideket eldallita-
ni. A HCV aminosav szekvencia ilyen komputeres ana-
lizisét a 20. dbra mutatja, ahol a hidrofil/hidroféb tulaj-
donsdgot az antigén index folott jeloltiik. Az aminosa-
vak szdmozdsa a kezd6 MET-nél (1. pozici6) indul,
ahogy azt a 17. dbra mutatja.

A tudomdnyban jdrtas szakemberek helyesen {télik
meg. hogy az antigenitds ilyen komputeres analizise
nem mindig olyan epitépot azonosit, mely val6jdban
1étezik is és helyteleniil azonosithat egy fehérje régiét,
mintha epitdpot tartalmazna.

A késGbbiekben irunk le olyan példdkat a hasznal-
haté HCV aminosav szekvencidkr6l, melyeket olyan
expressziés vektorokbdl fejeztiink ki. amelyek tartal-
mazzédk a kovetkez§ klonokat: 5-1-1, 81, CA74a, 35f,
279a. C36. C33b, CA290a, C8f, C12f, 14c, 15e, C25c,
C33c. C33f, 33g. C39c, C40b, CA167b. M4s haszndl-
haté HCV aminosav szekvencidkat — ahogy itt lefrtuk,
a kés6bbiekben adunk meg. Meg kell érteni, hogy ezek
a polipeptidek nem sziikségszer(ien pontosan térképez-
nek fel egy epitpot és hogy tartalmazhatnak nem-im-
munogén HCV szekvencidt is. A szekvencia ezen nem-
immunogén részeit a fent leirtak szerint hatdrozhatjuk
meg hagvomdnyos technikdkat haszndlva. a leirt szek-
vencidkbdl kiemelve. A tovdbbi csonka HCV aminosav
szekvencidk. melyek egy epitépbdl dllnak vagy immu-
nogének. a fent lefrtak szerint azonosithaték. A kovet-
kez§ szekvencidkat az aminosav szamok (pl. AAn)
nak szama, ahogy az a 17. dbrdn is lathatd:

AA1-AA25. AAI-AAS0; AA1-AA84: AA9-
AA1TT. AAI-AA10: AAS-AA20: AA20-AA2S;
AA35-AA45; AAS0-AAL00: AA40-AA90; AA45-
AA6S: AAG5-AATS; AAB0-AA90; AA99-AA120;
AA95-AA110; AA105-AA120; AAI100-AA150;
AA150-AA200; AAIS5-AA170; AAI190-AA210;
AA200-AA250: AA220-AA240; AA245-AA265;
AA250-AA300; AA290-AA330; AA920-AA305:
AA300-AA350; AA310-AA330. AA350-AA400;
AA380-AA395; AA405-AA495; AA400-AA450;
AA405-AA415; AA415-AA425; AA435-AA435;
AA437-AAS82; AA450-AAS00. AA440-AA460;
AA460-AA470; AA475-AA495;, AAS00-AASS50;
AAST1-AA690; AAS15-AAS550; AASS50-AA600;
AAS550-AA625; AAS575-AA605; AAS85-AA600;
AA600-AA650; AA600-AA625;, AA635-AA66S;
AA650-AA700; AA645-AA680;, AAT00-AAT750;
AAT00-AAT25; AATO0-AATS0; AAT25-AATIS;
AATT0-AATI0; AATS50-AAB00; AA800-AAS81S;
AAB25-AAB50;, AA850-AA875; AA800-AAB850;
AA920-AA990: AAB50-AA900; AA920-AA94S;
AAO940-AAS65, AA970-AA990; AA950-AA1000;

AA1000-AA1060: AAI000-AA1025; AAI1000-
AA1050;  AA1025-AA1040; AAI1040-AA1055;
AAT075-AAL1TS5.  AAI050-AA1200; AAI070-
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AA1100-AA1130; AAI140-AA1165;
AA1195-AA1250; AA1200-
AA1225; AAI1225-AA1250; AAI1250-AA1300;
AA1260-AA1310; AAI1260-AA1280; AAI1266-
AA1428: AAI1300-AA1350; AAI1290-AA1310;
AA1310-AA1340; AAI1345-AA1405; AA1345-
AA1365; AAI1350-AA1400; AAI1365-AA1380;
AA1380-AA1405; AA1400-AA1450; ~AA1450-
AA1500; AA1460-AA1475; AA1475-AA1515;
AA1475-AA1500; AA1500-AA1550; AA1500-
AA1515; AAI515-AA1550; AAI1550-AA1600;
AA1545-AA1560; AA1569-AA1931; AAI1570-
AA1590; AAI1595-AA1610; AAI1590-AA1650;
AA1610-AA1645; AA1650-AA1690; AAI1685-
AA1770; AAI1689-AA1805; AA1690-AA1720;
AA1694-AA1735; AAI1T720-AA1745; AA1745-
AA1770; AA1750-AA1800; AAI1775-AA1810;
AA1795-AA1850; AA1850-AA1900; AAI1900-
AA1950;  AAI1900-AA1920: AAI916-AA2021,
AA1920-AA1940. AA1949-AA2124; AAI1950-
AA2000; AAI1950-AA1985: AA1980-AA2000;
AA2000-AA2050; AA2005-AA2025; AA2020-
AA2045; AA2045-AA2100; AA2045-AA2070;
AA2054-AA2223; AA2070-AA2100; AA2100-
AA2150; AA2150-AA2200;. AA2200-AA2250;
AA2200-AA2325; AA2250-AA2330; AA2255-
AA2270; AA2265-AA2280. AA2280-AA2290;
AA2287-AA2385. AA2300-AA2350; AA2290-
AA2310; AA2310-AA2330; AA2330-AA2350;
AA2350-AA2400; AA2348-AA2464; AA2345-
AA2415; AA2345-AA2375; AA2370-AA2410;
AA2371-AA2502. AA2400-AA2450: AA2400-
AA2425;  AA2415-AA2450:  AA2445-AA2500;
AA2445-AA2475; AA2470-AA2490; AA2500-
AA2550; AA2505-AA2540; AA2535-AA2560;
AA2550-AA2600; AA2560-AA2580; AA2600-
AA2650; AA2605-AA2620; AA2620-AA2650,
AA2640-AA2660; AA2650-AA2700: AA2655-
AA2670; AA2670-AA2700: AA2700-AA2750:
AA2740-AA2760: AA2750-AA2800; AA2755-
AA2780; AA2780-AA2830; AA2785-AA2810,
AA2796-AA2886;, AA2810-AA2825; AA2800-
AA2850; AA2850-AA2900; AA2850-AA2860;
AA2885-AA2905; AA2900-AA2950; AA2910-
AA2930; AA2925-AA2950; AA2945- vég (C’-termi-
nélis).

A fenti HCV aminosav szekvencidkat mint diszkrét
peptideket 4llithatjuk el8, vagy egy nagyobb polipep-
tidbe épithetjik be és a taldlmanyban leirtak szerint
hasznélhaték. Tovdbbi csonka HCV szekvencidkat tar-
talmazé polipeptideket a példakban adtunk meg.

A feltételezett HCV poliproteinek és Flavi-virusok
megfigyelt kapcsolata néhdny a HCV nem-szerkezeti
(NS) fehérjéinek feltételezett doménjeire ad becslési
lehetdséget. Az egyes NS fehérjék feltételezett Flavi-
virus prekurzor poliproteinjeiben valé elhelyezkedése
egészen j6l ismert. Tovabba ezek egybe esnek a poli-
proteinek hidrofébitdsi profiljaban megfigyelt er6s in-
gadozasokkal. Megéllapitottuk, hogy a Flavi-virusok
NS5-je a virion polimerdzt kédolja, valamint azt, hogy

AA1100;
AA1192-AA1457;
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az NS! megegyezik az éllatokban hatasos vakcinanak
bizonyult komplementer fixaciés antigénnel. Nemrégi-
ben kimutattuk, hogy a Flavi-virus protedz funkcié az
NS3-ban taldlhaté. A HCV és a Flavi-virusok kozott
megfigyelt hasonlésdgoknak koszonhetSen — a késdb-
biekben irjuk le — kévetkeztetéseket lehet levonni a
megfelels protein domének kériilbeliili elhelyezkedé-
sére és a HCV poliproteinben levé funkcibira. Az ezen
doméneket tartalmazé polipeptidek szdmos rekombi-
nans gazdasejtben pl. baktériumok, élesztégombik, ro-
varok és gerincesek sejtjeiben val6 expresszidja fontos
immunolégiai reagensek létrehozédsat kellene hogy
eredményezze, melyek diagnézisokhoz, detektdldshoz
és vakcindkhoz lennének hasznalhatok.

Bar az itt leirt HCV-izoldtum feltételezett polipro-
teinjeinek nem-szerkezeti fehérje régidi és a Flavi-vi-
rusok kozott bizonyos hasonlésdg ldtszik, kevésbé
hasonléak az N-termindlis felé elhelyezkedd feltéte-
lezett szerkezei régiékban. Ezen a terileten nagy
szekvenciabeli eltérés mutatkozik, tovdbbd a két ré-
gi6 hidroféb profilja is kevés hasonlésdgot mutat. Ez
az .eliérés” a HCV feltételezett NS1 doménjének
N-termindlis régiéjdban kezdddik és a feltételezett
N-terminalisig tart. Azonban még igy is lehetséges a
feliételezett nukleokapszid (N-termindlis alap do-
mén) €s az E (dltaldban hidroféb) domének HCV-po-
liproteinen  belili  koriilbelili  elhelyezkedésének
becslése. A Példdk c. részben a becsléseket a HCV-
poliprotein hidroféb profiljdban megfigyelt valtoza-
sokra és a Flavi-virus proteinek elhelyezkedésének és
jellemzgjének ismeretére alapoztuk. Ezen becslések
alapjan lehetSvé vélik a HCV poliproteinek azon ko-
ritlbeliili régidinak azonositdsa, melyek hasznos im-
munoldgiai reagenseknek felelhetnek meg. Példdul a
Flavi-virusok E és NS1 proteinjei védS vakcindkként
hatékonynak ismeretesek. Ezek a régidk, akédrcsak
néhdny. mely antigén hatdstinak mutatkozott az itt
leirt HCV izoldtumokban pl. azok. melyek a feltétele-
zett NS3. C és NS5 stb.-n beliil vannak, diagnosztikai
reagensekként szerepelhetnének. Tovabba a virusban
kodolt enzimek elhelyezkedése és expresszidja lehe-
t6vé teszi a virus elleni enzim inhibitorok becslését,
pl. inhibitorok, melyek az enzimaktivitdst gétoljak
annak kovetkeztében, hogy magdval az enzimmel
lépnek kapcsolatba, vagy olyan anyagok, melyek
megakaddlyozzdk az enzim expresszi6jat (pl. anti-
sense RNS, vagy mds drogok, melyek megakadalyoz-
zak az expressziot).

HCV-epitopot tartalmazo hibridrészecske-

immunogének eldallitdsa

A HCV-epitépok immunogenitdsa fokozhats, ha
emlds vagy €lesztdgomba rendszerben készitjik Sket,
melyek fuziondltak vagy Osszekapcsolddtak részecske-
képz6 fehérjékkel, mint pl. a hepatitisz B feliileti anti-
génnel kapcsolddtak. Azok a szerkezetek, melyekben
az NANBV epitép kozvetleniil kotdik a részecske-
képz§ fehérjét kodold szekvencidval, hibrideket képez-
nek. melyek az epitdpot figyelembe véve immunogén
tulajdonsdgdak. Tovabba az Osszes elkészitett vektor a
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HBV-ra specifikus epitépokat foglal magaba, melyek
immunogenitdsa kiilonb6z6 mértékd, mint pl. a pre-S-
peptid. Igy a HCV szekvencidkat magaba foglal6 ré-
szecske-képzG fehérjébdl 1étrehozott részecskék immu-
nogén tulajdonsigiak a HCV-t és HBV-t figyelembe
véve.

A hepatitisz feliileti antigén (HBSAg) gy tinik,
hogy részecskéket képez és részecskékhez kotddik a S.
cerevisiae-ben [Valenzuela et al. (1982)], akdrcsak pl.
emlGs sejtekben [Valenzuela et al. (1984)]. Az ilyen ré-
szecskék képzése gy tiinik fokozza a monomer alegysé-
gek immunogenitdsat. A szerkezetek magukba foglalhat-
jék a felszin kozeli (pre-S) régié 55 aminosavabdl 4ll6
HBSAg immunodomindns epitépot [Neurath et al.
(1984)]. Az élesztégombdban expresszdlhaté pre-S-
HBSAg részecskék szerkezeteirSl az EPO 174 444 sz.
szabadalomban (1986. marcius 19-én jelent meg) irtunk,
az élesztégombaéban vald expresszdldshoz a heterolég vi-
rus szekvencidkat tartalmazé hibrideket az EPO 175 261
sz. szabadalomban irtuk le (1966. marcius 26-4n jelent
meg). Ezek a szerkezetek emlds sejtekben is expresszal-
hat6k, mint pl. a kinai horcség ovarium sejtjeiben (CHO)
egy SV40-dihidrofolat reduktaz vektort haszndlva [Mi-
chelle et al. (1984)].

Tovébb4 a rdszecske-képzé fehérjét k6dold szek-
vencia részei helyettesithetSk egy HCV-epitépot kédo-
16 kodonokkal. Ebben a helyettesitésben azokat a
régidkat, melyek nem sziikségesek az egységek egyesi-
tésének kozvetitésében, hogy élesztSgombaban vagy
emlGsokben immunogén részecskék keletkezzenek, ki-
hagyhatjuk, igy kimaradnak tovabbi HBV-antigén ha-
tasu helyek a HCV-epitéppal vald versengésbdl.

Vakcina készités

Vakcindkat HCV ¢cDNS-bdl szarmazé egy vagy tobb
immunogén polipeptidbdl lehet késziteni, ide értve a Pél-
dék c. részben leirt cDNS szekvencidkat is. A HCV és
Flavi-virusok kozott megfigyelt homolégia informéciot
nyujt azokra a polipeptidekre vonatkozéan, melyek vak-
cinaként a leghatdsosabbak lehetnek, akdrcsak a genom
azon régidirdl, melyekben ezek kédoltak. A Flavi-virus
genomjdnak dltaldnos szerkezetét Rice et al. targyaljdk
(1986). A Flavi-virus genom RNS-at az egyetien virus
specifikus RNS fajnak vélik,eza—-aC,azM,ésazE -
virus szerkezeti fehérjévé transzlalédik, akarcsak két
nagy — az NS4 és NS5 - nem-szerkezeti fehériévé és ki-
sebb nem-szerkezeti fehérjék egész komplex sorozatdva.
Ismeretes, hogy a Flavi-virus {6 neutralizalé epitdpjai az
E (burok-envelope) fehérjében helyezkednek el (Roeh-
rig, 1986). gy a vakcinak a HCV E epitépokat tartalmazé
rekombindns polipeptidekbd] éllhatnak. Ezek a polipepti-
dek expresszdlhat6k baktériumokban, élesztégombdkban
vagy eml8s sejtekben, vagy virus készitményekbdl izo-
ldlhat6k. Az is eldre ldthaté, hogy mds szerkezeti fehérjék
is tartalmazhatnak epit6pokat, melyek védé hatdsi HCV
elleni antitestek termelését idézhetik el6. Igy az E, C ésM
epitépokat tartalmazé polipeptidek, akar kiilon. akdr
kombindciokban HCV vakcindkban hasznélhatok.

A fentieken tdl, kimutaudk, hogy az NSI-gyel
(nem-szerkezeti fehérje 1) 16rténd immunizdlds a sdrga
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14z ellen is védelmet ad [Schlesinger et al. (1986)]. Ez
még akkor is igaz, ha az immunizélds nem véltja ki a
neutralizl6 antitestek termelését. Igy, kivéltképpen
mivel ez a fehérje tgy tinik er8sen konzervalt a Flavi-
virusok korében, dgy tdnik, hogy a HCV NS1 véds
hatésti lesz a HCV fertzéssel szemben is. Tovabba ugy
latszik, hogy a nem-szerkezeti fehérjék védelmet nyiijt-
hatnak a virus patogenitdssal szemben, még akkor is,
ha nem véltjak ki a neutralizdl6 antitestek termelését. A
HCV ORF-ek kiilonb6z6 régidit adé klénozott HCV
cDNS-akb6l expresszilt polipeptidek immunogenitdsat
véve alapul, a Példak c. részben nyujtott informécidk
becsléseket tesznek lehetGvé vakcindkban val6 felhasz-
néldsukat illetGen.

A fentieket figyelembe véve, a HCV elleni sokoldald
vakcindk egy vagy tobb szerkezeti fehérjébdl szdrmazé
egy vagy tobb epitépbdl és/vagy egy vagy tobb nem-
szerkezeti fehérjébdl s7drmazé egy vagy tobb epitépbol
allhatnak. Ezek a vakcindk pl. rekombinans HCV poli-
peptidektSl és/vagy virionokbdl izoldlt polipeptidekbdl
dlthawnak. Bizonyos esetekben a vakcindkat dgy tervezik,
hogy egy vagy t6bb a kovetkezSkben felsorolt HCV pro-
teinekbd]. vagy a bel8liik szdrmazé alegység antigének-
bl 4lljanak: E, NS1. C, NS2, NS3, NS4, NS5. Kiilons-
sen kedveltek azok a vakcindk, melyek E és/vagy NSI-
bél. vagy ezek alegységeibdl 4dllnak.

A témadban jdrtas szakember szamdra ismeretes az
olyan vakcina el@dllitdsa, mely aktiv alkotd részként
immunogén polipeptide(ke)t tartalmaz. Leggyakrabban
ezek a vakcindk injekciézhaté allapotban késziilnek.
vagy folyékony oldatokként vagy szuszpenzidkként; a
szilard halmazdllapotdak alkalmasak az oldatkészitésre
vagy a felszuszpenddldsra; injekcidzds el folyadé-
kot is lehet késziteni. A készitmény lehet emulgedlt
vagy liposzémdkba zart fehérje. Az aktiv immunogén
hatdsu alkotérész gyakran gyGgyszerészetileg elfogad-
haté €s az aktiv alkot6résszel osszeegyeztethetS koté-
anyagokkal kevert. Megfelel§ kotGanyagok pl. a viz.
fizioldgias séoldat, dextréz. glicerin, etanol vagy ehhez
hasonlok és ezek kombindciéi. Tovabbd, ha kivéanatos a
vakcina tartalmazhat kisebb mennyiség(i segédanyago-
kat. mint pl. nedvesit§ vagy emulgedlé dgenseket, pH
pufferdld anyagokat és/vagy hatdssegit6 szereket, me-
lyek a vakcina hatékonysdgadt er6sitik. A hatdsserkent§
szerekre példa — de nem korldtozédik csupdn ezekre —:
aluminium-hidroxid, ~ N-acetil-muramil-L-treonil-D-
1zoglutamin (thr-MDP), N-acetil-nor-muramil-L-ala-
nil-D-izoglutamin (CGP, 11 637, nor-NDP-ként neve-
zett),  N-acetil-muramil-L-alanil-D-izoglutaminil-L-
alanin-2-(1"-2'-dipalmitoil-sn-glicero-3-hidroxi-fosz-
foriloxi)-etilamin (CGP 19 835A, MTP-PE-ként neve-
zett) és RIBI, mely baktériumokbd! kivont harom &sz-
szetevdt tartalmaz: monofoszforil-lipid A, trehal6z-di-
mikoldt és sejtfalvazat (MPL+TDM+CWS) 2%-o0s
squalene/Tween 80 emulzidban (squalene = Cy, szén-
hidrogén, mely 6 izoprén egységbdl 4ll, a koleszterol
bioszintézis koztes terméke). A hatdsserketd szer haté-
konysdgat gy hatdrozhatjuk meg, ha mérjiik az immu-
nogén polipeptid ellen irdnyuld antitestek mennyiségét,
mely polipeptid tartalmazza a kiilonboz8 erdsitGsze-

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

15

rekbél 4116 vakcindban beadott ezen polipeptidbdl szér-
maz6 HCV antigén hatdsud szekvenciat.

A vakcindkat hagyoméanyosan parenterélisan alkal-
mazzdk, injekcidk révén pl. szubkutdn vagy intramusz-
kulérisan. Tovébbi készitmények, melyek méds médon
val6 alkalmazést tesznek lehetSvé, magukba foglaljdk
a végbélkipokat és néhény esetben a sz4jon 4t szedhe-
t6 készitményeket. Végbélkipokhoz a hagyomdnyos
koS- és hordozé anyagok lehetnek pl. a polialkilén-gli-
kolok vagy trigliceridek; az ilyen végbélkipok olyan
keverékekbdl 4llhatnak, melyek az aktiv alkotérészt
0,5%-10%, elényosebben 1-2%-ban tartalmazzik. A
szdjon dt szedhet$ készitmények olyan hagyoményos
alkalmazdsi kotGanyagokat tartalmazhatnak, mint a
gyGgyszerészeti tisztasdgd mannit, laktéz, keményitd,
magnézium-szteardt, ntrium-szacharin, cellul6z, mag-
nézium-karbondt és hasonlék. Ezek az alkotérészek
oldatok, szuszpenzidk, tablettdk, piruldk, kapszuldk,
lassan kiszabaduld készitmények vagy porok alakjdban
léteznek és aktiv alkot6részt 10-95%-ban, el6nyosen
25-70%-ban tartalmazzék.

A vakcindkhoz a fehérjéket neutralis vagy sé alakj-
ban formuldzzdk. A gy6gyszerészetileg elfogadhaté sék
magukba foglaljék a savaddicids sékat (a peptid szabad
aminosavjaival képzett) és azokat, melyeket szervetlen
savakkal hozunk létre, mint pl. a hidrogénklorid vagy
foszforsav, vagy olyan szerves savakkal, mint az ecetsav,
oxdlsav, borostydnkdsav, maleinsav és a hasonldk. A sza-
bad karboxil-csoportokkal el&dllftott sék szarmazhatnak
szervetlen bazisokbdl, mint pl. a ndtrium-, kdlium-, am-
monium-, kalcium- és vashidroxidok és olyan szerves ba-
zisokbdl, mint az izopropilamin, trimetilamin, 2-etilami-
no-etanol, hisztidin, novokain és a hasonlék.

A vakcindk adagoldsa és alkalmazdsa

A vakcindk adagoldsa oly médon torténik. hogy az
megfelel§ az adagolt készitménynek €s olyan mennyi-
ségben, mely profilaktikusan és/vagy terdpidsan haté-
kony. Az alkalmazandé mennyiség, mely éltaldban 5-
250 mikrogramm antigén per adag mennyiséget jelent,
a kezelendd alanytél, az alany immunrendszerének an-
titest szintetizdlé kapacitdsdtdl €s a kivant védettség
mértékétdl fiigg. Az alkalmazni kivant aktiv alkotdré-
szek pontos mennyisége az alkalmaz6 orvos elbirdldsa-
16l fiigghet és egyénenként valtozhat.

A vakcina adagoldsa egyszeri dézisadagoldsban,
vagy tobbszoros dézisadagoldsban torténhet. A t6bb-
szbros dozisadagolas olyan, melyben az elsé vakcinds
kezelés 1-10 kiilondll6 dézist jelenthet, melyet tobb
egymdst kovetd idGintervallumban torténé dézisadago-
14s kovet, hogy a kivdnt immunvdlaszt fenntartsdk €s
megerGsitsék. Példdul 1-4 hénap utdn kovetkezik a
mésodik dézis és ha sziikséges tovabbi dézis(ok) né-
hany hénap elteltével. A dézisadagolast legaldbb rész-
ben az egyén igényei szerint hatdrozzdk meg €s az
alkalmazd6 orvos ftéletétdl fiigg.

Tovébbd az immunogén hatdsi HCV-antigén(eke)t
tartalmazé vakcindk egyiittesen alkalmazhaték mas
immunregulaciés anyagokkal pl. immunoglobulinok-
kal.
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HCV-epitdpok elleni antitestek készitése

A fent leirt médon készitett immunogén polipepti-
dek mind poliklondlis, mind monoklondlis antitestek
termelésére haszndlatosak. Ha poliklondlis antitest el6-
allitdsa a cél, egy szelektdlt emlGst (pl. egeret, nyulat,
kecskét, lovat stb.) immunizédlnak a HCV-epitépo(ka)t
hordoz6 immunogén polipeptiddel. Az immuniz4lt 4l-
latokbdl a szérumot Osszegydjtik €s ismert eljarasok
szerint kezelik. Ha egy HCV-epit6p elleni poliklondlis
antitesteket tartalmazé szérum mds antigének elleni
antitesteket is tartalmaz, a poliklondlis antitestek im-
munoaffinitasi-kromatogréfidval tisztithaték. A polik-
londlis antiszérum elGéllitdsi és feldolgozdsi technikéi
ismertek, 1asd pl. Mayer és Walker (1987) munk4jat.

Masik megoldésként, poliklondlis antitestek izoldl-
haték olyan eml8sbdl, melyet kordbban HCV-val fer-
t6ztek. Az EPO Pub. No. 318 216 sz. szabadalomban
taldlhat6 egy példa a fert6zott egyedb6l vett szérumbdl
szdrmazé HCV-epitépok elleni antitestek tisztitdsi
modszerére, mely az affinitds-kromatografidn alapul és
SOD fiizi6s polipeptidet és egy cDNS-5-1-1 klénban
kédolt polipeptidet haszndl.

A HCV-epitdpok ellen irdnyulé monoklondlis anti-
testek szintén konnyen elGallithat6k a témdban jartas
szakember szdmdra. JOl ismert a hibridémaékkal készi-
tett monoklondlis antitest elSallitds dltaldnos médszer-
tana. Folyamatos antitest termelé sejtvonalakat lehet
elGallitani sejtfuziéval és mas olyan technikdkkal, mint
pl. a B-limfocitdk onkogén hatasi DNS-val torténé
direkt transzformdcidjdval vagy Epstein—Barr-virussal
valé transzfekcié révén. Lasd pl. M. Schreier et al.
(1980). Hammerling et al. (1981); Kennett et al. (1980)
munkait; valamint a kovetkez§ szdmu szabadalmakat:
U. S. Patent 4341761: 4399121: 4 427 783,
4 444 887. 4466917: 4472500, 4491632
4 493 890. A HCV-epit6pok ellen készitett monoklona-
lis antitestek paneljeit szdmos tulajdonsdgra lehet
szkrinelni, pl. izotipusra, epitSp affinitdsra stb.

A HCV-epitépok ellen irdnyulé akdr monoklondlis,
akdr poliklondlis antitestek. killondsen hasznalhatdak
diagndzisban és a neutralizdldk a passziv immunoteréapi-
aban. Kiilontsen a monoklondlis antitestek anti-idio-ti-
pust antitestek termelésének kivaltdsira hasznathatdk.

Az anti-idio-tipusd antitestek olyan immunoglobu-
linok. melyek a fert6z6 dgens antigénjének egy ,.belsd
image"-t hordozzdk, mely ellen a védekezést tervezik.
Lésd pl. Nisonoff. A.. et al. (1981) és Dreesman et al.
(1985) munkait.

Az anti-idio-tipust antitestek termelésére ismertek
a technikak. Ldsd pl. Grzych (1985), MacNamara et al.
(1984) és Uytdehaag et a. (1985) munkdit. Ezek az
anti-idio-tipusti antitestek az NANBH kezelésére
és/vagy diagnézisdra haszndlhat6k, akdrcsak a HCV-
antigének immunogén régidinak tisztdzasdra.

A témaban dtlagosan jdrtas szakember felismerné
azt is, hogy szamos a HCV-epitépok ellen irdnyuld
antitest tipus termelhetS. Ahogy a taldlmanyban alkal-
mazzuk. az .antitest” olyan polipeptidre vagy polipep-
tidek csoportjara vonatkozik, melyek legaldbb egy an-
titest kotési hellyel rendelkeznek. Az ,.antitest kdtési
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hely” vagy ,.kot6 domén” az antitest molekula(k) val-
tozé doménjeinek dsszecsavaroddsa révén keletkezik,
hogy 3-dimenzi6s kotési helyek jojjenek létre egy bel-
s6 feliileti alakkal &s toltés eloszldssal, melyek komple-
menterek egy antigén epitGp tulajdonsagaival. Ez teszi
lehet6vé az antigénnel valé immunol6giai reakciot. Az
antitest kotési hely kialakulhat nehéz és/vagy konnyd
lancd doménbél (VH és VL, megfelelGen), mely hiper-
véltozékony hurkokat képez, melyek elSsegitik az anti-
gén kotés létrejotét. Az ,antitest” fogalma magdba
foglalja pl. a gerincesek antitestjeit. a hibrid antiteste-
ket, a kimér-antitesteket, a megvéltozott antitesteket,
az univalens antitesteket, a FAB-proteineket és az
egyesdomén( antitesteket.

Az ,egyesdoménd antitest” (dAb) olyan antitest,
mely egy olyan VH doménbdl 411, mely immunolégiai-
lag reagél egy kijelolt antigénnel. A dAb nem tartalmaz
VL domént, de tartaimazhat mds olyan antigén-koto
doméneket, melyek antitestekben val6 1étezése ismert,
pl. a kappa- és a lambda-doméneket. A szakember
szdméra ismertek a dAb elGdllitds modszerei. Lasd pl.
Ward et al. (1989) munkdjat.

Az antitestek szintén dllhatnak VH és VL domének-
b6l akdrcsak mds ismert antigén-kitd doménekb6l. Az
ilyen tipusd antigénekre példak és ezek eldallitasi mod-
szerei ismertek (lasd pl. U. A. Patent No. 4 816 467,
mely a referencidban megtaldlhaté) és a kovetkezdket
foglaljak magukba. Péld4ul a ,gerincesek antitestjei”
fogalom olyan antitestekre vonatkozik, melyek ezek
tetramerjei vagy aggregdtumai, konny( €és nehéz lan-
cokbol dllnak és altaldban Y-konfigurdciéva aggregd-
16dnak. Lehet kovalens kotés a lancok kozott, de hid-
nyozhat is. A gerincesek antitestjeiben egy kiemelt
antitest osszes ldncdnak aminosav-szekvencidja homo-
16g azokkal a ldncokkal. melyet egy limfocita dltal
termelt antitestben taldltak. Ez a limfocita termeli azt
az antitestet in situ, vagy in vitro (pl. hibridémékban).
A gerincesek antitestjei tipikusan nativ antitesteket
foglalnak magukba. pl. tisztitott poliklondlis antiteste-
ket és monoklondlis antitesteket. Az ezen antitestek
elGéllitasdra szolgalo modszerekre példdkat késdbb
mutatunk be.

A ,hibrid antitestek” olyan antitestek, melyekben
egy nehéz és konnyd 1ancbdl 4ll6 par homoldg az elsS
antitestben taldlhatéval, mig a mdsodik nehéz é€s
konny( lancbél 4116 par egy eltéré mdsodik antitestben
levével homolég. Tipikusan e két par mindegyike ku-
J6nboz6 epitépokat fog kotni, kiilon-kiilon eltérd anti-
géneken. Ez a , kétvegyértékiiség” tulajdonsdgét ered-
ményezi, azaz két antigén szimultdn kotésének képes-
ségét. Az ilyen hibridek kimér ldncok haszndlatdval is
kialakithat6k, ahogy azt kordbban emlitettiik.

A ,kimér antitestek” olyan antitestek, melyekben a
nehéz és/vagy konny( lancok fiiziés proteinek. Tipiku-
san a ldncok konstans doménje egy meghatérozott faj-
bol és/vagy osztalybol szdrmazik és a véltozé domének
egy masikb6l. Magdba foglal olyan bdrmely antitestet
is, melyben akar csak a nehéz vagy a konnyd lancok,
vagy mindkettd olyan szekvencidk kombindcidjabdl
tevédik dssze, melyek masolatai a kiilonboz6 forrdsok-
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bol szdrmazé antitestek szekvencidinak, fiiggetleniil at-
t6l, hogy ezek a forrasok eltér6 osztdlyokbdl vagy
fajokbd] szdrmaznak-e, valamint, hogy a fiiziés pont a
véltozé/konstans hatdrdn van-e vagy sem. Igy lehets-
ség van olyan antitestek elG4llitdsdra, melyekben sem a
konstans, sem a véltoz6 régiék nem mdsolnak ismert
antitest szekvencidkat. fgy azutdn lehetdség van pl.
olyan antitestek létrehozasdra, melyek valtozé régicjs-
nak nagyobb specifikus affinitdsa van egy meghatiro-
zott antigénre, vagy melyek konstans régiéja elgidéz-
het fokozott komplement-fix4ciét, vagy egy meghata-
rozott konstans régié tulajdonségaban lehet fejlesztése-
ket létrehozni.

Misik példa a ,,megviltozott antitestek” példija,
mely olyan antitestekre vonatkozik, melyekben a ge-
rincesek antitestjében természetesen elSfordulé ami-
nosav-szekvencia megvaltozott. Rekombinins DNS-
technikdkat alkalmazva az antitesteket ujra lehet
szerkesztent, hogy a kivant tulajdonsdgokat elérjiik. A
lehetséges varidciok szdma rengeteg, egy vagy tobb
aminosav viltoztatasatdl a régio teljes tjra szerkesz-
téséig pl. a konstans régidig terjedhet. A konstans
régiéban torténd valtozdsok 4ltaldban azt a célt szol-
galjak, hogy elérjik a kivant sejtfolyamat tulajdonsa-
gokal. azaz a komplement-fixdldsban véltozdsokat,
membranokkal valé interakcidkat és mds effektor
funkcidkat. A véltozo régiéban bekovetkezd véltoza-
sokat az antigén-kotd tulajdonsdgok megviéltoztatdsa
c€ljdbdl lehet elvégezni. Az antitest olyan célbdl is
létre hozhatd. hogy segitse a molekula vagy anyagok
specifikus szdllitdsat egy specifikus sejthez vagy szo-
vetl teriilethez. A kivdnt véltoztatdsokat a molekularis
biol6gidban ismert technikdkkal lehet elvégezni, pl.
rekombindns technikdval, helyre irdnyftott mutagene-
zissel stb.

Egy maésik példa az ,.univalens antitestek” példdja.
mely olyan aggregdatumokbdl 4ll, ahol a nehéz lan-
cu/konnyi lanci-dimer egy mdsodik nehéz ldnc Fc
(azaz konstans)-régidjahoz kotédik. Az ilyen tipusi
antitest elkeriili az antigén mutéciét. Lasd pl. Glennie
et al. (1982) munk4jat.

Az antitestek definicidjdba tartoznak az antitestek
JFab" fragmentumai is. A ,Fab” régié a nehéz és
konnyd ldncok azon részeire vonatkozik, melyek dur-
van megegyeznek, vagy analégok azokkal a szekven-
cidkkal, melyek a nehéz és konnyd lincok 4gainak
részeibll dllnak és melyekrd] kimutattdk, hogy egy
megjeldlt antigénnel immunolégiai kétést hoznak étre,
de amelyekbdl hidnyzik az effektor-Fe-rész. A ,Fab”
magaba foglalja egy nehéz és egy konnyd lanc aggre-
gétumait (dltaldban Fab’-ként ismert), akdrcsak a 2H és
2L ldncokat tartalmazé tetramereket (Flabl,-ként je-
16lt), melyek képesek a kijeldlt antigénnel vagy anti-
gén-csaldddal szelektiven reagdlni. A ,.Fab -antiteste-
ket alegységekre lehet osztani, melyek analégok a fent
leirtakkal azaz ,.gerinces Fab”, ,hibrid Fab”, ,kimér
Fab” és . megviltozott Fab”. Az antitestek ,,Fab”-frag-
mentjeinek elddllitdsara szolgdlé médszerek ismertek,
ide tartoznak pl. a proteolizis és a rekombinans techni-
kédkkal valé szintézis.
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Diagnosztikai oligonukleotid-probdk és kitek

Az izoldlt HCV cDNS-jainak leirt részeit véve ala-
pul, megkozelitGen 8 vagy tobb nukleotidbdl all6 oli-
gomereket lehet el6dllitani, akédr kimetszéssel, akér
szintetikus Gton, melyek hibridizdlnak a HCV genom-
mal és melyek a virus 4gensek azonositdsaban, a virus
genom(ok) tovéabbi jellemzésében és beteg egyedekben
a virus(ok) detektdldsdban hasznédlhaték. A HCV poli-
nukleotidok (természetes vagy szdrmaztatott) prébdi
olyan hossztisdgiak, melyek lehetSvé teszik a jellemzé
virus szekvencidk hibridizacidval torténé detektalasat.
Mig a 6-8 nukleotid mar munkaképes hossziisagy,
kedveltebbek a 10-12 nukleotidbdl 4116 szekvencidk és
a kb. 20 nukleotidbél 4116 tdnik optimalisnak. E16nyo-
sen ezek a szekvencidk olyan régiékb6l szarmaznak,
melyek nem rendelkeznek heterogenitdssal. Ezek a
probak rutin médszerek alkalmazésaval elGallithatdk,
ide értve az automatizdlt oligonukleotid szintetikus
mddszert. A haszndlhaté prébdk kozott vannak pl.
olyanok, melyek az itt leirt uj, izoldlt klénokbd! szér-
maznak, vagy a kordbban emlitett cDNS-konyvtdrak
prébdlasdban haszndlhaté kiilonb6zG oligomerek. A
HCV-genom bdrmely jellemzé részéhez egy komple-
menter kielégits lehet. A prébaként val6 alkalmazéshoz
a teljes komplementaritas a kivdnatos, bar ez nem fel-
tétlentil sziikséges, ha a fragmentum hossziisdga nd.

Az ilyen prébak diagnosztikumokként valé haszna-
latdhoz a vizsgdlandé bioldgiai mintdkat, mint pl. a
vért, vagy szérumot kezelni lehet. ha ez kivanatos,
hogy a benniik levs nukleinsavakat kivonjuk. A mintd-
bdl szdrmazd kinyert nukleinsavat gélelektroforézis-
nek, vagy mds méreten alapulé szepardcids technikd-
nak vethetjiik ald, vagy a nukleinsav minta pontsziirés-
nek vethetd ald a méret-szeparicié elhagyédsdval. Ez-
utdn a prébdkat jeloljik. Megfelel§ jelolések és a pro-
bak jeldlésének médszerei ismertek, ide tartoznak pl. a
»nick”-transzlicidval beiiltetett radioaktiv nyomjelz6k
vagy a kindzolds, biotin, fluoreszcensz prébdk és a
kemilumineszcensz prébak. A mintdkbdl kivont nukle-
insavakat ezutdn megfelel§ szigorisdgd hibridizdcids
feltételek mellett a jelolt prébdkkal kezeljiik és a pro-
bakat tartalmazé polinukleotid duplexeket detektaljuk.

A prébék dgy is készithetdk, hogy teljesen komple-
menterek a HCV-genommal. Ezért 4ltaldban az igen
szigory feltételek biztositdsa a kivdnatos ahhoz, hogy
elkeriiljiik a hamis pozitivokat. Azonban a nagyon szi-
gorui feltételek csak olyan esetekben alkalmazandék,
ha a prébdk komplementerek olyan virus genommal,
mely nem mutat heterogenitdst. A hibridizdcié szigoru-
sdgdt szdmos tényez§ hatdrozza meg a hibridizacié és a
mosdési eljaras sordn. Ilyenek a homérséklet, az ione-
résség, az idGtartam és a formamid-koncentracié. Eze-
ket a tényezSket pl. Maniatis, T. (1982) munkdja fog-
lalja gssze.

Altaldban azt varjuk, hogy a HCV genom-szekven-
cidk relative alacsony szinten lesznek jelen a fert§zou
egyes szérumaban: megkozelitéen 10>-10* csimpénz
fert6z6 dézis (CID)/ml mennyiségben. Ez a szint meg-
kivdnja. hogy kiegészit§ technikdkat haszndljunk a hib-
ridizdciés eljdrdsban. Az ilyen technikdk ismertek a
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tudomany szdmara. Péld4ul az Enzo Biochemical Cor-
poration ,,BioBridge” rendszer termindlis dezoxinukle-
otid-transzferazt haszn4l, hogy a médositds nélkili 3'-
poli-dT-farkakat a DNS préb4hoz adja. A poli-dT-farku
prébat a cél nukleotid-szekvencidhoz hibridizaljak,
majd egy biotin-médositott poli-A-hoz. A PCT
84/03 520. bejelentés és az EPA 124 221 sz. szabada-
lom egy olyan DNS hibridiz4ci6s eljarast ir le, mely-
ben: (1) analitot hidridizdlnak (annedl = kett&ssz4li
nukleinsavak rekonstrudldsa egyes szdlbdl) egy egy-
szali DNS prébdhoz, amely komplementer egy enzim-
jelslt oligonukleotiddal; és (2) az igy kapott farokkal
ellatott duplex hibridizalédik egy enzim-jeldlt oligo-
nukleotidhoz. Az EPA 204 510. sz. szabadalom leir egy
olyan DNS hibridiz4ci6s eljdrast, melyben analit-DNS-
at hoznak 6ssze egy farokkal (mint pl. a poli-dT farok-
kal) rendelkezS prébaval, egy segité szdllal, melynek
olyan szekvencidja van, amely hibridiz4lédik a préba
farkdhoz, mint pl. a poli-A szekvencia és amely képes
kotni szamos jelolt szdlat. A kiilondsen kivénatos tech-
nika elSszor magdba foglalja a cél HCV-szekvencidk
szérumban vald kb. 10 000-szeres megsokszorozasat.
pl. kb. 10° szekvencia/ml mennyiségre. Ezt koveti pl. a
polimerdz lanc reakciés (PCR) technika, melyet Saiki
et al. (1986). Mullis (U. S. Patent No. 4 683 195) és
mullis et al. (U. S. Patent No. 4 683 202) irtak le. Az
amplifikdlt szekvencid(ka)t ezutdn olyan hibridizdciés
eljarasokkal lehet detektalni, melyek az EP 317 077 sz.
szabadalomban keriiltek leirdsra (1989. mdjus 24-én
kozzétet). Ezek a hibridizaciés eljardsok, melyek a
szekvencidkat 10° ml szinten kellene. hogy kimutassék.
olyan nukleinsav-multimereket alkalmaznak. melyek
egyszald analit-nukleinsavhoz kotGdnek és melyek
szamos egyszdlu jelolt oligonukleotidhoz is kot6dnek.
Egv megfelels oldat-fazisi szendvics-eljdrds, mely a
jeloit nukleotid prébakkal hasznalhat6 és a probak eld-
allitasanak moédszerei az 1987. jinius 16-dn kozolt
EPO 225 807. sz. szabadalomban keriiltek lefrasra.

A probakat diagnosztikai kitekbe lehet csomagolni.
A diagnosztikai kit tartalmazza a préba-DNS-at, mely
lehet jelolt vagy nem-jelslt és a kitben szepardlt tarto-
ban vannak a jelold alkotérészek. A Kit tartalmazhat
mas megfelelen csomagoltl reagenst, vagy anyagot,
melyekre szitkség van az adott hibridizaciés folyama-
tok elvégzéséhez. pl. standardokat vagy a teszt elvég-
zéséhez instrukcidkat.

Immunovizsgdlat és diagnosztikai kitek

Mind az olyan polipeptidek, melyek a HCV-antites-
teket tartalmazé szérummal immunolégiailag reagdl-
nak. pl. azok, melyeket a Példak c. részben a késdbbi-
ekben leirt antigén szkrinelési médszerrel detektaltak,
mind azok, melyek a Példdk c. részben leirt izoldlt
klénokbo] szarmaznak vagy azokban kédoltak és ezek
bsszetevdi és az ezekben a polipeptidekben levé HCV-
specifikus epitopok ellen termelt antitestek alkalmaz-
haték az immunovizsgdlatban a HCV-antitestek jelen-
létének detektdldsdra, vagy a biol6giai mintdkban a
virus és/vagy a virus-antigének jelenlétének Kimutata-
sara. Az immunovizsgalat elvégzése szamos varidciot
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foglalhat magdba, melyek kozil j6 néhény ismert. Pél-
d4ul az immunovizsgélat alkalmazhat egy virus-epito-
pot, vagy haszndlhatja az ezen forrdsokb6l szarmazd
virus-epitépok kombinéciéit; ezek az epitépok szér-
mazhatnak ugyanabb6l vagy més virus polipeptidekbdl
és lehetnek az elkiiloniilt rekombindns vagy termeé-
szetes polipeptidekben, vagy egyiitt ugyanabban a re-
kombin4ns polipeptidben. Alkalmazhat pl. egy virus-
epitép ellen irdnyulé monoklondlis antitestet, egy vi-
rus-antigén epit6pja ellen irdnyulé monoklondlis anti-
testek kombin4ciéit, kiilonboz6 virus-antigének epitop-
ja ellen irdnyul6é monoklondlis antitesteket, ugyanazon
virus-antigén ellen irdnyulé poliklondlis antitesteket,
vagy kiilonbdz6 virus-antigének ellen ir4nyul6 poliklo-
nalis antitesteket. A protokoll alapulhat pl. kompetici-
6n, vagy direkt reakcion, vagy szendvics-tipusd vizs-
gélaton. A protokoll pl. alkalmazhat szildrd tdmaszté-
kot, vagy végezhet§ immunoprecipitdciéval. A legi5bb
eljrasban alkalmaznak jeldlt antitestet vagy polipepti-
det; a jel6l6 anyagok lehetnek pl. fluoreszcensz. kemi-
Jumineszcensz, radioaktiv anyagok vagy festékmole-
kulak. Ismertek olyan eljarasok, melyek kiegészitik a
probék szigndljait; ilyenek azok a vizsgdlatok, melyek
biotint, avidint alkalmaznak és enzim-jelolt és medialt
immunovizsgalatokat, mint pl. az ELISA médszert.

Feltételezett poliproteinek néhany antigén régidjat
feltérképezték és azonositottdk a poliprotein részeit ko-
dolé6 HCV cDNS-ak bakteridlis expressziés terméké-
nek antigenitdsat szkrinelve. Lasd a Példdk c. részt. A
HCV miés antigén hatdsi régidit a mas expressziés
rendszerekben levé HCV ¢DNS-ak részeinek expresz-
sziéjdval lehet detektdlni. Ezek az expresszids rend-
szerek magukba foglaljdk az élesztdgomba rend-
szereket és a rovarokbdl és gerincesekbdl szdrmazoé
sejtrendszereket. Tovabba tanulményokat végeztek,
melyek felfedik az antigenitdsi indexet €s a hidrofébi-
tasi/hidrofilitasi profilt, és egy régié feliételezett anti-
genitdsdval kapcsolatos informécidkat adnak.

A HCV cDNS-ak expresszidjaval végrehajtott anti-
gén feltérképezésére iranyulé vizsgdlatok azt mutattak,
hogy szdmos kién, mely tartalmazza ezeket a c¢DNS-
akat, olyan polipeptideket expresszalt, melyek immu-
nolégiailag aktivak voltak az NANBH-szel fentdzou
egyedekbdl szdrmazé szérummal szemben. Nem volt
egyetlen polipeptid sem, mely immunolégiailag aktiv
lett volna az 6sszes szérummal. Ezen polipeptidek ko-
ziil 5 erGsen immunogén volt, ami abban nyilvénult
meg. hogy az ezen polipeptidekben levé HCV-epit6-
pok elleni antitesteket szamos kiilsnb6z3 beteg széru-
maban detektaltak, bar a detektdldsbani dtfedés nem
volt teljes. Igy a kiildnboz6 klénokban kédolt polipep-
tidek immonogenitdsi eredményei alapjan az javasol-
haté, hogy az eredményes detektaldsi rendszerek tartal-
mazzék az epitdp ,panelek” haszndlatat. A .panelben”
levé epitopok beépithetdk egy vagy 16bb polipeptidbe.

Az immonodiagndzisra alkalmas kitek, melyek tar-
talmazzak a megfeleld jelolt reagenst, ugy késziilnek,
hogy becsomagoljdk a megfeleld anyagokat — beleért-
ve a taldlmédny szerinti HCV-epitépokat vagy HCV-
epitépok ellen iranyul6 antitesteket tartalmazé polipep-
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tideket — megfeleld tartékba, a fennmaradé reagensek-
kel és a vizsgélat elvégzéséhez sziikséges anyagokkal
és a megfelel§ vizsgdlati instrukcidkkal egyiitt.

A HCV-genom, virionok és virus dgensek tovdbbi
Jjellemzése a virus genomhoz valé cDNS-bol szdr-
mazd prébadk alkalmazdsdval

A Példak c. részben leirt Gjonnan izol4lt klénokban
levé HCV cDNS szekvencidrdl sz616 informéciok fel-
hasznalhaték a HCV-genom szekvencidjdra vonatkoz6
tovabbi informdacidk szerzésére és a HCV dgensek azo-
nositdsdra és izoldldsara, igy segitséget adnak annak
Jjellemzésében, beleértve a genom tulajdonségit, a vi-
rus részecskék szerkezetét és az antigének természetét,
melyekbdl 4ll. fgy viszont az informéci6 tovéabbi poli-
nukleotid-prébdkat, a HCV-genombd] szdrmazé poli-
peptideket és a HCV-epitépok ellen irdnyuld antiteste-
ket eredményez, melyek hasznosak lehetnek az
NANBH-t okoz6é HCV diagnézisaban €s/vagy kezelé-
sében.

A fent emlitett klénok cDNS szekvencidjardl sz616
informdciok hasznosak a tovdbbi ¢cDNS szekvencidk
izoldldsdra szolgdl6 prébdk megszerkesztésében. Ezek
a szekvencidk az eddig nem azonositott HCV-genom
régiékbdl szarmaznak, melyekbdl a ki6nokban levg
cDNS-ak szdarmaznak. Ezeket itt és az EPO 316 218 sz.
szabadalomban irtuk le. Példdul a megkdozelitSen 8
vagy tobb. elénydsen 20 vagy tobb nukleotidbdl 4116 a
17. dbrdn bemutatott dsszetett HCV cDNS szekvencia
5°- vagy 3 -terminusaihoz kozel levd régidkbdl szar-
mazo szekvencidt tartalmazé jelolt préba a HCV
cDNS-konyviarakbdl valé dtfedd ¢cDNS szekvencidk
1izoldldsdra haszndlhat6. Masik lehetGség, a genom-
szegmensek jellemzése a tisztitott HCV-részekbdl izo-
1dlt virus genombdl végezhet§ el. A HCV-részecskék
tisztitdsdnak maédszereit és a tisztitdsi eljaras alatti de-
tektdldsuk moédszereit a késébbiekben adjuk meg. A
virus részecskékbdl torténd polinukleotid-genomok
1zolaldsdnak eljarasi médszere ismert a tudomény sz4-
madra. egy alkalmazhaté eljdrds lefrdsa az EPO 218 316
sz. szabadalomban taldlhat6. Az izoldlt genom-szeg-
mensek ezutdn klénozhaték és szekventdlhatSk. Erre a
technikdra egy példat, mely a klénozand6 szekvencidk
amplifikaldsat haszndlja, a késGbbiekben adunk és ez a
16jh klént eredményezi.

A cDNS-konyvtdrak létrehozdsdnak modszerei is-
meretesek és az el6z6kben és a késdbbickben is targya-
lasra kerliltek, ill. keriilnek: a lambda-gt11-ben torténd
HCV ¢DNS-konyvtarak létrehozdsdnak moddszerét az
EPO Pub. No. 318 216 sz. szabadalom tdrgyalja. Azon-
ban a cDNS-konyvtdrak, melyek a nukleinsav-prébak-
kal valé szkrinelésre alkalmasak, létrehozhat6k mds a
tudomany szamadra ismert vektorokban is pl. a lambda-
gt10-ben [Huynh et al. (1985)].

A HCV elleni, antivirdlis anvagokra valo szkrinelés
A sejtienyészetek és dllati modell-rendszerek HCV-
ra vals elérhetsége lehetdvé teszi a HCV-replikdciot
gatld, virusellenes dgensekre torténd szkrinelést, kiilo-
ndsen az olyan anyagokra t6rténé szkrinelést, melyek
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elényosen engedik a sejtnovekedést és -szaporodast,
mig a virus-replikdciét gatoljdk. Ezek a szkrinelési
médszerek ismertek a témdban jartas szakemberek szé-
méra. Altaldban a virus-elleni anyagot kiilonboz6 kon-
centraciéban teszteljiik a sejttenyészetben val6 virus-
replikdciéra kifejtett hatdsdra — mely sejttenyészet a
virus-replik4ciét segiti el6 — majd az 4llati modell-
rendszerben a virus fert6zésének vagy patogenitdsdnak
gétldsdra (és a toxicitds alacsony szintjére).

A HCV-antigének és HCV-polinukleotidok detekta-
l4sdra szolgdlé itt leirt médszerek és Osszedllitdsok
hasznosak a virus-elleni anyagok szkrinelésében ab-
ban, hogy egy mésik lehetSséget és taldn egy érzéke-
nyebb médszert adnak az anyagok virus-replikdciora
kifejtett hatdsainak detektdldsdban, mint a sejt-tarfolt-
médszer vagy az IDsp-vizsgdlat. Példdul az itt leint
HCV-polinukleotid-prébdk a sejttenyészetben termelt
virus-nukleinsav mennyiségének becslésére hasznilha-
t6k. Ezt kovetheti pl. a fert6zott sejt-nukleinsavak je-
161t HCV-polinukleotid-prébdval valé hibridizacidja,
vagy kompetici6s hibridizacidja. Példdul a HCV elleni
antitestek a sejttenyészetekben 1év6 HCV-antigén(ek)
azonositdsdra vagy mennyiségi becslésére haszndlha-
6k az itt leirt immunvizsgélatot haszndlva. Tovdbba,
mivel kivdnatos lehet a fertdzott sejttenyészetekben
levé HCV-antigének mennyiségi meghatdrozdsa kom-
peticiés vizsgélattal, az itt leirt HCV ¢DNS-akban k¢-
dolt polipeptidek hasznosak ezekben a kompeticids
vizsgélatokban. Altaldban a HCV cDNS-bdl szdrmazé
rekombindns HCV-polipeptid jelolve kellene legyen €és
ezen jeldlt polipeptid egy HCV-polipeptidhez val6 ko-
16désének gatldsat a sejttenyészet rendszerben vald an-
tigén-termelés kovetkeztében figyelemmel kellene ki-
sémi. Tovabb4 ezek a technikédk killonosen hasznosak
olyan esetekben, ahol a HCV replikdlédhat a sejtvonal-
ban anélkiil, hogy a sejt pusztuldsat okoznd.

A virus-elleni 4gense. melyek hatékonysdgukra
tesztelhet6k ezen médszerekkel, ismertek és magukba
foglaljak pl. azokat az dgenseket, melyek kapcsolatba
lépnek olyan virion komponensekkel és/vagy sejtkom-
ponensekkel, melyek sziikségesek a virus kdt6déséhez
és/vagy replikdcidjdhoz. A tipikus virus-elleni anyagok
kozé tartoznak pl. a virion-polimerdz és/vagy -prote-
4z(ok) inhibitorai. melyek sziikségesek a prekurzor po-
lipeptidek hasitdsdhoz. Mas virus-elleni dgensek kozé
olyan 4gensek tartoznak, melyek nukleinsavakkal rea-
gélnak azért, hogy megeldzzék a virus replikdcidjat, pl.
ilyenek az ,.anti-sense” polinukleotidok stb.

Az ,anti-sense” polinukleotid molekuldk egy olyan
komplementer nukleotid-szekvencidbdl dlinak, melyek
lehet6vé teszik szdmukra, hogy hibridizdljanak kildno-
sen a genom kijelolt régiGival, vagy az RNS-akkal. Az
,anti-sense” polinukleotidok magukba foglalhatnak pl.
olyan molekuldkat, melyek blokkolni fogjdk a protein-
transzldciét az mRNS-hoz valé kotddés révén, vagy
olyan molekuldkat, melyek a transzkriptdz révén aka-
ddlyozzdk meg a virus-RNS replikdciéjat. Magukba
foglalhatnak olyan molekuldkat is, melyek olyan agen-
seket hordoznak (nem kovalens kotéssel csatolt vagy
kovalensen csatolt), melynek a virus-RNS inaktivitdsat
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okozzdk pl. a virus-RNS-on valé szakaddsok révén.
Kotodhetnek olyan sejt-polinukleotidokhoz, melyek
erdsitik és/vagy sziikségesek a virus fertézéshez, a rep-
likacids képességhez vagy a krénikussdghoz.

A HCV eredeti RNS-akhoz hibridizdland6 ,,anti-
sense” molekuldk az itt nydjtott HCV ¢cDNS-ak szek-
vencia inform4cibira alapozva szerkeszthetSk meg. A
virus-elleni dgensek a HCV-elleni ,,anti-sense”-poli-
nukleotidokra alapozva szerkeszthetSk meg gy, hogy
nagy specifitdssal kotddjenek, megnovekedett oldé-
konysdg jellemezze &ket, stabilak legyenek és kicsi
legyen a toxicitasuk. Ezutén specializélt rendszerekben
szdllithat6k pl. liposzémdkban, vagy gén-terdpidval.
Tovabb4d tartalmazhatnak analégokat, csatolt proteine-
ket és a bazisok kozott helyettesitett vagy véltoztatott
kotéseket stb.

Mais tipusii drogok olyan polinukleotidokra alapoz-
hat6k, melyek a HCV-genom fontos szabélyoz6 régidit
masoljdk és melyek terdpids hatdsdak lehetnek a virus
fertGz6képességért vagy replikdciéén felelSs rendszer
kulcsalkotdival valé interakcidinak kovetkeztében.

Altaldnos modszerek

A virusbdl valé genom kinyerésének, a cDNS-
konyvtar készitésének és prébdval valé vizsgdlatdnak,
klonok szekvendlasdnak. expressziés vektorok létreho-
zdsdnak. sejtek transzformadldsdnak, olyan immunolé-
giai vizsgélatok elvégzésének. mint pl. a radioimmuno-
vizsgdlat és az ELISA vizsgdlat, sejtek tenyészetben
valé szaporitasdanak és az ehhez hasonlék 4ltaldnos
technikdi ismertek és laboratériumi kézikonyvek sze-
rezhetSk be, melyek ezen technikdk leirdsait tartalmaz-
zak. Azonban egy dltaldnos vezetSként bemutatunk a
kovetkezOkben néhdny jelenleg elérhetd forrast az
ilyen eljdrdsokrél és anyagokrdl. melyekre ezen eljara-
sok elvégzéséhez sziikség van.

Mind prokariéta, mind eukariéta gazdasejtek hasz-
nalhatdk a kivant kédold szekvencidk expresszidjahoz.
ha olyan megfelel6 szabdlyozé szekvencidkat haszna-
lunk. melyek kompatibilisek a kijelolt gazddval. A pro-
kariéta gazdak kozil az E. coli a leggyakrabban alkal-
mazott. A prokaridtdk expresszids kontroll szekvencidi
tartalmaznak promdtereket, tetszés szerint tartalmazva
operator-részeket és riboszéma kotShelyeket. A proka-
ridta gazdakkal kompatibilis transzfer vektorok dltala-
ban pl. a pPBR322-bdl szdrmaznak, egy az ampicillin-
és a tetraciklin-rezisztenciat biztosité operonokat tar-
talmaz¢6 plazmidbdl és a kiilonboz6 pUC vektorokbdl,
melyek szintén tartalmaznak olyan szekvencidkat, me-
lyek antibiotikum rezisztencia markereket hordoznak.
Ezek a markerek szelekcidval t6rténd sikeres transzfor-
mansok nyerésére haszndlhaték. Az altalaban alkalma-
zott prokariéta szabdlyozé szekvencidk magukba fog-
laljdk a béta-laktamazt (penicillindzt) €s a laktdz pro-
moter rendszereket [Chang et al. (1977)), a triptofan
(trp) promdter rendszert [Goeddel et al. (1980)], a
lambda eredetd P, promdtert és az N-gén riboszéma
kotési helyet [Shimatake et al. (1981)] s a hibrid tac
promdétert [De Boer et al. (1983)], mely a 1rp és lac
UVS5 prométerek szekvencidib6l szdrmaznak. Az elébb
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emlitett rendszerek kiilonosen kompatibilisek az E. co-
lival; ha kivdnatos, mds prokariéta gazddk, mint pl.
Bacillus vagy Pseudomonas torzsek is haszndlhaték
hasonl6 kontroll szekvencidkkal.

Az eukri6ta gazdak kozé tartoznak a tenyészrend-
szerekben levd élesztgomba és emlds sejtek. A Sac-
charomyves cerevisisae és a Saccharomyces carlsber-
gensis a leggyakrabban alkalmazott élesztégomba gaz-
d4k és kényelmes fonalasgomba gazddk. Az €leszis-
gomba kompatibilis vektorok olyan markereket hor-
doznak, melyek lehet6vé teszik sikeres transzformén-
sok szelekci6jat, prototréfiat adva az auxotréf mutan-
soknak, vagy nehézfémekkel szembeni rezisztencidt a
vad torzseknek. Az élesztGgomba kompatibilis vekto-
rok felhaszndlhatjak a replikdcié 2 mikron eredetét
[Broach et al. (1983)], a CEN3 és ARS1 kombindaciéit.
vagy mias olyan eszkozoket, a replikdcié bizto-
sitdsdhoz, mint pl. olyan szekvencidkat, melyek egy
megfelel fragmens gazdasejt genomjdba val6 beépii-
1ését fogjdk eredményezni. Az élesztGgomba vektorok
szab4lyoz6 szekvencidi ismertek és tartalmaznak a gli-
kolitikus enzimek szintéziséhez prométereket [Hess et
al. (1968)], [Holland et al. (1978)], ide értve a 3-fosz-
foglicerat-kindz promoéterjét [Hitzeman (1980)]. Termi-
nitorok is ide tartozhatnak. mint pl. azok, melyek az
enoldz génbdl szarmaznak [Holland (1981)]. Kiil6nd-
sen haszndlhat$ kontroll rendszerek azok, melyek tar-
talmazzdk a gliceraldehid-3-foszfdt dehidrogendz
(GAPDH) promotert. vagy az alkohol dehidrogendz
(ADH) szabélyoz6 promdtert, a GAPDH-bd] szdrmazd
termindtorokat és ha szekrécié elérése kivdnatos. az
élesztGgomba alfa-faktordbdl szarmazé vezetd szek-
venciat. Tovdbbd a mikodSképesen kapcsolt transzk-
ripciés regulédciés régié és a transzkripcids inicidtor
régick olyanok lehetnek, hogy nem természetesen csa-
toltak a vad tipusu szervezetben. Ezeket a rendszereket
részletesen lefrva a kovetkez$ szabadalmakban talal-
hatjuk meg: EPO 120551, 1984. oktéber 3-4n jelent
meg, EPO 116 201, 1984. augusztus 22-én jelent meg
és EPO 164 556, 1985. december 18-dn jelent meg.
Ezek mindegyikét engedélyezték a jelen taldlmdny en-
gedményezettjének és ezek a referencia részben megta-
lalhatdk.

Az expresszi6hoz valé emlSs sejtvonalak, mint
gazddk elérhetSk és ismertek €s tartalmaznak sok olyan
folyamatos termelési sejtvonalat, melyek az American
Type Culture Collection (ATCC)-t8] szerezhetSk be.
Ezek kozé tartoznak a HeLa-sejtek, a kinai horcsog
ovdrium sejtek (CHO), a horcsog ujsziilott vesesejtek
(BHK) és szdmos mds sejtvonal. EmIGs sejtek megfele-
16 promdterei szintén ismertek, ide tartoznak az olyan
virus prométerek, mint azok, amelyek a Simian Virus
40-b3l (SV40) [Fiers (1978)), a Rous-szarkéma-virus-
b6l (RSV), az adenovirusbdl (ADV) €s a szarvasmarha
papilloma-virusbdl (BPV) valok. Az emlds sejtek szin-
tén igényelhetnek termindtor szekvencidkat és poli-A
adalék szekvencidkat; olyan erGsitS szekvencidk, me-
lyek novelik az expressziot, szintén idetartozhatnak és
szekvencidk., melyek a gén amplifikdldsat okozzak
szintén kivdnatosak lehetnek. Ezek a szekvencidk is-
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mertek a szakteriileten. Vektorok, melyek alkalmasak
az emlds sejtekben valé replikaciéra magukba foglal-
hatjék a virus-replikonokat, vagy az olyan szekvencia-
kat, melye biztositjdk a megfelel6 NANB V-epitGpokat
ké6dol6 szekvencidk integrdldsat a gazda genomba.

A transzformdcié barmely ismert médszerrel elvé-
gezhetd a polinukleotidok gazdasejtbe val6 bejuttatdsa-
ra, ide értve a polinukleotid virusba valé csomagoldsit,
majd a gazdasejt virussal val6 transzdukéldsit és a
polinukleotid direkt felvételét. Az alkalmazott transz-
formdcibs eljaras fiigg a transzforméland6 gazdatél.
Példdul az E. coli gazdasejtek BB-NANBYV szekven-
cidkat tartalmazé lambda-gtil-gyel valé transzformi-
ci6jat a késSbbiekben a Példdk c. részben targyaljuk. A
direkt felvétellel t6rténd bakteridlis transzforméci6hoz
dltaldban kalcium- vagy rubidium-kloriddal val6 keze-
lést alkalmazunk [Cohen (1972), Maniatis (1982)]. A
direkt felvételen alapulé élesztGgomba transzformécié
Hinnen et al. (1978) mddszerét alkalmazva végezhetd
el. A direkt felvételen alapul6 emlSs transzforméci6
Graham €és Van der Eb (1978) kalcium-foszfétos preci-
pitdciés moédszerének alkalmazdsdval végezhets el,
vagy ennek szamos ismert véltozatdval.

A vekior létrehozédsa olyan technikdkat alkalmaz,
melyek ismertek a tudomdny e teriiletén. A hely-speci-
fikus DNS-hasitds megfeleld restrikcids enzimmel valé
kezeléssel toriénik olyan koriilmények kozott, melyet
dltaldban a kereskedelemben kaphaté enzimek gydrtéja
ad meg. Alaldban 1 mikrogramm plazmid vagy DNS
szekvencia hasitdsa 1 egység enzimmel torténik kb. 20
mikroliter puffer oldatban 1-2 6ra 37 °C hémérsékleten
vald inkubdci6 alatt. A restrikciés enzimmel valé inku-
bdcié utdn a fehérjét fenollal/kloroformmal valé ext-
rakcidval tavolitjuk el és a DNS-at etanolos kicsapdssal
nyerjiik ki. A hasitott fragmenteket szeparalhatjuk poli-
akrilamid- vagy agaréz gél-elektroforézises technika-
kat haszndlva. a Methods in Enzymology (1980) 65:
499-560 oldalakon leirt dltaldnos eljarasoknak megfe-
lelGen.

A ragadds-végl hasadé fragmentumok tompa-vé-
glek lehetnek E. coli DNS-polimerdz I-et (Klenow)
alkalmazva a keverékben levs megfelels dezoxinukle-
otid-trifoszfatok (ANTPs) jelenlétében. Az S1-nukledz-
zal vald kezelés szintén alkalmazhat$, mely barmely
egyszald DNS-részecske hidrolizisét eredményezi.

A ligdlas standard puffer és hdmérsékleti feltételek
alkalmazasdval, T4-DNS-ligdz és ATP hasznélatdval
végezhetd el; a ragadds végek ligdldsdhoz kevesebb
ATP-ra és ligdzra van sziikség, mint a tompa végeké-
hez. Ha vektor-fragmenst gyakran bakteridlis alkalikus
foszfatazzal (BAP), vagy borji emésztGesatorna alkali-
kus foszfatdzzal kezeljik, hogy az 5’-foszfatot eltdvo-
litsuk és fgy kivédjik a vektor djraligdlasat. Masik
megolddsként a nem-kivant fragmentumok restrikci6s
enzimes emésziését alkalmazhatjuk a ligdlds elkeriilése
végetl.

A ligdcids keveréket megfelel klonoz6 gazdaba
transzformdljuk. pl. E. coliba és a sikeres transzfor-
mansokat szeleklaljuk pl. antibiotikum-rezisztencia
alapjan €s szkrineljiik a helyes szerkezetiikre.
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Szintetikus oligonukleotidok készithet6k automati-
z4lt oligonukleotid-szintetizdlé hasznédlatdval, ahogy
azt Warner (1984) leirja. Ha kivént, a szintetikus szélak
32p_ral jelolhetSk, 2P-ATP jelenlétében hasznalt poli-
nukleotid-kindzzal torténd kezeléssel, standard koril-
ményeket biztositva a reakci6 szdméra.

A DNS-szekvencidk, beleértve a cDNS-konyv-
tarakbdl izoldltakat, ismert technikdkkal médosithaték,
ide értve pl. a hely-irdnyitott mutagenezist, ahogy azt
Zoler (1982) leirja. Roviden a médosftandé DNS-at
egyszald szekvenciaként figba csomagoljuk €s kétsza-
ld DNS-v4 komvertdljuk DNS-polimerdzzal, primer-
ként egy szintetikus oligonukleotidot haszndlva. mely
komplementer a médositandé DNS részéhez és mely-
nek megvan a kivant médositdsa a sajdt szekvencidjé-
ban. A kapott kétszdli DNS egy gazda baktériumban
levs fagba transzformélhat. A transzformdlt bakiéri-
um tenyészeteit, melyek tartalmazzdk a fiag minden
szdljanak replikdcidit, agarra szélesztjiik, hogy tarfol-
tokat kapjunk. Elméletileg az j tarfoltok 50%-a mutélt
szekvencidt tartalmazé fagot tartalmazza, a maradék
50% az eredeti szekvencidt. A tarfoltok replikdtjait
jelolt szintetikus prébakhoz hibridizaljuk olyan hémér-
sékleti korilmények kozott, melyek lehet6vé teszik a
j6 széllal val6 hibridizdciét. a modositds nélkiili szek-
vencidval val6ét azonban nem. A hibridiz4ciéval azono-
sitott szekvencidkat visszanyerjiik és klénozzuk.

A DNS-kényvtdrakat tesztelhetjiik Grunstein és
Hogness (1975) eljards alkalmazva. Roviden, ebben az
eljardsban a prébdnak aldvetendé DNS-at nitrocellu-
16z-szdrén immobilizéljuk, denaturdljuk és elShibridi-
zdljuk 0-50% formamidot, 0,75 M NaCl-ot, 75 mM
Na-citrdtot, 0,02% (w/v) marha szérum-albumint, poli-
vinil-pirollidont és Ficoll-t, 50 mM Na-foszfatot (pH
6.5) 0.1% SDS-t és 100 mikrogramm/m] hordozé dena-
turdlt DNS-at tartalmazé pufferrel. A pufferben levé
formamid %-os mennyisége, akdrcsak az elShibridizd-
ci6 és az ezt kovetd hibridizdcios lépések 1dG €s hdmér-
sékletei koriilményei az eljards kivant szigoruisdgétdl
fiiggenek. Az oligomer-probdkhoz, melyek kevésbé
szigoru feltételeket igényelnek, dltaldban alacsonyabb
formamid %-ot és alacsonyabb hdmérsékletet, vala-
mint hosszabb hibridiz4cids idét haszndlunk. Az olyan
30-40-nél tobb nukleotidot tartalmazé prébakhoz, mint
pl. melyek a cDNS-bdl vagy genom-szekvencidkbdl
szarmaznak, 4ltaldban magasabb hémérsékletet (kb.
40-42 °C) és magasabb %-ot (pl. 50% formamidot)
alkalmaznak. Az el6hibridizéciét kovetden 5°-32P-je-
161t oligonukleotid prébat adunk a pufferhez és a sz@r6-
ket ebben a keverékben inkubéljuk hibridizaciés koriil-
mények kozott. Mosds utdan a kezelt sziir6ket autora-
diogréfidnak vetjiik ald, hogy kimutassuk a hibridiz4lt
préba elhelyezkedését, az eredeti agar lemezen vald
azonos elhelyezkedésti DNS-at a kivant DNS forrdsa-
ként haszndljuk.

A vektor rutin létrehozdsdhoz a ligdciés keveréket
az E. coli HB101 torzsébe transzformaljuk, vagy mds
megfeleld gazdaba és a sikeres transzformansokat anti-
biotikum-rezisztencia vagy mds markerek alapjan sze-
lektdljuk. A transzformdnsokbdl szdrmazé plazmidokat
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Clewell et al. (1969) médszere alapjan készitjiik, ezt
ltaldban chloramphenicolos disitas koveti [Clewell
(1972)]. A DNS-at izoldljuk és analizéljuk, rendszerint
restrikciGs enzim analizissel és/vagy szekvendldssal. A
szekvendl4st Sangen et al. (1977) didezoxi-médszeré-
vel végezhetjilkk, ahogy késébb Messing et al. (1981)
leirta, vagy Maxam et al. (1980) médszerével. A sdv-
kompresszi6val kapcsolatos problémékat, melyeket né-
ha a GC-ban gazdag régiékban figyeltek meg, megol-
dottédk a Barr et al. (1986) szerinti T-deazoguanozin
haszndlatdval.

Az enzim kapcsolt immunoszorbens vizsgélatot
(ELISA) az antigén vagy antitest koncentriciéinak mé-
résére lehet felhaszndlni. A médszer azon alapul, hogy
egy enzim hozzdkotSdik egy antigénhez vagy antitest-
hez és mennyiségi jelként haszndlja a kotott enzim
aktivitasdt. Az antitest méréséhez az ismert antigént
szildrd fazishoz rogzitjik (pl. mikrolemezre vagy mi-
anyag csészébe), a teszi-szérum higitdsaival inkubdl-
juk. mossuk, enzimmel jelolt anti-immunoglobulinnal
inkubdljuk és ismét mossuk. A jelolésre alkalmas enzi-
mek ismertek. ide tartozik pl. a torma-peroxiddz. A
szilard fézishoz koton enzim aktivitdsdt specifikus
szubsztrat hozzdaddsdval mérjuk és kolorimetridsan
meghatdrozzuk a termék képzGdését vagy szubsztrdt
fogydsat. A kotott enzim aktivitdsa a koot antitest
mennyiségének kozvetlen kovetkezménye.

Az antigén méréséhez egy ismert specifikus antites-
tet rogzitiink szilard fdzishoz, az antigént tartalmazd
teszt anyagot hozzdadjuk. inkubalds utdn a szildrd fé-
zist mossuk és egy mdsodik enzim-jeldlt antitestet
adunk hozzd. Mosds utdn szubsztritot adunk ehhez és
az enzim aktivitdsat kolorimetridsan becsiiljiik és az
antigén koncentrdcidjahoz viszonyitjuk.

A tovabbiakban példdkkal szemlélietjiik a talal-
manyt, melyeket csupdn illusztracids célbél adunk meg
és nem a jelen taldlmany korének korldtozdsdra. A jelen
leirds fényében. szamos kiviteli forma nyilvdnvald lesz
a teriileten jdrtas szakember szamadra. melyek a szaba-
dalmi igénypontok oltalmi korébe esnek.

Példdk

A 13i, 26), CA59a, CA84a, CAl56e és CA167b dt-

fedd HCV ¢DNS-kiénok izoldldsa és szekvencidja

A 131, 26j, CA59a, CA84a, CA156e és CAl67b
klénokat a lambda-gtl]l konyvtarbdl izoldltuk, mely
HCV c¢DNS-at tartalmaz (ATCC No. 40 394). Az elja-
rds leirdsa az EPO Pub. No. 318 216 sz. (1989. m4jus
31-én jelent meg) és a WO 89/04 869 sz. szabadalom-
ban (1989. jinius 1-jén jelent meg) taldlhatd. A konyv-
tar szkrinelésél a késGbbiekben leirt probakkal végez-
lik, a Huynh (1985) munkdjdban leirt médszert alkal-
mazva. A megfelel§ probakkal megjelend pozitiv kl6-
nok gyakorisdga kb. 1 az 50 000-ben.

A 13i Kl6n izoldldsat a 12f kl6n szekvencidjabol
szdrmazé szintetikus préba alkalmazasdval végeztik
el. A préba szekvencidja a kovetkezd volt:

5 GAA CGT TGC GAT CTG GAA GAC AGG
GAC AGG ¥,

A26j Kklon izoldldsat a K9-1 klén 5°-régiéjabol
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szdrmaz6 préba alkalmazdsdval végeztik. A préba
szekvencidja:

5’ TAT CAG TTA TGC CAA CGG AAG CGG
CCCCGA3.

A 12f és k9-1 (K9-1-nek is nevezett) kiénok izold-
lsi eljarasat az EPO Pub. No. 318 216 sz. szabadalom-
ban irtuk le és szekvencidjukat az 1. és 2. 4brdkon
mutatjuk be. A 13i és 26j klénok HCV cDNS-szekven-
cidi a 4. és 5. dbrdn l4thatok. Léthat6k a benniik kédolt
aminosavak és a 13i kl6n 12f ki6nnal valé 4tfedése,
valamint a 26j 13i kl6nnal val6 dtfedése is. Ezen ki6-
nok szekvencidi igazoljak a k9-1 kl6n szekvencidjit. A
k9-1 klént egy eltéré HCV cDNS-konyvtarbél izolal-
tuk (14sd az EPO 218 316 sz. szabadalmat).

A CA59a kiént a 26j klén 5'-régidjanak
szekvencidjdra alapozott préba haszndlatdval izoldltuk.
A préba szekvencidja:

5’ CTG GTT AGC AGG CGT TTTCTATCA CCA
CAA 3.

A CAS59a kién szekvencidjdbodl szdrmazé probat a
CA 84a ki6n izoldlasdhoz haszndltuk. Az ehhez az
izolalashoz haszndlt proba szekvencidja a kovetkezs:

5" AAG GTC CTG GTA GTG CTG CTG CTATTC
GCC 3.

A CA156¢ kiént a CA84a klon szekvencidjdbol
szarmazé préba alkalmazdsdval izoldltuk. A proba
szekvencidja:

5 ACT GGA CGA CGC AAG GTT GCA ATT
GCTCTA 3"

A CA167b kiént a CA156e klon szekvencidjabol
szdrmaz6 prébat haszndlva izoldltuk. A préba szekven-
cidja:

5 TTC GAC GTC ACA TCG ATC TGC TTG TCG
GGA Y.

A CA59a, CA84a, CA156¢ és CA167b kidnokban
levé HCV ¢DNS-ak nukleotid-szekvencidit a 6., 7., 8.
és 9. dbrak mutatjék. Az ezen kiénokban kédolt amino-
savakat, valamint az ide vonatkozé kl6nok
szekvencidival val6 atfedést is mutatjak az dbrak.

A ,,pi”-HCV ¢DNS-konyvidr létrehozdsa

Egy HCV cDNS-kényvtarat, a ,pi"-konyvtdrat,
ugyanabbdl a fert6z6 csimpénz plazma tételbSl hoztuk
létre, melyet a lambda-gt11 HCV c¢DNS-konyvtdr 1ét-
rehozéséhoz is hasznaltunk (ATCC No. 40 394), mely-
nek leirdsa az EPO Pub. No. 318 216 sz. szabadalom-
ban taldlhaté és melyhez lényegében ugyanazokat a
technikékat hasznaltuk. Azonban a ,,pi”-konyvtdr meg-
alkotdsahoz egy primerextenziés mddszert alkalmaz-
tunk, melyben a reverz transzkriptaz primerje a CA59a
kién szekvencidjira alapult. A primer szekvencidja a
kovetkezd volt:

5" GGT GAC GTG GGT TTC 3".

A pilda kion izoldldsa és szekvencidja

A fent leirt ,,pi”-HCV cDNS-konyvtdr szkrinelése a
CA167b klén izolalasahoz hasznélt probaval toriént
(lasd fent) és a pilda klént eredményezte. A kl6n kb.
800 cDNS bazispart tartalmaz, melyek atfedésben van-
nak a CA167b. CA156e. CA84a és CA59a klénokkal,
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melyeket a lambda-gt11 HCV cDNS-konyvtarbdl (AT-
CC No. 40 394) izolaltunk. Tovadbba a pil4a tartalmaz
kb. 250 DNS bazispart, melyek a CA167b klénban
levé HCV cDNS-t6! upstream helyezkednek el.

A CA216a, CA290a és ag30a klonok izoldldsa és

szekvencidja

A CA167b klén szekvencidjara alapozva egy szin-
tetikus prébat készitiink, melynek szekvencidja a ko-
vetkezd:

5" GGC TTT ACC ACG TCA CCA ATG ATT GCC
CTA Y.

A fenti prébdkat a lambda-gtl]l konyvtdar (ATCC
No. 40 394) szkrineléséhez hasznéltuk, mely a CA216a
klont eredményezte, melynek HCV szekvencidit a 10.
dbra mutatja.

Egy mdsik prébat a CA216a kién szekvencidjdra
alapozva készitettiink, melynek szekvencidja:

5" TTT GGG TAA GGT CAT CGA TAC CCT TAC
GTG 3.

A lambda-gtl] konyvtdrat (ATCC No. 40 394)
szkrinelve ezzel a prébéval a CA290a k16nt nyertiik, az
ebben levé HCV-szekvencidkat a 11. dbra mutatja.

Egy parhuzamos eljdrassal. egy primer-extenzids
cDNS-konyvtdrat készitettiink ugyanabbdl a fertézou
plazmabol kivont nukleinsavat haszndlva, melyet az
eredeti fent leirt lambda-gt11 cDNS-konyvtdrhoz hasz-
naltunk. A haszndlt primert a CA216a és CA290a kl6-
nok szekvencidira alapoztuk:

5" GAAGCC GCACGT AAG 3.

A cDNS konyvtdrat a pilda és k9-1 kiénok izoldla-
sdban haszndlt konyvtdrak esetében alkalmazott méd-
szerekhez hasonlé mdédszerek segitségével készitettiik.
Az ezen konyvtdr szkrineléséhez hasznalt prébdt a
CA290a kidn szekvencidjdra alapoztuk:

5" CCG GCG TAG GTC GCG CAA TTT GGG
TAA R

Az ag30a kiont a fenti préba alkalmazasdval az tj
konyvtarbdl 1zoldltuk. mely a HCV-szekvencia kb. 670
bdzispdrjat tartalmazza. Ldsd a 12. dbrdt. A szekvencia
egy része dtfedi a CA216a és CA290a klénok HCV-
szekvencidjdt. Az ag30a szekvenciajab6l mintegy 300
bazispar azonban a CA290a kidn szekvencidjatdl upst-
ream helyezkedik el. A nem-dtfed§ szekvencia egy
start kédont (*) és stop kodonokat mutat, melyek a
HCV-OREF startjdt jelolhetik. A 12. dbrdban jeloltiink
feltételezett kis k6édolt peptideket (#), melyek szerepet
jatszhatnak a transzldcid szabdlyozdsdban, akdrcsak a
feltételezett polipeptid feltételezett elsG aminosavjat (/)
és a benniik kédolt downstream fekvd aminosavakat.

A CA205a kion izoldldsa és szekvencidja

A CA205a ki6nt az eredeti lambda-gtll konyv-
tarbél (ATCC No. 40 394) izolaltuk a CA290a klén
HCV szekvencidjdbdl szdrmazd szintetikus préba al-
kalmazdsaval (11. dbra). A préba szekvencidja a kovet-
kezd volt:

5" TCA GAT CGT TGG TGG AGT TTACTT GTT
GCC 3,

A CA205a kiénban levé HCV ¢DNS-szekvencidja,
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amit a 13. dbra mutat, 4tfedésben van az ag30a és a
CA290a kl6nok cDNS-szekvencidival. A CA290a klén
szekvencidjdval valé dtfedést a szekvencia feletti pon-
tozott vonal mutatja (az dbrdn ldthaték az ebben a
fragmentumban kédolt feltételezett aminosavak is).

Ahogy azt a CA290a és az ag30a kl6énokban levé
HCV c¢DNS-szekvencidkban megfigyeltiik a feltétele-
zett HCV poliprotein tgy tdnik az ATG start-kodonnal
kezdédik; a HCV-szekvencidk mindkét klénban tartal-
maznak ,,in-frame,.-et, folyamatos kettSs stop-kodont
(TGATAG) 42 nukleotiddal ett6] az ATG-tS] upstream
irdnyban. A HCV-ORF ugy tiinik, hogy ezek utdn a
stop-kodonok utdn kezdddik és legalabb 8907 nukleo-
tid a kiterjedése (lasd a 17. &brdn mutatott Osszetett
HCV c¢DNS-at).

A 18g klon izoldldsa és szekvencidja ;

Az ag30a ki6n (ldsd a 12. dbrat) szekvencidjdra és
az eredeti lambda-gtll kényvtarbl (ATCC No.
40 394) szarmazé atfedd kionra. a CA230a-ra alapoz-
va, egy szintetikus probdt készitettink, melynek szek-
vencidja a kovetkez§:

5" CCA TAG TGG TCT GCG GAA CCG GTG
AGT ACA?Y.

Az eredeti lambda-gtl1 HCV cDNS-konyvtdr a
probéval valé szkrinelése a 18g klént eredményezte.
melynek a HCV ¢cDNS-szekvencidjat a 14. dbra mutat-
ja. Az dbrén ldthaté az ag30a kiénnal vald atfedés is,
valamint a HCV ¢DNS-ban kédolt feltételezett poli-
peptidek is.

A 18g (C18g vagy 18g) klénban levs cDNS atfe-
désben van a fent leirt ag30a és CA205a klénok cDNS-
javal. A C18g kl6n szekvencidja is tartalmazza az ag3a
klénban megfigyelt dupla stop-kodon régiét. A stop-
kodonté] upstream irdnyban levé polinukleotid-régié
feltehetéen a HCV-genom 5'-régidjanak részét repre-
zentdlja, mely rovid ORF-eket tartalmazhat és mely a
tisztitott HCV-genom kozvetlen szekvendldsaval iga-
zolhatd. Ezek a feltételezett kis kédolt peptidek szaba-
lyoz6 szerepet jdtszhatnak a transzlaciéban. A Cl8¢g
kl6n 4ltal képviselt régiotél upstream irdnyban levs
HCV-genom régidja szekvencia-analizis céljabdl izo-
ldlhaté, alapjdban véve az EPO Pub No. 318 216 sz.
szabadalomban a 12f klénban levé HCV cDNS-szek-
vencidjdtél upstream irdnyban levé cDNS-szekvencidk
izoldl4sra leirt technika alkalmazdsaval. Alapjdban vé-
ve a reverz-transzkriptdz kis szintetikus oligonukleo-
tid-primerjeit. melyek a C18g szekvencidjdn alapulnak,
szintetizdljuk és a HCV-genom RNS-ban levS azonos
szekvencidkhoz szoktuk kotni. A primer szekvencidk
kozelebb esnek a C18g kIén 5'-terminélisdhoz, de ele-
gendSen downstream irdnyban ahhoz, hogy lehetGvé
tegyék a primer szekvencidktdl upstream irdnyban levg
préba-szekvencidk megszerkesztését. Primeléshez és a
klénozédshoz ismert standard mddszereket haszndlunk.
A nyert ¢cDNS-kényvtdrakat a primelési helyektdl
(ahogy a C18g értelmezett szekvencidjabdl levezettik)
az upstream irdnyban levd szekvencidkkal szkrineljiik.
A HCV-genom RNS-at NANBH-ban szenvedd egye-
dek plazma- vagy mdjmintdib6l nyerjiik. Mivel Ggy
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tdnik, a HCV egy Flavi-szerd virus, a genom 5'-termi-
nélisa véddsapka (,.cap”)-szerkezette] médosithaté. Is-
mert, hogy a Flavi-virus-genomok 5’-terminélis ,,cap”-
struktirdkat tartalmaznak [Séargaldz virus, Rice et al.
(1988); Dengue virus, Hahn et al. (1988); Japan Ence-
phalitis virus (1987)].

A béta-HCV ¢cDNS-konyvidrbdl szdrmazo kiénok

izoldldsa és szekvencidja

A HCV-genom 3-termindlis régiéjat képvisels
c¢DNS-at tartalmaz6 klénokat az eredeti fert6z3 csimpénz
plazma alapbdl létrehozott cDNS-konyvtarbdl izoldltuk,
melyet a HCV cDNS lambda-gt11 konyvtar (ATCC No.
40 394) létrehozdsdhoz hasznéltunk és mely az EPO Pub.
No. 318 216 sz. szabadalomban kertilt leirasra. A cDNS-
konyvtar létrehozasanak céljabél a plazmébdl kivont
RNS-at poli(rA)-polimerdzt haszndlva poli-rA farokkal
lattuk el és cDI'S-at szintetizdltunk oligo(dT),, s-at
haszndlva a reverz-transzkriptdz primerjeként. A nyert
RNS : ¢DNS hibridet RNS-4z H-val emésztettiik és két-
szald HCV cDNS-v4 konvertéltuk. A nyert HCV ¢DNS-
at a lambda-gt10-be klénoztuk lényegében a Huynh
(1985) altal leirt technikat alkalmazva, melynek eredmé-
nye a béta- (vagy b) -HCV-cDNS-konyvtar. Az alkalma-
zott eljaras a kovetkezd volt.

A plazma egy részét (12 ml) protedz K-val kezeltiik
és 0.05 M Tris-HCl-dal telitett fenol (pH 7.5). 0,05%
(v/v) béta-merkapto-etanol, 0,1% (w/v) hidroxi-kino-
lin. I mM EDTA azonos térfogataival extrahdltuk. A
kapott vizes fazist djra extrahdltuk a fenolos keverék-
kel. ezt kovette 3 extrahdlds egy : egy ardnyu keverék-
kel. mely fenolt és kloroform : izoamilalkohol (24 : 1)
tartalmazout. ezt a kloroform és izoamilalkohol 1: 1
ardanyu keverékével végzett 2 extrahdlds kovette. A
vizes fazis NaCl-tartalmanak 200 mM-ra valé kiegé-
szitésél kovetSen a vizes fazisban levd aminosavakat
egy ¢jszakan at minusz 20 “C hémérsékleten 2.5 térfo-
gat hideg abszoliit etanollal kicsapattuk. A csapadékot
centrifugdlassal (10 000 rpm. 40 perc) Osszegyujtottiik,
20 mM NaCl-ot tartalmazé 70%-os etanollal, majd
100%-o0s hideg etanollal mostuk és S percig deszikka-
torban szdritottuk és vizben feloldottuk.

A fert6z6 csimpdnz plazma anyagbdl izolalt nukle-
insavakat poli-rA farokkal lattuk el poli-A-polimerazt
haszndlva, humdn placenta ribonukledz inhibitor
(HPRI) (az Amersham Corp.-t§l vasdroltuk) jelenlété-
ben. MS2 RNS-at hasznalva hordozéként. A 2 ml plaz-
maban levé nukleinsavval egyenld mennyiségi izolalt
nukleinsavakat olyan oldatban inkubdltuk, mely TMN-t
[50 mM Tris-HCI. pH 7,9, 10 mM MgCl,, 250 mM
NaCl, 2.5 mM MgCl,, 2 mM ditiotreitol (DTT)], 40
nikroM alfa-(**P) ATP-ot, 20 egység HPRI-l (Amer-
sham Corp.) és kb. 9-10 egység RN-dz mentes poli-A-
polimerazt (BRL) tartalmazott. Az inkubdélast 10 percig
37 "C hémérsékleten végeztiik, a reakciot EDTA-val
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(végkoncentracigja kb. 250 mM) dllitottuk le. Az olda-
tot fenol-kloroform egyenlG mennyiségeivel, majd klo-
roform egyenlé mennyiségével extrahéltuk, a nuklein-
savakat egy éjszakdn 4t —20 "C hémérsékleten 20 mM
NaCl jelenlétében 2,5 térfogat etanollal csapattuk ki.

A b5a kldn izoldldsa

A béta-HCV ¢DNS-konyvtdrat  hibridizélassal
szkrineltiik szintetikus prébat alkalmazva, melynek
szekvencidja a 15¢ klén HCV cDNS-szekvencidjdra
alapult. A 15¢ kl6n izoléldsét az EPO Pub. No. 318 216
sz. szabadalom irja le és szekvencidjat a 3. dbra mutat-
ja. A szintetikus préba szekvencidja:

5’ ATTGCG AGA TCT ACG GGG CCT GCT ACT
CCAY.

A konyvtdr szkrinelése a béta-Sa (bSa) kl6nt ered-
ményezte, mely megkdzelitéen 1000 bazisparbdl 4ll6
HCV cDNS-régi6t tartalmaz. A cDNS 5'-régidja 4tfe-
désben van a 35f, 19g, 26¢ és a 15¢ kl6nokkal (ezeket a
klénokat kordbban irtuk le). A 3’-termindlis poli-A-
szekvencia és a 3’-szekvencia kozotti régid, mely étfe-
di a 15e kIént, megkdzelitGen 200 bazisparbdl dll. Ez a
klén lehetsvé teszi a HCV-genom 3’-termindlis-szek-
vencia régi6janak azonositdsat.

A b5a kl6n szekvencidja a 16jh klénban (késébb
frjuk le} levé HCV c¢DNS-szekvencidn beliil van. To-
vabb4 a szekvencia jelen van az eredeti lambda-gtl]
konyvidrbsl (ATCC No. 40 394) izoldlt CC34a klon-
ban is. (Az eredeti lambda-gt11 konyvtdrra itt, mint a
,,C" konyvtarra hivatkozunk.)

A HCV-genom 3'-régidjanak PCR-rel valo kibévi-

tésével elddllitort kionok izoldldsa és szekvencidi

Osszetett cDNS-klénokat hoztunk létre, melyek a
HCV-genom 3'-régi6jabdl szdrmazé nukleotid-szek-
vencidkat tartalmaztdk. Ezt gy hoztuk Ilétre, hogy a
genom cél-régidjat bovitettik (amplifikaltuk), polime-
raz lancreakcids technikdt (PCR) alkalmazva, melyet
Saiki et al. (1986) és Saiki et al. (1988) irtak le, melyet
a késdbbiekben lefrt médon médositottak. A kibGvitett
HCV RNS-at az EPO Pub. No. 318 216 sz. szabada-
lomban lefrt HCV ¢DNS lambda-gt11 konyvtar (ATCC
No. 40394) létrehozdsdhoz hasznalt eredeti fertézg
csimpdnz plazma alapbdl nyertiik. A HCV RNS izola-
l4sa a kordbbiakban leirtak alapjan tortént. Az izolalt
RNS-at a 3’-végen ATP-farokkal lattuk el, E. coli poli-
A-polimeréazt haszndlva Sippel (1973) leirdsat alkal-
mazva, azzal az eltéréssel, hogy a csimpanz szérumbdl
izoldlt nukleinsavakat kicseréltik a nukleinsav-
szubsztratra. A farokkal ellatott RNS-at ezutdn reverz
transzkriptdltuk ¢cDNS-vd, reverz transzkriptdz alkal-
mazésaval, oligo-dT-primer adaptert haszndlva, lénye-
gében a Han (1987) munkdjdban leirtak alapjan, azzal
az eltéréssel, hogy a primer adapter komponensei €s
szekvencidja a kovetkez§ volt:

Minta Notl

SP6 Promoter Primer

AATTC

GCGGCCGC |

CATACGATTTAGGTGACACTATAGAA

24
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A kapott cDNS-ak PCR-rel val6 bévitésének vetet-
tik ald 2 primert hasznélva:

Primer Szekvencia
. ATAGCGGCCGCCCTCGATTGCGA-
JH32 (30 tagd) GATCTAC

JH11 (20 tagii) | AATTCGGGCGGCCGCCATACGA

A JH32 primer 20 nukleotidbd] 4116 szekvenciat
tartalmaz, mely a cDNS-ban a cél-régi6 5’-végéhez
hibridizdlhaté. egy becsiilt 66 °C hémérsékletd T,,-mel.
A JHI1 az oligo-dT-primer adapter egy részéb6] szér-
mazott; igy ez specifikus a cDNS 3’-végéhez, egy
64 “C hémérsékletd T,-mel. Mindkét primert ugy szer-
kesztettiik meg. hogy az 5’-végen a Notl restrikciés
enzimet felismerd hellyel rendelkezzen, a késGbbi bg-
vitett HCV cDNS-kl6énozdsban valé haszn4lathoz.

A PCR-reakciét gy végeztiik, hogy a cDNS-at és a
primereket 100 mikroliter reakci6elegyben szuszpen-
daluk. mely 4 dezoxinukleotid-trifoszfatot, pufferss-
kat, fémionokat és egy a Perkin Elmer Cetus PCR-kit-
ben (N801-0043 vagy N801-0055) levé Thermus
aguaticus-bél izolalt termostabil polimerazt (Tag-poli-
merdz) tartalmazott. A PCR-reakcié 35 cikluson ke-
resztiil egy Perkin Elmer Cetus DNS thermal cycler-
ben zajlott le. Minden ciklus egy 1,5 perces 94 °C
homérsékleten végzett denaturdcids 1épésbél 4llt, egy
60 "C hémeérsékleten 2 percig tarté annedlé (kétszald
nukleinsav létrehozdsa egyszalibdl) 1épésbdl és egy
72 °C hémérsékleten 3 percig tarté primer extenzids
lépésbGl. A PCR-termékeket a Southern-féle gél-filter
kombindciés nukleinsav-hibridizélasi technikdnak (So-
uthern-blot analysis) vetettiik ald egy 30 nukleotidbél
dllo probat. a JH34-et haszndlva, melynek szekvencidja
a 15e ki6n 3’-termindlis régidjanak szekvencidjdra ala-
pult. AJH34 szekvencidja:

5" CTT GAT CTA CCT CCA ATC ATT CAA AGA
CTC 3.

A HCV cDNS-prébdval detektalt PCR-termékek
mérete kb. 50-kb. 400 bazisparig terjedt.

A bovitett HCV c¢DNS-ak kl6nozdsa céljébdl, a
PCR-termékeket Notl-gyel hasitottuk és poliakrilamid-
gél-elektroforézissel méret szerint szelektaltuk. A 300
bdzispdrndl nagyobb DNS-ak a pUCI18S Notl helyére
klonoztuk. A pUCI8S vektort igy hoztuk létre, hogy
magdba foglal egy Notl-polikotét, mely a pUC18 Eco-
RI és Sall helyei koz€ van klénozva. A klénokat HCV
cDNS-ra szkrineltik a JH34 prébat hasznalva. Szdmos
pozitiv klént nyertlink és szekvendltunk. Az ezen kli6-
nok egyikében, a 16jh klénban levd HCV ¢cDNS ismert
nukleotid-szekvencidjt és az ebben kédolt aminosavat
a 15. dbra mutatja. Az dbra mutatja a 16jh klénban levé
HCV ¢DNS-szekvencidjdban detektalt nukleotid-hete-
rogenitdst ezen régié mds klonjdval osszevetve.

Osszeszerkesztett HCV cDNS-szekvencidk

HCV cDNS-szekvenciat szerkesztettiink ossze egy
sor a fent leirt kiilonb6z6 HCV ¢DNS-konyvtdrakbol
szdrmazé dtfedésben levd kiénokbdl. Ebben a szekven-
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cidban a bll4a, 18g, ag30a, CA205a, CA290a,
CA216a, pilda, CA167b, CA156e, CA84a és CAS59a
ki6nokbdl nyert Osszeszerkesztett HCV cDNS szek-
vencia a 16. 4bran lathaté az EPO Pub. No. 318 216 sz.
szabadalomban leirt Osszeszerkesztett HCV cDNS-
szekvencidtdl upstreamn irdnyban taldlhaté. A bSa és
16jh klénokbél nyert osszetett HCV ¢cDNS-szekvencia
az EPO Pub. No. 318 216 sz. szabadalomban leirt
osszetett HCV ¢cDNS-szekvenciitél downstream irdny-
ban taldlhaté. A 17. dbra a fent leirt klénokbdl szdrma-
z6 osszetett HCV cDNS-szekvencidt és az EPO Pub.
No. 318 216 sz. szabadalomban kozolt osszetett HCV
c¢DNS-szekvencidt mutatja. A szekvencia a kovetkez8
klénokb6l szdrmazik: bl14a, 18g, ag30a, CA205a,
CA290a, CA216a, pil4a, CA167b, CA156e, CAB4a,
CAS59a, K9-1 (k9-1-nek is hivott), 26j, 131, 12f, 14i,
11b, 7f, 7e, 8h, 33c, 40b, 37b, 35, 36, 81, 32, 33b, 25c,
14c, 8f, 33f, 33g, 39¢c, 35f, 19g, 26g, 15¢, bSa és 16jh.
Az dbrén a szekvencia feletti 3 vonal a feltételezett
metionin k6édon helyzetét jeloli.

A bll4a klént a b5a klénndl fent leirt klénozdsi
eljardssal nyertiik, azzal az eltéréssel. hogy a préba, a
fent leirt 18g klén detektdldsdhoz hasznalt szintetikus
préba volt. A bl114a klén 4tfedést mutat a 18g, ag30a és
a CA205a klénokkal, azzal az eltéréssel, hogy a bl14a
klén 2 extra nukleotidot tartalmaz a 18g kl6nban levg
szekvencidtdl upstream irdnyban (azaz az 5-CA-tdl).
Ezt a két extra nukleotidot a 17. dbrdn mutatott HCV-
genom magdba foglalja.

Meg kell emliteni, hogy bar szdmos fent leirt klént
az eredeti HCV ¢DNS lambda-gt11 C kdnyvtdrtél (AT-
CC No. 40 394) eltéré konyvtdrakbdl nyertiink. ezek a
klonok tartalmaznak az eredeti konyvtdrban levé HCV
c¢DNS-szekvencidkkal 4tfedést mutaté HCV cDNS-
szekvencidkat. Igy lényegében az osszes HCV-szek-
vencia szdrmaztathaté az els6é HCV ¢DNS-kl6n (5-1-
1) izoldlasdhoz haszndlt eredeti lambda-gt11 C konyv-
tdrbd] (ATCC No. 40 394). Az 5-1-1 kl6n izolaldsat az
EPO Pub. No. 318 216 sz. szabadalom irja le.

A C100-3 fuziés polipeptid tisztitdsa

(Alternativ médszer)

A C100-3 (HCV c100-3-nak vagy c100-3-nak is ne-
vezett) fiziés polipeptid, szuperoxid-dizmutdzbél (SOD)
all az N-terminélisndl és egy ,,in-frame” C100 HCV poli-
peptidbdl a C-termindlisndl. A polipeptid élesztGgomba-
ban valé expresszidjaval torénd elGallitdsat és az extra-
hélt gazda élesztGgomba sejtek oldhatatlan frakciGinak
extrakciéjat az EPO Pub. No. 318 216 sz. szabadalom ir-
Jjale. A fiiziés polipeptid eldéllitdsanak egy masik mod-
szerét az alabbiakban adjuk meg. Ebben a médszerben az
antigént a nyers sejtlizatumbdl acetonnal csapatjuk ki; az
acetonnal kicsapatott antigént ezutdn ijoncserés-kroma-
togréfidnak vetjiik ald, majd a tovabbiakban gél-filtrdcio-
val tisztiyjuk.

A CJ]00-3 (HCV c100-3) fuziés polipeptidet a
pAB24C100-3-mal (ATCC No. 67 976) transzformalt
JSC308 éleszt6gomba torzsben (ATCC No. 20 879)
expresszdljuk; a transzformadlt élesztGgombat olyan ko-
rilmények kozott szaporitjuk, mely lehet6vé teszi az
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expresszaldst (1% glikézt tartalmazé YEP-on val sza-
porodassal) (1dsd az EPO Pub. No. 318 216 sz. szaba-
dalmat). A sejtlizdtum a sejtek A-pufferben (20 mM
Tris-HC], pH 8,0, | mM EDTA, 1 mM PMSF) valé
szuszpenddldsaval késziil. A sejtek feltdrdsdt Dynomill-
tipusi homogenizétorban vagy ehhez hasonlé készii-
1ékben iiveggydngyos dardldssal végezziik. Az sejtfel-
tards mértékét mikroszkSpos sejtszamlaléssal, fazisop-
tikdval végezziik. A feltart sejtek sotétek, mig az élet-
képesek vildgos szindek. A feltdrt sejtek szdzalékos
ardny4t meghatérozzuk.

Amikor a feltart sejtek ardnya eléri a 90%-ot vagy
még ennél is nagyobb, a feltart sejteket centrifugéldssal
vélasztjuk el az liveggyongyoktdl és az iiveggyodngyo-
ket A-pufferrel mossuk. A mosadék és a homogeniza-
tum elegyitése utan a lizdtum oldhatatlan anyagét cent-
rifugdlassal nyerjik. Az liledék anyagit az oldhaté fe-
hérjék eltdvolitasa céljab6l B-puffer (50 mM giicin,
pH 12,0. | mM DTT, 500 mM NaCl) szuszpenziéjaval
mossuk. majd C-pufferrel (50 mM glicin, pH 10,0,
1 mM DTT). Az oldhatatlan anyagot centrifugdldssal
nyerjiik vissza és SDS-ot tartalmazé C-puffer szusz-
penzidjdban oldjuk. Az extraktum oldatdt béta-merkap-
toetanol jelenlétében melegithetjiik és ultraszdréssel
koncentralhatjuk. Az extraktumban levé HCV ¢100-3-at
hideg acetonnal csapatjuk ki. Sziikség esetén a csapa-
dék minusz 15 °C hémérsékleten vagy ennek kozelé-
ben tdrolhatd.

Az ioncserés kromatogréfiat megel6zGen az aceton-
nal kicsapatott anyagot centrifugdldssal kinyerjik és
nitrogén alatt szdrithatjuk. A csapadékot D-pufferben
(50 mM glicin. pH 10,0, 1 mM DTT. 7 M urea) szusz-
pendadljuk és centrifugdljuk az oldhatatlan anyagok tle-
pitése céljabdl. A feliildszot anioncserés oszlopra he-
lyezziik. melyet el6zGleg D-pufferrel equilibrdltunk. A
frakcidkat 6sszegy(jtjiik és UV abszorbancidval anali-
zdljuk. vagy SDS poliakrilamid géleken gél-elektrofo-
rézist végziink. A HCV C100-3 polipeptidet tartalmazé
frakciokat osszegydjyik.

A HCV C100-3 polipeptid gélszdréssel torténd tiszti-
tasdhoz az ioncserés oszloprdl osszegy(jtott frakcidkat
béta-merkaptoetanol és SDS jelenlétében melegitjiik €s
az eludtumot ultraszdréssel koncentrdljuk. A koncentrd-
tumot félfiltraciés oszlopra helyezziik, melyet elézéleg
E-pufferrel (20 mM Tris-HCI, pH 7,0, 1 mM DTT. 0,1%
SDS) equilibrdltunk. Az eludlt frakcikban a HCV
C100-3 és a szennyezGdések jelenlétét poliakrilamid-gé-
leken gél-elektroforézissel hatdroztuk meg SDS jelenlé-
tében €s a polipeptidek lathatéva tételével.

A tiszta HCV ¢100-3-at tartalmazé frakcidkat 0sz-
szegydjyiik. A HCV ¢100-3-ban gazdag frakcidkat to-
vabbi tisztilds céljabol ismételten gélfiltrdcids eljdrds-
nak vethetjik ald. Ha a szemcsés anyagok eltdvolitdsa
sziikséges, a HCV c100-3-at tartalmazé anyagot 0,22
mikronos sziirén szirhetjik.

A HCV ¢DNS-ban kédolt polipeptidek expresszidja
és antigenitdsa

Az E. coliban expresszdlt polipeptidek

A szamos HCV ¢DNS-ban kédolt polipeptidet, me-
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lyek a HCV-genom ORF-jét adjék, az E. coliban exp-
resszdltuk és antigenitdsukra teszteltik a kiilonbozo
NANBH-ban szenvedS egyedektSl nyert szérumot
hasznélva. A klénozott HCV cDNS-akat tartalmazé
expresszi6s vektorokat a pSODcfi-b6l hoztuk létre
[Steimer et al. (1986)]. Hogy biztosak legyiink abban,
hogy egy korrekt leolvasasi keretet nyeriink, 3 kiilon
expressziés vektort, a pcflAB-t, a pcfICD-t és a
pcf1EF-et készitettiink ugy, hogy az AB,a CD és az EF
linkerek egyikét ligdltuk egy a pSODcf1 vektor EcoRI
és BamHI-gyel val6 teljes emésztésével nyert BamHI-
EcoRl fragmenthez, melyet egy alkalikus foszfatdzzal
val6 kezelés kovetett. A linkert 6 oligomerb&l készitet-
tiik, az A, B, C, D, E és az F-b6l. Minden oligomert
ATP jelenlétében kindz enzimmel vald kezeléssel fosz-
forildltunk miel6tt komplementer oligomerjeikhez hib-
ridizaltuk volna Sket. A szintetikus linker szekvencidja
a kovetkezd volt:

Név DNS-szekvencia (5°-t6] a 3’ felé)
GATC CTG AAT TCC TGATAA
GAC TTAAGG ACTATTTTAA
GATC CGA ATT CTG TGA TAA
GCTTAAGACACTATTTTAA
GATC CTG GAATTC TGATAA

GACCTT AAGACTATTTTA A

mimigoiOjw| >

A 3 linker koziil mindegyik rombolja az eredeti
EcoRI helyet és a linkeren beliil hoz létre egy uj EcoRlI
helyet. de egy masik leolvasési kereten belil. Ennél
fogva az expressziGs vektorokba valé inzertdlaskor a
kl6nokbdl izoldlt HCV ¢DNS-EcoRI-fragmentek 3 k-
16nb6z6 leolvasdsi kereten beliil voltak.

A kijelolt lambda-gt11 klénokban levé HCV ¢cDNS-
fragmentumokat az EcoRI-gyel val6 emésztéssel hasitot-
tuk; minden egyes fragmentumot a pcflAB-be. a
pcf1CD-be és a pcf1EF-be inzertaltuk. Ezutdn ezeket az
expressziés szerkezeteket a DI1210 E. coli sejtekbe
transzforméltuk, a transzforménsokat kl6noztuk és az
egyes klonokbol valé rekombinans baktériumokat a fizi-
6s polipeptidek expresszdldsdra indukdltuk, a bakiéri-
umok IPTG jeleniétében vald szaporitdsdval.

Az emlitet HCV ¢DNS-ak expressziés termékeit
antigenitdsukra teszteltiik a telepek kozvetlen immuno-
16giai szkrinelésével, a Helfman et al. (1983) munkdja-
ban lefrt médszer médositott véltozatdt alkalmazva.
Roviden, ahogy az a 18. dbrdn is lathat, a bakiéri-
umokat ampicillin-lemezekre rétegezett nitrocelluléz-
szlirére szélesztettiik gy, hogy megkozelitGen 1000
telep jusson egy szdrdre. A telepekkel replika-szélesz-
tést végeztiink nitrocellul6z-lemezeken €s a ~replika-
kat” ujra novesztettiik egy éjszakan 4t 2 mM IPTG és
ampicillin jelenlétében. A baktérium telepeket a nitro-
celluléz-szdirsk 15-20 percig torténd CHCl, gbzzel te-
litett légkorben val6 szuszpenddlasaval lizdltuk. Ezutan
a sz@réket 100 nm-es 10 ml 50 mM Tris-HCI-t,
pH 7,5, 150 mM NaCl-ot, 5 mM MgCl,-ot, 3% (W/v)
BSA-t, 40 mikrogr./ml lizozimot és 0,1 mikrogr./ml
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DN-4zt tartalmazé Petri-csészébe helyeztiik. A Petri-
csészéket Gvatosan legaldbb 8 6ran keresztiil szobahé-
mérsékleten rézattuk. A szdir6ket TBST-ben (50 mM
Tris-=HCI, pH 8,0, 150 mM NaCl, 0,005% Tween 20)
oblitettiik. Inkubdcié utdn a sejtmaradvényt &blitettiik
€s 10% birka szérumot tartalmazé TBS-ben (TBST
Tween nélkiil) inkubaltuk 1 6rdn keresztiil. A szdréket
ezutdn NANBH-es egyedekbdl szdrmazé TBS-ben el6-
kezelt szérummal inkub4ltuk. Az egyedek kizé tartoz-
tak a kovetkez6k: 3 csimpanz, 8 krénikus NANBH-es
beteg, akiknek széruma pozitiv volt a HCV C100-3
(C100-nak is nevezett) polipeptid (az EPO Pub. No.
318 216 sz. szabadalomban és korabban lefrt) elleni
antitesteket figyelembe véve; 8 krénikus NANBH-es
beteg, akiknek széruma negativ volt az anti-C100 anti-
testekre; egy ldbadozé beteg, akinek széruma negativ
volt az anti-C100 antitestekre; és 6 beteg, akik kozds-
ségben szerzett NANBH-szel voltak fertdzotiek, ide
€rtve egyet, akinek a széruma ersen pozitiv volt az
anti-C100 antitesteket figyelembe véve és egyet, aki-
nek a széruma éppen csak pozitiv volt. A TBS-ben
higitott szérumot hSOD-dal valé preabszorbciéval el6-
kezeluik. A szlir6k szérumokkal valé inkubiaciéja leg-
aldbb 2 érdig tartott. Inkubdlds utdn a szdrdket kétszer
30 percig TBST-bel mostuk. Az expresszalt fehérjék
Jelolését. melyekhez a szérumban levd antitestek ko-
t6dtek, 2 éran keresztiil '?1-dal jelslt birka anti-human
antitesttel valé inkubéldssal végeztiik. Mosds utdn a
szlroket kétszer 30 percig TBST-vel mostuk. szaritot-
tuk €s autoradiografaltuk.

Szdmos kldn (ldsd késGbb) olyan polipeptideket exp-
resszalt. melyek olyan HCV-epitépokat tartalmaztak,
melyek immunoldgiailag aktivak voltak az NANBH-ben
szenvedd betegekbdl szarmazé szérummal. A polipepti-
dek koziil 5 er6sen immunogén volt abban, hogy az ezen
polipeptidekben levé HCV-epitépok elleni antitesteket
kiilonboz6 betegek szérumdban detektaltuk. Az ezen po-
lipeptideket kédolé kiénok és a polipeptid elhelyezkedé-
se a feltételezett HCV poliproteinekben (ahol az amino-
sav-szdm a feltételezett inicidtor kodonnal kezdédik) a
kovetkezd: 5-1-1 kI6n, aminosavak 1694-1735; C100
kion. aminosavak 1569-1931; 33c kl6n, aminosavak
1192-1457; CA279a kI6n, aminosavak 1-84; CA290a
kl6n, aminosavak 9-177. A feltételezett HCV-poliprotei-
neken beliili immunogén polipeptidek elhelyezkedését a
kovetkezékben mutatjuk.

Az NANBH-es betegek szérumdval bizonyitottan aktiv
polipeptideket kédolo kionok

A HCV-poliproteinen beliili elhe-
Klén lyezkedés
| (az aminosav-szdm a feltételezett
| kezdd metionin kodonnal indul)
| CA279% 1-84
‘ CA74a 437-582
: 13i 511-690
CA290a 9-177
33¢ 1192-1457
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A HCV-poliproteinen beliili elhe-

Kién (az aminossz-zzzl;ergisfeltételezett

kezd6 metionin kodonnal indul)
40b 1266-1428
5-1-1 1694-1735
81 1689-1805
33b 1916-2021
25¢ 1949-2124
l4c 2054-2223
8f 2200-3325
33f 2287-2385
33g 2348-2464
39¢ 2371-2502
15e 27962886
B C100 1569-1931

A Kiilonbozd vizsgdlt kiénokban kédolt polipeptidek
immunogenitdsdval kapcsolatos eredmények alapjdn a
detektdlds hatékony és az immunizdciés rendszerek tar-
talmazhatnak HCV-polipeptid/epitép paneleket.

A HCV-epitdpok expressidldsa éleszidgombdban

Hérom kiilonb6z8 élesztGgomba expressziés vek-
tort készitettiink, melyek lehet6vé teszik a HCV cDNS
hdrom kiilonboz6 olvasdsi keretbe vald inzertdcigjat.
Az egyik vektor, a pAB24C100-3, leirdsa az EPO Pub.
No. 318 216, sz. szabadalomban taldlhat. A késGbbi
vizsgdlatokban az antigenitds feltérképezésének E. coli
expressziés termékeket hasznélé vizsgélatdban a C100
HCV cDNS-val helyettesitettiik a kordbban felsorolt
klénokbél szarmazé HCV cDNS-at. A t5bbi vektor
létrehozdsaban a fenti E. colival végzett vizsgdlatokban
leirt adaptort a kévetkezd adaptorok egyikével helyet-
tesitjiik:

Adaptor 1

ATTTTG AAT TCC TAATGA G
ACTTAAGGATTACTCAGCT
Adaptor 2
AAT TTG GAATTC TAATGAG
ACCTTAAG ATTACTCAGCT

Az inzertdlt HCV c¢DNS-at a vektorokkal transzfor-
malt élesztdgombdban expresszdljuk a C100-3 fiiziés
polipeptid expresszdldsdhoz, a fent leirt expresszids
koriilményeket haszndlva. A nyert polipeptideket az
NANBH-es betegek szérumdt hasznélva szkrineljiik,
melyet kordbban az E. coliban expresszalt HCV ¢cDNS-ak-
ban kédolt immunogén polipeptidek szkrineléséné] ir-
tunk le.

A HCV-poliproteinek hidrofob profiljainak éssze-

hasonlitdsa a West Nile Virus poliproteinjével és a

Dengue Virus NS1-gyel

Egy HCV-poliprotein-szegmens hidrofébitdsi pro-
filjat osszehasonlitottuk egy tipikus Flavi-viruséval, a
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West Nile viruséval. A West Nile virus poliproteinjének
polipeptid szekvencidjat a virus nem-szerkezeti fehér-
jéit k6dol6 ismert polinukleotid-szekvencidkbél vezet-
tik le. A HCV-poliprotein-szekvencidt az 4tfeds
cDNS-kiénok szekvencidjabél szdrmaztattuk. A profi-
lokat egy olyan antigén program alkalmazésdval hatd-
roztuk meg, mely egy 7 aminosav szélességid ablakot
hasznal (a kérdéses aminosavat és 3-3 maradékot a két
oldalon) az adott aminosav-maradék 4tlag hidrofébita-
sanak jelzésére. A paraméterek, melyek megadjdk az
Kyte és Doolittle munk4jaté] (1982) szdrmaznak. A 19.
dbra a két poliprotein hidroféb profiljét mutatja, a West
Nile virus nem-szerkezeti fehérjéinek megfeleld teriile-
teket. az ns1-ns$ teriileteket, az 4brdn jeloltiik. Amint
az az abran is lathatd, széles kord hasonlésdg van a
HC V-poliproteinjének és a West Nile virus poliprotein-
jének profiljai kozott.

A 16. dbran bemutatott HCV ¢DNS 5'-régi6jdban
koédolt aminosavak szekvencidjat dsszehasonlitottuk a
késGbbiekben leirt Dengue virus egy torzsének megfe-
lel6 régiGjaval. a teriiletek hidrofilitdsat és hidrofobici-
tasat figyelembe véve (adatot nem mutatunk). Ez az
osszehasonlitds azt mutatja, hogy a HCV-bdl és a
Dengue virusbél szdrmazé polipeptideknek, melyek
ebben a régidéban kédoltak. mely megfeleld az NS1-et
kédol6 régidnak (vagy annak egy részének) hasonlo a
hidroféb/hidrofil profiljuk.

A hidrofébicitdsi profilban levé hasonlésdg a HCV
és Dengue Flavi-virusok aminosav-szekvencidiban ko-
rabban azonositott homolégidkkal egyiittesen (ldsd az
EPO Pub. No. 218 316 sz. szabadalmat) azt sugalljak.
hogy a HCV a Flavi-virus-csaldd ezen tagjaval rokon-
sagban 4ll.

A HCV-ORF-en beliil kédolt, feltételezett polipep-

tidek jellemzése

A 17. dbran bemutatott HCV ¢DNS kdédolé szélja-
nak szekvencijat az EPO Pub. No. 318 216 sz. szaba-
dalomban és a korabban leirt kiilonbdzé kiénokban
levg atfedd HCV ¢cDNS-akbdl szdrmaztatjuk. Szarmaz-
tathaté abbél a szekvencidbol, melyet a HCV-genom
tartalmaz, elsGsorban egy hosszu, folyamatos ORF-bdl,
mely egy poliproteint kédol. A szekvencidban az 1.
szamt nukleotid megfelel a kezd6 MET kodon elsé
nukleotidjanak: a negativ szamok azt jelentik, hogy a
nukleotidok az 5’-irdnyban upstream ilyen tdvolsdgban
helyezkednek el. mig a pozitiv szdmok azt jelzik, hogy
a nukleotidok ilyen tdvolsdgban vannak downstream a
3-irdnyban. Az osszetett szekvencia a HCV ¢DNS
értelmes szédljat mutatja.

A HCV cDNS értelmes szaljanak szekvencidjabol
szarmaztatott feltételezett HCV-poliprotein aminosav-
szekvencidjdt is a 17. dbra mutatja, ahol az 1. pozici6 a
feltételezett kezdd metioninnal indul,

A kodolt HCV-poliprotein lehetséges protein-do-
ménjei. akdrcsak a koriilbeliili hatdrok a kovetkezok (a
zarGjelen belilli azonositott polipeptidek azok, melyek
a Flavi-virus-doménben kddoltak):
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Koriilbeliili hatar
Feltételezett domén (aminosav-szamok)
,,C” (nukleokapszid fehérje) 1-120
,[E” [virion burok fehérjé(k) és le-
hetséges métrix (M) fehérjé(k)] 120-400
.,NS1” (komplement fix4ci6s anti- 400660
gén)
,NS2” (ismeretlen funkci6) 660-1050
,NS3” (protedz 7) 1050-1640
,,NS4” (ismeretlen funkcid) 1640-2000
,,JNS5” (polimeraz) 2000-?

Emlitésre mélt6 azonban, hogy a hidrofilitdsi profi-
lok (a késGbbiekben irjuk le) alapjdn a HCV kiilonbo-
zik a Flavi-virus modellt6], kiilonosen az NS2-t61 up-
stream irdnyban lev§ teriilet tekintetében. Tovébbi a
jelolt hatdrok nem széndékoznak erds demarkacidkat
mutatni a feltételezeut polipeptidek kdzott.

A polipeptid hidrofil és antigén profilja

Komputeres analizissel hatdroztuk meg a 16. dbran
l4thaté HCV ¢DNS-szekvencidban kédolt feltételezett
poliprotein hidrofilitasi/hidrofébitdsi profiljat és az an-
ligén indexét. A hidrofilitdsi/hidrofébitdsi program a
fent leirt volt. Az antigén-indexet olyan komputer
programbdl nyertiik, mely a kovetkezd kritériumokra
épul: 1. felszini valészindség: 2. az alfa-helicitas becs-
Jése két kiilonbozé médszerrel: 3. a béta-sik teriiletek
becslése két kiilonboz6 médszerrel: 4. az U-fordulatok
becslése két kiilonbozd médszerrel; 5. hidrofilitds/hid-
rof6bités és rugalmassag. A profilok vézlatait a kompu-
teres analizis alapjan készitettiik el és a 20. dbra mutat-
ja be. A hidrofilitdsi profilban az abszcissza folott
elhajlas a hidrofilitést jelzi és az ez alatti a hidrofébi-
tast. Egy polipeptid régié antigén tulajdonsagénak va-
16szintisége feltételezések szerint dltaldban nd. ha a
hidrofil és/vagy antigén profilban az abszcisszatdl fel-
felé iranyulé elhajlds van. Azonban emlitésre mélo,
hogy ezek a profilok nem feltétleniil jelzik egy poli-
peptid immunogenitdsanak er(sségét.

A HCV-ban és Flavi-virusokban levd kolinedris

peptidek azonositdsa

A HCV cDNS érteles szaljaban kédolt feltételezett
poliprotein aminosav szekvencidjat dsszehasonlitottuk
a Flavi-virusokat képvisel§ fajok ismert aminosav-
szekvencidjaval. Az sszehasonlitds azt mutatja, hogy
a homol6gia enyhe, de azoknak a teriileteknek koszon-
hetden, melyekben ezt taldltuk, feltehetSen szignifi-
kans. A konzervalt kolinedris régiokat a 21. dbrdn mu-
tatjuk be. A szekvencidk alatt felsorolt aminosav-sza-
mok a feltételezett HCV-poliproteinben (lasd a 17. ab-
rat) levd szamokat képviselik.

Ezen konzervdlt, ismétlsdd részek elhelyezkedése
hasonlé a Flavi-virusokban és a HCV-ban és maga utdn
vonja, hogy valamilyen hasonlésag van a HCV és ezen
Flavi-virus-dgensek kozott.

A kovetkezd felsorolt anyagok letétben vannak a
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Budapesti Egyezmény szerint az American Type Cultu-
re Collection (ATCC)-ndl (12 301 Parlawn Dr., Rock-
ville, Maryland 20 852) és a kovetkezd hivatkozdsi
szamokat kaptdk:

[ Lambda-gt11 ATCC szém | A depondlds ideje
HCV cDNS-konyvtdr 40 394 1987. december 1.
81 klén 40 388 1987. november 17.
91 kl6n 40 389 1987. november 17.
1-2 klén 40 390 1987. november 17.
5-1-1klén 40 391 1987. november 18.
12f klén 40514 1988. november 10.
35f kién 40511 1988. november 10.
15e klén 40513 1988. november 10.
K9-1 klén 40 512 1988. november 10.
: JSC 308 20 879 1988. méjus 5.
' pS356 | 67683 1988. 4prilis 29.

Tovabba a kovetkezé deponéldsokat 1989. méjus
11-én végeziék.

i' Torzs Linker ATCC szdm
| DI210(CfI/5-1-1) EF 67 967
| DI210(Cf1/81) EF 67 968
DI1210 (CfI/CA74a) EF 67 969
D1210 (Cf1/35) AB 67970
_ DI1210(Cf1/27%) | EF . 67971
| DI210(CAI/C36) | cD L 67972
DI210(CH1/130) | AB L 67973
" DI210 (Cf1/C33b) EF 67974
5
B | | e
}J\Bzg/%ll%i)#m) 67976

A D1210 jeld torzs kovetkez$ szarmazékait 1989.
mdjus 3-dn depondltdk.

Torzs szdrmazék ATCC szdm
pCF1CS/C8f 67 956
pCF1AB/C12f 67952
pCF1EF/l4¢ 67 949
pCF1EF/15¢ 67 954
pCF1AB/C25¢ 67958
pCF1EF/C33c¢ 67953
pCF1EF/C33f 67 050
pCF1CD/33g 67951
pCF1CD/C39c¢ 67 955
pCF1EF/C40b 67957
pCF1EF/CA167b 67959
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A kovetkezd torzseket 1989. mdjus 12-én depondltdk.

Torzs ATCC szam
Lambda-gtl1] 40 603
Lambda-gt10 40 602
D1210 (C40b) 67 980
D120 (M16) 67 981

Ezen alkalmaz4snak, mint az egyesiilt 4llamokbeli
szabadalomnak engedélyezése és kiaddsa alapjan ezen
depondldsok hozzaférhetSségi korldtozdsai visszavon-
hatatlanul megsz(nnek; a kijelslt deponéldsokhoz valé
hozzéférhet&ség elérhetS lesz a fent nevezett alkalma-
zés perfiiggfsége idején egy olyan személy szdmira,
akit a Comissioner hatdroz meg, hogy jogosult erre a
37 CFR 1.14 és a 35 USC 1.22. alapjan. Tovabba a
jelslt depozitok fenntartdsi ideje a deponéldstdl szdmi-
tott 30 (harminc) év, vagy az utolsé igényléstSl szami-
tott 5 (6t) év, vagy az USA szabadalom alkalmazhat6-
sdganak ideje, amely ennél hosszabb. A taldlmadnyban
emlitett depondlt anyagok csupdn a kényelmet szolgal-
jak és nem vdrjuk el, hogy a jelen taldlmanyt a lefrtak
szerint alkalmazzék, tovdbba ezen anyagokat a referen-
cia tartalmazza.

Ipari alkalmazds

A taldlmédnynak az itt leirtak alapjdn szdmos ipari
alkalmazdsa van, melyek koziil néhdny a kovetkezd. A
HCV c¢DNS-ak olyan prébdk megszerkesztéséhez
haszné4lhat6k, melyek a mintdk HCV nukleinsavainak
detektdldsdra szolgdlnak. A cDNS-akbdl szdrmazé pro-
bak pl. a kémiai szintetikus reakcidkban részt vevd
HCV-nukleinsavak detekidldsdra szolgdlhatnak. Hasz-
ndlhatok szkrinelési programokban virus-elleni dgen-
sek szkrinelésére, az agensek sejttenyészet rend-
szerekben és dllati modell-rendszerekben valé virus-
replikdci6t g4tlé hatdsdnak detektdldsdra. A HCV poli-
nukleotid-prébdk hasznélhaték a virus-nukleinsavak
emberben vald detektdldsdra, igy az emberi HCV-ferts-
zések diagndzisénak alapjdul szolgdlhatnak.

A fentieken til, az itt k6z6lt cDNS-ak informdciot
és eszkozt nyljtanak a HCV-epitépokat tartalmazé po-
lipeptidek szintetizaldsahoz. Ezek a polipeptidek hasz-
ndlhaték a HCV-antigének elleni antitestek detektdld-
sdban. A HCV-fertzés HCV-epitépokat tartalmazo re-
kombindns polipeptidekre alapozott immunoldgiai
vizsgdlatait a taldlményban leirjuk és kereskedelmi
haszndlatba vételre alkalmas lesz a HCV-indukdlt
NANBH diagnézisdban, a vérbank donorok HCV-
okozta fert6z6 hepatitiszének szkrinelésében és a ferts-
zott vérdonoroktdl szdrmazo fert6zott vér detekialasa-
ban. A virus-antigének szintén haszndlhaték lesznek az
4llati modell-rendszerekben val6 virus-elleni dgensek
hatékonysdgdnak felmérésében. Tovdbba az itt leirt
HCV cDNS-akbél szdrmazé polipeptidek alkalmazha-
ték lesznek a HCV-fertézés kezelésére szolgdlé vakci-
naként.

A HCV cDNS-akbdl szdrmazé polipeptidek, a fent
leirt alkalmazdsokon til, haszndlhaték a HCV-elleni anti-
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test termelésében. Igy hasznalhaték a HCV-elleni vakci-
ndkban. Azonban a HCV-polipeptidekkel valé immuni-
zélas eredményeként termelt antitestek is hasznosak a
mintdkban levs virus-antigének jelenlétének kimutatdsa-
ban. Igy hasznalhat6k a kémiai szintézisek sordn HCV-
polipeptidek vizsgdlatdban. A HCV-elleni antitestek al-
kalmazhaték a virus-ellenes dgensek hatékonysdganak
felmérésében szkrinelési programokban, ahol ezeket az
dgenseket szovettenyészeti rendszerekben tesztelik.
Passziv immunoterdpidra is hasznélhat6k és a HCV éltal
okozott NANBH diagnézisdhoz, melynek soran lehetd-
ség nyilik a virus-antigén(ek) detektdlasdra mind a vérdo-
norokban, mind a recipiensekben. A HCV-elleni antites-
tek mdsik fontos alkalmazésa az affinitds-kromatografia-
val kapcsolatos, mely médszert a virusok és virus-poli-
peptidek tisztitdsdban alkalmazunk. A tisztitott virus és
virus-polipeptid készitmények a vakcindkban alkalmaz-
haték. Azonban a tisztitott virus is hasznalhat6 olyan sejt-
tenyészet rendszerek kifejlesztésére. melyekben a HCV
replikdlédik.

Az értelmetlen (anti-sense) polinukleotidok a virus-
replikdcié inhibitoraként haszndlhatdk.

Célszerien a HCV-elleni antitestek és a HCV-poli-
peptidek. akar természetesek. akar rekombinédnsak, ki-
tekbe csomagolhaték.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Rekombindns polinukleotid, amely egy HCV
cDNS-bdl levezetett szekvencdt tartalmaz, azzal jelle-
mezve, hogy aHCV ¢DNS a 13i klénban vagy a 26j kién-
ban vagy az 59a kiénban vagy a 84a klénban vagy a
CAl56¢ klonban vagy a 167b Kkl6nban vagy a pilda
klénban vagy a CA216a klénban vagy a CA290a klén-
ban vagy az ag30a kiénban vagy a 205a klénban vagy a
18g klénban vagy a 16j kiénban fordul el§, vagy hogy a
HCV ¢DNS a 17. dbran megadott, a —319-1348 vagy a
8659-8866 nukleotid-szdmok dltal jelolt szekvencia.
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2. Az 1. igénypont szerinti rekombinans poliknuk-
leotid, azzal jellemezve, hogy egy HCV-epitépot ko-
dol.

3. Rekombindns vektor, azzal jellemezve, hogy
egy 1. vagy 2. igénypont szerinti polinukleotidot foglal
magéban.

4. Gazdasejt, azzal jellemezve, hogy a 3. igény-
pont szerinti vektorral van transzformélva.

5. Rekombindns expressziGs rendszer, amely az 1.
vagy 2. igénypont szerinti rekombindns polinukleotid-
b6l levezetett rekombindns DNS egy nyitott leolvasasi
keretét (ORF) tartalmazza, azzal jellemezve, hogy az
ORF egy. a kivant gazddval kompatibilis kontroll-szek-
vencidhoz mikdd&képesen kapesolédik.

6. Sejtek, azzal jellemezve, hogy az 5. igénypont
szerinti rekombindns expressziés rendszerrel vannak
transzformélva.

7. Polipeptid, azzal jeliemezve, hogy a 6. igény-
pont szerinti sejtek termelik.

8. Tisztitott polipeptid, amely egy HCV cDNS-
ben kédolt epitépot tartalmaz, azzal jellemezve, hogy
a HCV c¢DNS a 17. 4brdn megadott, a —319-1348
vagy a 8659-8866 nukleotid-szamok dltal jeldlt szek-
vencia.

9. Immunogén polipeptid. amelyet egy olyan re-
kombindns expressziés vektorral transzformdlt sejtek
termelnek, amely a HCV c¢DNS-bdl levezetett DNS
nyitott leolvasdsi keretét (ORF) hordozza, azzal jelle-
mezve, hogy a HCV ¢cDNS a CA279a kl6nban vagy a
CA74a kiénban vagy a 13i ki6nban vagy a CA290a
klénban vagy a 40b kiénban vagy a 33b kldnban vagy
a 25¢c klénban vagy a 14c klénban vagy a 33f klénban
vagy a 33g kiénban vagy a 39c klénban vagy a 15¢
klénban levé HCV cDNS-szekvencia egyikébdl dll €s
hogy az ORF midkod6képesen kapcsolédik egy. a ki-
vant gazdaval kompatibilis kontroli-szekvencidhoz.

10. Peptid, amely egy HCV-epitépot tartalmaz. az-
zal jellemezve, hogy a peptid az

AA-AA,
képletd, ahol x és y jelentése a 17. dbrdban megadott
aminosav-szamokat jelenti, és hogy a peptidet az alab-
bi csoportbdl vélasztjuk ki:

AA1-AA25, AAI1-AA50. AA1-AAB4, AA9-
AA177, AA1-AA10, AAS-AA20, AA20-AA2S,
AA35-AA45, AAS0-AA100. AA40-AA90, AA45-
AA65, AA65-AA7S5, AABO-AA90. AA99-AAI120,

AA95-AA110, AAI105-AA120, AAI100-AAILS50,
AA150-AA200, AA155-AA170, AAI190-AA210,
AA200-AA250, AA220-AA240, AA245-AA265,
AA250-AA300, AA290-AA330, AA290-AA305,
AA300-AA350, AA310-AA330, AA350-AA400,
AA380-AA395, AA405-AA495, AA400-AA450,
AA405-AA415. AA415-AA425, AA425-AA43S5,
AA437-AA582, AA450-AAS500, AA440-AA460,
AA460-AA470, AA475-AA495, AAS00-AASS0.
AAS11-AA690, AAS15-AAS550. AAS50-AA600,
AASS0-AA625, AAS7T5-AA60S, AAS585-AA600,
AA600-AA650, AA600-AA625, AAG635-AA665,
AA650-AA700, AA645-AA680, AAT00-AAT750,
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AAT00-AAT25, AAT00-AAT50, AAT25-AAT7T7S5,
AATT0-AAT90, AAT750-AAB00, AASB00-AABIS,
AAB25-AAB50, AAB50-AAB75, AAB800-AAB50,
AA920-AA990, AABS0-AA900, AA920-AA94S,
AA940-AA965, AA970-AA990, AA950-AA1000.
AA1000-AA1060, AAI1000-AA1025, AAI1000-
AA1050, AA1025-AA1040, AAI1040-AA1055,
AA1075-AA1175, AAI1050-AA1200, AA1070-
AA1100, AA1100-AA1130, AAI1140-AA116S,

AA1192-AA1457, AAI195-AA1250, AA1200-
AA1225, AAI1225-AA1250, AAI1250-AA1300,
AA1260-AA1310, AAI260-AA1280, AAI1266-
AA1428, AAI300-AA1350, AA1290-AA1310,
AA1310-AA1340, AAI1345-AA1405, AAI1345-
AA1365. AAI1350-AA1400, AAI1365-AA1380,
AA1380-AA1405, AA1400-AA1450, AAI1450-
AA1500. AAI1460-AA1475, AA1475-AA1515,
AA1475-AA1500, AAI1500-AA1550, AA1500-
AA1515, AAIS15-AA1500. AA1550-AA1600,
AA1545-AA1560. AAI1569-AA193]1, AAI570-
AA1590. AAI1595-AA1610. AAI1590-AA1650,
AA1610-AA1645. AAI650-AA1690, AAI1685-
AA1770.  AAI1689-AA1805., AAI1690-AA1720.
AA1694-AA1735. AA1720-AA1745. AAI1745-
AA1770, AA1750-AA1800, AAI1775-AA1810,
AA1795-AA1850, AAI1850-AA1900, AAI1900-
AA1920.  AAI1900-AA1920, AAI1916~-AA2021,
AA1920-AA1940. AAI1949-AA2124, AAI1950-
AA2000. AAI1980-AA2000, AA2000-AA2050,
AA2005-AA2025.  AA2020-AA2045, AA2045-
AA2100. AA2045-AA2070, AA2054-AA2223,
AA2070-AA2100. AA2100-AA2150, AA2150-
AA2200. AA2200-AA2250. AA2200-AA2325.
AA2250-AA2330. AA2255-AA2270, AA2265-
AA2280. AA2280-AA2290. AA2287-AA2385,
AA2300-AA2350. AA2290-AA2310, AA2310-
AA2330.  AA2330-AA2350, AA2350-AA2400,
AA2348-AA2464, AA2345-AA2415, AA2345-
AA2375.  AA2370-AA2410. AA2371-AA2502.
AA2400-AA2450. AA2400-AA2425. AA2415-
AA2450.  AA2445-AA2500, AA2445-AA2475.
AA2470-AA2490, AA2500-AA2550, AA2505-
AA2540, AA2535-AA2560, AA2550-AA2600,
AA2560-AA2580, AA2600-AA2650, AA2605-
AA2620. AA2620-AA2650, AA2640-AA2660.
AA2650-AA2700, AA2655-AA2670, AA2670-
AA2700, AA2700-AA2750, AA2740-AA2760.
AA2750-AA2800, AA2755-AA2780, AA2780-
AA2830. AA2785-AA2810, AA2796-AA2886.
AA2810-AA2825, AA2800-AA2850, AA2850-
AA2900, AA2850-AA2865, AA2885-AA2905,
AA2900-AA2950, AA2910-AA2930, AA2925-
AA2950. AA2945-vég (C-termindlis).

11. Polipeptid. azzal jellemezve, hogy egy 10.
igénypont szerinti peptidbdl all.

12. Immunogén polipeptid. amely egy szilard
szubsztrathoz kapcsolddik. azzal jellemezve, hogy a
polipeptid egy 7. vagy 8. vagy 9. vagy 10. vagy 1l.
igénypont szerinti polipeptidnek felel meg, vagy hogy
a polipeptid egy HCV ¢DNS-ben kédolt epitépbdl all,
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ahol a HCV ¢DNS a 17. dbrdn megadott, a —319-1348
vagy a 8659-8866 nukleotid-szdmokkal jelolt szekven-
cia.

13. Monoklondlis antitest, amely egy HCV cDNS-
ben kédolt epitdp ellen irdnyul, azzal jellemezve, hogy
a HCV cDNS egy, a —-319-1348 vagy a 8659-8866
nukleotid-szdmokkal jelolt, 17. dbrdn megadott szek-
vencia, vagy a 13i klénban vagy a 26j kl6nban vagy a
59a kl6nban vagy a 84a klénban vagy a CA156¢ klén-
ban vagy a 167b klénban vagy a pil4a klénban vagy a
CAZ216a kiénban vagy a 290a kl6nban vagy az ag30a
klénban vagy a 205a kiénban vagy a 18g klénban vagy
a 16jh klénban el6fordulé szekvencia.

14. Tisztitott  poliklondlis  antitest-készitmény,
amely egy HCV ¢DNS-ben kédolt epitdpot tartalmazé
polipeptid ellen irdnyul, azzal jellemezve, hogy a HCV
cDNS egy, a ~-319-1348 vagy a 8659-8866 nukleotid-
szamokkal jelslt, 17. 4bran megadott szekvencia. vagy
a 13i klénban vagy a 26 klénban vagy a CAl56e
klénban vagy a 167b klénban vagy a pilda kiénban
vagy a CA216a kl6nban vagy a CA290a klénban vagy
az ag30a klénban vagy a 205a kiénban vagy a 18g
klénban vagy a 16jh klénban eléfordulé szekvencia.

15. Polinukleotid-préba a HCV-hez, azzal jelle-
mezve, hogy a préba a -319-1348 vagy a 8659-8866
nukleotid-szdmokkal jelglt, 17. dbrdn megadott HCV
cDNS-szekvencia egyikébdl, vagy a HCV cDNS-szek-
vencia komplementerébdl levezetett HCV-szekvencid-
bal all.

16. Kit HCV-bdl szarmazé polinukleotidok min-
takban val6 jelenlétének kimutatdsdra, azzal jellemez-
ve, hogy egy koriilbeliil 8 vagy t16bb nukleotidbdl 4ll6
nukleotid-szekvencidt tartalmazé polinukleotid-probat
foglal magdban, aho! a nukleotid-szekvencia a HCV
¢DNS-bél1 szarmazik, mely a -319-1348 vagy a 8659
8866 nukleotid-szdamokkal jelolt, 17. dbrdn megadott
szekvencia, és ahol a polinukleotid-préba egy megfele-
16 tartéban van elhelyezve.

17. Kit egy HCV-antigén mintdkban valé jelenlé-
tének kimutatdsira, azzal jellemezve, hogy egy, egy
HCV-antigénnel immunolégiailag reagdlé antitestet
tartalmaz, ahol az antigén egy epitépot hordoz, mely
a HCV ¢DNS-ben kédolt, mely a 17. dbrdn megadott,
-319-1348 vagy a 8659-8866 nukleotid-szdmokkal
jelolt szekvencia, vagy a HCV ¢DNS a 13i kiénban
vagy a 26j klénban vagy az 59a kl6nban vagy a 84a
klénban vagy a CA156e klénban vagy a 167b klon-
ban vagy a pilda klénban vagy a CA216a klénban
vagy a CA290a kl6nban vagy az ag30a klénban vagy
a 205a klénban vagy a 18g klénban vagy a 16jh
klénban fordul elé.

18. Kit egy HCV-antitest mintdkban vald jelenlété-
nek kimutatdsdra, azzal jellemezve, hogy egy antigén
polipeptidet foglal magdban, amely egy HCV-epitSpot
tartalmaz, mely egy HCV cDNS-ben kédolt, amely a
17. dbran megadott. —-319-1348 vagy a 8659-8866
nukleotid-szdmokkal jeldlt szekvencia, vagy a 13i
klénban vagy a 26j klénban vagy az 59a klénban vagy
a 84a klénban vagy a CA156e klénban vagy a 167b
klénban vagy a pil4a klénban vagy a CA290a klénban
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vagy az ag30a klénban vagy a 205a klénban vagy a
18g ki6nban vagy a 16jh klénban fordul elG.

19. Kit egy HCV-antitest mintdkban valé jelenlété-
nek kimutatdsdra, azzal jellemezve, hogy egy antigén
polipeptidet foglal magdban, amely a CA279a klénban
vagy a CA74a klénban vagy a 13i klénban vagy a
CA290a klénban vagy a 33C kiénban vagy a 40b
kl6énban vagy a 33b klénban vagy a 25¢ klénban vagy a
14c kl6nban vagy a 8f klénban vagy a 33f kilénban
vagy a 39c klénban vagy a 15¢ kl6nban 1évé HCV
cDNS-b6l expresszalédott, és ahol az antigén polipep-
ud egy megfeleld tartéban van elhelyezve.

20. Eljards egy mintdban 1évé HCV-nukleinsavak
kimutatdsdra, azzal jellemezve, hogy:

a) a mintdban IévS nukleinsavak reagdinak a HCV
kimutatdsdra szolgdl6 polinukleotid-prébaval, ahol a
proba a 17. abrdn megadott -319-1348 vagy a 8659-
8866 nukleotid-szdmokkal jelolt szekvencidji HCV
cDNS-szekvencidb6l szdrmazé HCV-szekvencidbél
all, és ahol a reakci6 olyan koriilmények kozott folyik,
ami a préba és a minta HCV-nukleinsavja kozott poli-
nukleotid-duplex képzGdését lehetsvé teszi;

bj Az a)1épésben képz6dott, a probal is tartalmazé
polinukleotid-duplexet detektaljuk.

21. Immunolégiai vizsgalat egy HCV-antigén ki-
mutatdsdra. azzal jellemezve, hogy:

a) a HCV-antigént felteheten tartalmazé mintdt
egy HCV c¢DNS-ben kédolt HCV-epitép ellen irdnyuld
antitesttel inkubaljuk. ahol a HCV ¢cDNS a 17. dbrdn
megadott —319-1348 vagy a 8659-8866 nukleotid-sza-
mokkal jelolt szekvencia vagy a 13i klénban vagy a 26j
klonban vagy az 59a kldnban vagy a 84a klénban vagy
a CA156e klonban vagy a 167b klénban vagy a pil4a
klénban vagy a CA216a klénban vagy a 290a klénban
vagy az ag30a klénban vagy a 205a klénban vagy a
18¢ klonban vagy a 16jh klénban eléfordulé szekven-
cia. és ahol az inkubdlds olyan koriilmények kozott
toriénik. amelyek lehetdvé teszik az antigén-antitest-
komplex megképz8dését, és

b) Az a) lépésben keletkezett és az antitestet tartal-
mazo antigén-antitest-komplexet detektaljuk.

22. Immunolégiai vizsgdlat egy HCV-antigén ellen
irdnyuldé antitestek kimutatdsdra, azzal jellemezve,
hogy:

a) az anti-HCV-antitesteket vélhetden tartalmazé
mintdt egy, a HCV ¢cDNS-ben kédolt epitépot tartalma-
z6 antigén polipeptidde! inkubéljuk, ahol a HCV ¢cDNS
a 17. dbran megadott —319-1348 vagy a 8659-8866
nukleotid-szdmokkal jelolt szekvencia vagy a 13i kl6n-
ban vagy a 26j klénban vagy az 59a klénban vagy a
84a kiénban vagy a CAl156e kiénban vagy a 167b
klénban vagy a pil4a kl6nban vagy a CA216a kl6nban
vagy a CA290a klonban vagy az ag30a klénban vagy a
205a kiénban vagy a 18g klénban vagy a 16jh klénban
el6fordul6 szekvencia, és ahol az inkubdldst olyan ko-
rilmények kozott végezziik, mely az antigén-antitest-
komplex kialakuldsat lehetdvé teszi; és

b) az a) épésben képz&ditt és az antigén-polipep-
tidet tartalmazé antitest-antigén-komplexet detektdl-
Juk.
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23. Immunolégiai vizsgdlat egy HCV-antigén ellen
irdnyulé antitestek kimutatdsdra, azzal jellemezve,
hogy:

a) egy anti-HCV-antitesteket vélhetSen tartalmazé
mint4t egy 9. igénypont szerinti polipeptidde] inkuba-
lunk olyan koériilmények kozott, mely az antigén-anti-
test-komplex képz6dését lehetdvé teszi; és

b) az a) lépésben képz6dott és az antigén-polipep-
tidet tartalmazé antitest-antigén-komplexet kimutatjuk.

24, HCV-fert6zés kezelésére szolgdlé vakcina,
amely egy immunogén polipeptidet foglal magéban,
mely egy HCV ¢cDNS-ben kédolt HC V-epitépot tartal-
maz, azzal jellemezve, hogy a HCV ¢DNS a 17. dbran
megadott -319-1348 vagy a 8659-8866 nukleotid-sz4-
mokkal jellt szekvencia, vagy a 13i klénban vagy a
26) kiénban vagy az 59a klénban vagy a 84a kiénban
vagy a CA156e klénban vagy a 167b ki6nban vagy a
pilda kiénban vagy a CA216a klénban vagy a 290a
klénban vagy az ag30a klénban vagy a 205a kl6énban
vagy a 18g klénban vagy a 16jh klénban eléfordulé
szekvencia. és hogy az immunogén polipeptid egy far-
makolGgiailag hatékony dézisban egy gy6gyszerészeti-
leg elfogadhaté kotdanyagban van jelen.

25. Eljaras HCV elleni antitestek termelésére, az-
zal jellemezve, hogy egy izoldlt, a HCV cDNS-ben
kédolt epitépot tartalmazé immunogén polipeptidet be-
adunk egy egyénnek. ahol a HCV ¢DNS a 17. dbrdn
megadott —319~-1348 vagy a 8659-8866 nukleotid-sz4-
mokkal jelolt szekvencia, vagy a CA279a klénban
vagy a CA74a kiénban vagy a 13i klénban vagy a 290a
klénban vagy a 33c klénban vagy a 40b klénban vagy a
33b klénban vagy a 25c klénban vagy a 14c klénban
vagy a 8f klénban vagy a 33f klénban vagy a 33g
klénban vagy a 39c kiénban vagy a 15e klénban el6-
fordulé szekvencia. és ahol az immunogén polipeptid
egy farmakoldgiailag hatékony dézisban egy gydgy-
szerészetileg elfogadhaté kotSanyagban van jelen.

26. ,Anti-sense”-polinukleotid, amely a HCV
c¢DNS-bdl szdrmazik, azzal jellemezve, hogy a HCV
cDNS az, amelyik a 17. dbran l4thaté.

27. Eljaras egy tisztitott fuzids polipeptid el&allita-
sdra, azzal jellemezve, hogy:

a) elGdllitunk egy a C100-3 polipeptidet tartalma-
26 nyers sejt-lizatumot,

b) anyers sejt-lizdtumot olyan mennyiségi aceton-
nal kezeljiik. amely a polipeptidet kicsapja:

¢) a kicsapott anyagot izoldljuk és oldhatévé tesz-
sziik;

d) anioncserél§ kromatogréfidval a C100-3 poli-
peptidet izoldljuk; €s

e) a d) 1épés szerint izoldlt C100-3 polipeptidet
gélsziréssel tovdbb izolaljuk.

28. Eljaras egy HCV-polipeptid eléallitasdra. az-
zal jellemezve, hogy:

a) egy HCV ¢cDNS-bél szdrmazé DNS nyilt leol-
vasdsi keretét (ORF) tartalmazé rekombindns ex-
presszids rendszerrel transzformalt gazdasejtet allitunk
elg. ahol a HCV c¢DNS a 13i klénban vagy a 26j
klénban vagy az 59a klénban vagy a 84a klénban vagy
a CA156e klénban vagy a 167b klénban vagy a pilda
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kiénban vagy a CA216a kiénban vagy a CA290a kl6n-
ban vagy az ag30a klénban vagy a 16jh kl6nban fordul
el6, vagy ahol a HCV cDNS a 17. dbrdn megadott
-319-1348 vagy a 8659-8866 nukleotid-szamokkal je-
161t szekvencia, és ahol az ORF mikodSképesen kap-
csolédik a kivant gazdasejttel kompatibilis kontroll-
szekvencidhoz; és

b) inkubaljuk a gazdasejtet olyan koriilmények ko-
z6tt. amelyek a HCV-polipeptid expresszigjat lehetGvé
teszik.

29. Eljards egy immunogén HCV-polipeptid el5al-
litdsdra, azzal jellemezve, hogy:

a) egy HCV cDNS-bdl szdrmazé DNS ORF-jét
tartalmazé rekombindns expresszids vektorral transz-
formalt gazdasejtet dllitunk el8, ahol a HCV ¢DNS a
CA279a kiénban vagy a CA74a kiénban vagy a 13i
kionban vagy a CA290a kilénban vagy a 33c kl6nban
vagy a 40b kl6nban vagy a 33b kiénban vagy a 25¢
klénban vagy a 14c klénban vagy a 8f klénban vagy a
33f klénban vagy a 33g klénban vagy a 39c klénban
vagy a 15e klénban 1évé HCV cDNS-szekvenciabdl
szdrmazé szekvencia, ahol az ORF miikodSképesen
kapcsolédik egy, a gazdasejttel kompatibilis kontroll-
szekvencidhoz, és

b) inkubdljuk a gazdasejtet olyan koriilmények ko-
zott, amelyek a HCV-polipeptid expressziéjat lehetSvé
teszik.

30. Eljaras egy. egy HCV c¢DNS szekvencidt ma-
gaban foglal6 rekombindns polinukleotiddal transzfor-
malt gazdasejt elGallitasdra, ahol a HCV cDNS a 13i
klénban vagy a 26j klénban vagy az 59a kl6nban vagy
a 84a klonban vagy a CA156e klénban vagy a 167b
klonban vagy a pil4a klénban vagy a CA216a klénban
vagy a CA290a klénban vagy az ag30a kiénban vagy a
205a klonban vagy a 18g klénban vagy a 16jh klénban
fordul eld. vagy ahol a HCV ¢DNS a 17. 4brdn meg-
adott —319-1348 vagy a 8659-8866 nukleotid-szamok-
kal jeldlt szekvencia, azzal jellemezve, hogy:

a) egy transzformdiciéra alkalmas gazdasejtet alli-
unk elé:

b) el@allitunk egy rekombindns polinukleotidot; és

c) az a) és b) 1épésben lefrt anyagokat olyan koriil-
mények kozott inkubdljuk, mely a gazdasejtnek a poli-
nukleotiddal valé transzformacidjat lehetévé teszi.

31. Eljaras egy HCV cDNS szekvenciabél 4li6 re-
kombindns polinukleotid el8éllitdsdra, ahol a HCV
cDNS a 13i klénban vagy a 26j klénban vagy az 59a
klénban vagy a 84a klénban vagy a CA156e klénban
vagy a 167b klénban vagy a pil4a klénban vagy a
CA216a klénban vagy a 290a klénban vagy az ag30a
klonban vagy a 205a klénban vagy a 18g klénban vagy
a 16jh klonban fordul el§, ahol a HCV cDNS egy, a
-319-1348 vagy a 8659-8866 nukleotid-szdmokkal je-
I6lt. a 17. 4brdn megadott szekvencia. azzal jellemez-
ve. hogy:
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a) eléallitunk egy, a rekombindns polinukleotiddal
transzformélt gazdasejtet, és

b) izoldljuk a gazdasejtbd] a polinukleotidot.

32. Eljards HCV-mentes vér elSéllitasdra, az-
zal jellemezve, hogy:

a) el6éllitunk egy vérprébit, mely a feltételezett
HCV-t és anti-HC V-antitestet tartalmazza;

b) elédllitunk egy immunogén polipeptidet a 28.
vagy 29. igénypontban megadott médon;

c¢) inkubdljuk az a) lépésben leirt mintét a b) 1€pés
szerinti immunogén polipeptiddel, olyan koriilmények
kozott, hogy az antitest-HCV-polipeptid-komplex
megképzddjon;

d) kimutatjuk a c) 1épésben képzSdott komplexet; €és

e) megdrizzilk azt a vért, amelynél a d) 1épésben
komplexet nem detektaltunk.

33. Eljaras HCV-mentes vér el6dllitdséra, az-
zal jellemezve, hogy:

a) el64llftunk nukleinsavat egy vérmintdb6l, mely
a feltételezett HCV-polinukleotidot tartalmazza;

b) eléallitunk a HCV-hez egy prébit, ahol a proba
egy HCV-szekvencidbél éll. amely egy HCV cDNS-
bél szdrmazik, mely a 17. dbrdn megadott, -319-1348
vagy 8659-8866 nukleotid-szdmokkal jeldlt szekven-
cia;

c) reagdltatjuk az a)-t a b)-vel olyan koriilmények
koz6tt, mely a préba és a minta HCV-nukleinsava kozti
polinukleotid-duplex képz8dését lehet6vé teszi;

dj kimutatjuk a ¢) lépésben megképzddott €s a
prébat is tartalmazé polinukleotidot; és

e) megorizziik azt a vén, amelyben a d) 1épésben
komplexet nem detektéltunk.

34. Eljaras egy, a monoklondlis anti-HCV-antites-
tet termeld hibridéma elSdllitdsdra, azzal jellemezve,
hogy:

a) a HCV cDNS-ben kédolt epitépot tartalmazé
immunogén polipeptiddel immunizilunk egy egyént.
ahol a HCV ¢DNS a 13i kl6nban vagy a 26j klénban
vagy az 59a klénban vagy a 84a klénban vagy a
CA156e ki6nban vagy a 167b ki6nban vagy a pilda
klénban vagy a CA216a klénban vagy a CA290a klén-
ban vagy az ag30a klénban vagy a 205a klénban vagy
a 18g klénban vagy a 16jh kiénban 1évé6 HCV cDNS-
b6l szdrmazik, vagy ahol a HCV ¢cDNS-nek a 17. dbrdn
megadott, -319-1348 vagy 8659-8866 nukleotid-sza-
mokkal jelolt szekvencidja van;

b) egy egyént immunizdlunk egy 29. igénypont
szerint készitett immunogén polipeptiddel;

c¢) immortalizdljuk az immunizalt egyénbdl szar-
mazo antitestet-termel§ sejteket;

d) szelektdljuk azokat az immortalizdlt sejteket,
amelyek antitestet termelnek, melyek az a) vagy b)
1épés immunogén polipeptidjében lévé HCV-epitéppal
reagdlnak; és

e} szaporitjuk a nevezett immortalizalt sejieket.
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Translation der DNA 12€

IlePlhieLysIleArgMetTyrvalGlyGlyvalGlulisArgleuGluAlailaCysasn
CCATATTTAAMTCAGGATGTACGTGGGAGGGGTCGAACACAGGCTGGAAGCTGCCTGCA
GGTATAAATTLITAG TCCTACATGCACCCTCCCCAGCTTGTGTCCGACCTTCGACGGACGT

T:pThrArgGlyCluAquysAspLeuGluAspA;gAspArgSerGluLeuSerProbeu
ACTGCACGCGGGGCGAACGTTGCGATCTGGAAGACAGGGACAGGTCCGAGCTCAGCCCGT
TGACCTGCGCCCCGC T TGCAACGCTAGACCTTCTGTCCCTG TCCAGGCTCGAGTCGGGCA

LeuLeuTheThrThrGluTrpGluvalLeuProCysSerPheThrThrLeuProAlalen
TACTGCTGACCACTACACAGTGGCAGG TCCTCCCG TG TTCCTTCACAACCCTACCAGCCT
ATGACGACTGGTGATG TG TCACCGTCCAGGAGGGCACANGGAAGTG TIGGGATGGTCGGA

SchhrGlchuIlcuichuuisGlnAsnIlcValAspValGlnTytLeuTyrGLyVal
TGTCCACCGGCCTCATCCACCTCCACCAGAACATTGTGGACGTGCAGTACTTGTACGGGG
ACAGGTGGCCGGAGTAGGTGCACGTGGTCTTGTAACACCTCCACGTCATGAACATGCCCC

GLySerScr[leAlaSchrpAlaIleLysTrpGluTeralValLeuLcuPthcuLeu
TGGGGTCAAGCATCGCG TCCTGGGCCATTAAGTGGGAG TACGTCGT TCTCC TG TTCCITC
ACCCCAGTTCCTAGCGCACGACCCGG TAATTCACCCTCATGCAGCANGAGGACAAGGANG

LcuAlaAspAlaAquqLCysqchysLcuTrpMctMethuLcuIlcSerClnAlaGLu
TGCTTGCAGACCCGCGEG T TG CTCCTIGCT TG TGCATGATGCTACTCATATCCCANGCGG
ACGAACGTCTGCGCCCGCAGACCAGGACGAACACCTACTACGATGAGTATAGGG TTCGCC

AlanlaLeuGluAsnlcuvalIleLeuAsnalaAlaSerleuAlaGly ThriisGlyleu
ASGCCGCTTTCCAGAACCTCGTAATACTTAATGCAGCATCCCTGGCCCGGACGCACCGTC
TCCGCCCAAACCTCTTGCAGCATTATCAATTACGTCGTAGCCACCGGCCCTGCGTGCCAG

TTGTATC
AACATAG

I, abro
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T:Jn:la!;ouderlNU\kO-L

GLyCysF:oCLuArqLcuA1aSchy:ArqvroLcuThrAspPhcAspGLnGLyTrpGLy
CAGGCTGTCCTCACACCCTACCCAGCTGCCCACCCCTTACCCATTTTCACCACGCCTCCG
GTCCCACACGACTCTCCGATCGCTCCACGCCTCGGGAATGCCTAAAACTCCTC:CGACCC

ProILeSerTy:ALaAsnGLySerClyProAspGlnArq?roTyrCysTrpHL:Ty:Pro
GCCCTAtCAGTTATGCCAACGCAAGCCCCCCCGACCACCGCCCCTACTCCT GCACTACT
CGGCATAGTCAATACCSTTGCCTTCCL GGGGCTGCTCGCGCGGATGACGACCCTCATGG

P:oLysProCysClyILeVaLPrcALaLysSe:ValesClyProVaLTfECysPthh:
CCCCAAAACCTTGCGGTATTGTGCCCGCGAAGAGTGTGTGTCGTCCGGTATATTGCTTCA
GGGGTTTTCGAACGCCATAACACGGGCCCTTCTCACACACACCAGGCCATATAACGAAGT

?:oSerProVaLValValGLyThrThrAspA:gSe:GLyAlaProTh:TyrScrT:pGLy
CTCCCACCCCCGTGGTGGTGGGAACGACCGACAGCTCGGGCGCGCCCACCTACAGCTGGG
GACGGTCGGCGCACCACCACCCTTGCTGGCTGTCCAGCCCGCGCGGGTGGATGTCGACCC

GluAsnAspThrAspValPheVaLLcuAsnAsnTh:ArqProProLeuClyAsnT:pPhe
GTGAAAATCATACGGACCTCTTCGTCCTTAACAATACCAGCCCACCGCTGGGCAATTGGT
CACTTTTACTATCCCTGCAGAACCACGAATTGTTATGGTCCCCTCCCGACCCGTTAACCA

GlyCysTh:TrpHetAsnSezThrGLyPthh:LysValesGLyALaProPrcCysVaL
TCGCTTCTACCTGGATGAACTCAACTGGATTCACCAAAGTCTGCGGAGCGCCTCCTTGTG
AGCCAACATGGACCTACTTGAGTTGACCTAAGTGCTTICACACGCCTCGCGGAGGAACAC

IleclyClyAlaGlyAsuAsnThrLeuHisCysProTh:AsprsPheAtqLysHLsPro
TCATCCGAGCGGCGGGCAACAACACCCTGCACTCCCCCACTGATTGCTTCCGCAAGCATC
AGTACCCTCCCCCCCCGTTGTTGTGGGACGTGACGGCCTGACTAACCAACCCCTTCGTAG

AspALaThrTyrScrnquy:GLyschLyProTrpILeTh:P:oA:gCysLeuVaLAsp
CCCACGCCACATACTCTCGGTGCGGCTCCGGTCCCTGGATCACACCCAGGTGCCTCGTCG
CCCTGCCGTCTATGACAGCCACGCCGAGCCCACCGACCTACTGTGGGTCCACGGACCAGC

Tyr?roTyrArgLeuTanisTyrProCysTh:IleAsnTerhr[LePheLysIleAtq
ACTACCCGTATAGCCTTTGGCATTATCCTTGTACCATCAACTACACTATATTTAAAATCA
TGATGGGCATATCCGAAACCGTAATAGGAACATCGTAGTTGATGTCATATAAATTTTAGT

--__--.-..____.__.._-__...._.._..__.-._——-———--—-------—-_.._......___—__—-

NetTeralClyGlyValGLuuLsnrqLeuGluAlaAlaCysAsnrrpTh:ArgGLyGLu
CGATGTACGTGGGAGGGGTCGAGCACACGCTCGAAGCTGCCTGCAACTGGACCCGGGGCG
CCTACATGCACCCTCCCCAGCTCCTCTCCGACCTTCGACCGACCTTGACCTGCCCCCCCC

- __._____--_.._-__—.._---.—____-._-_.._...-..

A:gcysAschuGluAspArqupA:qSchluLeuSchroLeuLeuLeurh:ThrTn:
AACGTTGCGATCTGGAAGATAGGGACAGGTCCGAGCTCAGCCCGTTACTGCTGACCACTA
TTGCAACGCTAGACCTTCTATCCCTGTCCAGGCTCGACTCCGGCAAICACGACTGGTGAT

GlnTrpGanalLeuProCysScr?heTthhrLeu@toALaLeuSetThrGLyLeuIle
CACAGTGGCAGGTCCTCCCGTGTTCCTTCACAACCCTGCCAGCCTTGTCCACCGGCCTCA
GTGTCACCGTCCAGGAGGCCACAAGGAAGTGTTGGGACGCTCGGAACACGTGCCCGGAGT

HLsLeuHisClnAsnIlcValAspVaLCLnTereuTyrGlyValGlySerSerIchla
TCCACCTCCACCACAACATTGTGGACGTGCACTACTTGTACGGGGTGGGGTCAACCATCG
ACGTGGAGGTGGTCTTGTAACACCTCCACGTCATGAACATGCCCCACCCCAGTTCGTAGC

---____....-__-________-—-_-—-..---_—_-_..-_._-_--_-....._-_..-—--.--_

SeuTrpAlaIleLysTrpGLuTeraLValLcuLeuPthcuLeuLcuAlaAspALaArg
CCTCCTCGGCCATTAAGTGGCACTACGTCGTCCTCCTGTTCCTTCTGCTTGCAGACCCGC
GCAGGACCCGGTAATTCACCCTCATCCAGCACGAGGACAAGGAACACCAACGTCTGCGCG
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VaLCysSerCysLeuTrpMctﬂetLeuLeuIleSerCLnALaCLuﬁLaA;aLeuCLuAsn
GCGTCTGCTCCTGC T TG TGGATGATCCTACTCATATCCCAACCGSAASCGECTTTGCGAGA

CGCAGACGAGCACGAACACCTACTACGATGAGTATAGGGTTCGCCTTCCCCGANACTTC

- - —— —————— - " - ——— A - - - - — - W W e =SS A W - . WY e e S e o s

LeuValllelLeuAsnilaAlaSerLeuAlaGlyThrHisGlyLeuvalSerPheleuvVal
ACCTCGTAATACTTAATGCAGCATCCCTGGCCGGGACGCACGGTCTTCTATCCTTCCTCG
TGGAGCATTATGAATTACG TCG TAGGGACCGGCCCTGCGTCCCAGAACATAGSANGGAGC

e e - — —— . — = = T - —— S WD . S T W " D W WA A e S A e e e e e S

PhePheCysPheAlaTrpTyrLeuLysGlyLysTrpValPrcGLyALaVaL?erhrPhe
TGTTCTTCTGCTTTGCATGGTATCTGAAGGGTAAGTGGGTGCCCGGAGCGGTCTACACCT
ACAAGAAGACGAAACGTACCATAGACTTCCCATTCACCCACGGGCCTCCCCACATGTGGA

_-_-_—_——--———_-_--—_—————-._-—_-_-—————-—_-—_-______-_..-_————

TyrG1yHeLTrpProLeuLcuLeuLeuLeuLeuAlaLeuProGlnA:gAlaTyrAlaLeu
TCTACGGGATCTGGCCTCTCCTCCTCCTCCTGTTGGCGTTGCCCCAGCGGGCGTACGCGC_
AGATGCCCTACACCGGAGAGGAGGACCACGACAACCGCAACGGGGTCGCCCGCATGCGCG

e e e o o e 0 i > ———— - A = " - " " - A= T &=L A S

AspThrGluValALaAlaSecCysGlyGlyValValLcuVaLGLyLeuMccAlaLcuThr
TGGACACGGAGGTGGCCGCGTCGTGTGGCGGTGTTIGTTCTCGTCGGG TTGATGGCGCTAN
ACCTGTGCCTCCACCGGCGCAGCACACCGCCACAACAAGAGCAGCCCAACTACCGCCATT

s - = - o L . . T S e A= - . i - = - - Tm S B . - = = =m T A €D em S S S

LeuSch:oTererysAquyrIleSerTrprsLeuTrpTrpLeuGlnTyr?heLeu
CTCTGTCACCATATTACAAGCGCTATATCAGCTIGGTGCTTGTGGTGGCTTCAGTATTTTC
GAGACACTGGTATAATGTICGCGATATAGTCGACCACGAACACCACCGAAGTCATAAAAG

e e o o > e o . A D > > - > — - = S O

Th:ArgValcluAlaGtheuHisValTrpIleProProLeuAsnVaLAqulyGlyA:g
TGACCAGAGTGGAAGCGCAACTGCACG TG TGGATTCCCCCCCTCAACGTCCGAGGGGGGC
ACTGGTCTCACCTTCGCCTTGACG TGCACACCTAAGGGGGGGAGTTGCAGGCTCCCCCCS

- . i T " - o (o o - N T > T T oD . W} S o S R T T A e WP G 2 A o S S

AspAlavalIleLeuLeuMetCysAlavalHisProThrLeuvalPheAsplleThrlys
GCGACGCTGTCATC TTACTCATG TGTGCTGTACACCCGACTCTGGTATTTGACATCACCA
CGCTGCGACAGTAGAATGAGTACACACGACATGTGGGCTGAGACCATAAACTGTAGTGCT

- - - B = WD . D . —— D T - D T A = A W W > U D Y T > > e o 4t

LeuleulecuAlavalfPheGlyProLecuTrplleleuGlnAla
AMTTGCTGCTGGCCGTCTTCGGACCCCTTTGGATTCTTCAAGCCAG
TTAACGACGACCGGCAGAAGCCTGGGGAAACCTANGAAGTTCGGTC

2-2 abra
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CLyALaClyLysArgValTerereuThrArqupvroThrThrProLcahLaArqua
CGGCGCTGGAAAGACGGTCTACTACCTCACCCGTGACCCTACAACCCCCCTCGCGAGAGC
GCCGCGACCTTTCTCCCAGATCATGGACTGGCCACTGGGATGTTGGGGCCAGCGCTCTCG

r—

AlaTrpG1uThrAlaArqusmhrProValAsnSerTrpLeuGlyAsnIleIleMetPhe
51 TCCGTGCCAGACAGCAAGACACACTCCAGTCAATTCCTGGCTAGGCAACATAATCATGTT
ACGCACCCTCTGTCGTTCTGTGTGAGGTCAGTTAAGGACCGATCCGTTGTATTACTACAA

ALaProThrLeuTrpAlaArgMctIcheuMctThrHisPththerValLeuIleAla
121 TCCCCCCACACTCTCGGCGAGCATCATACTGATGACCCATTTCTTTAGCGTCCTTATACC
ACGCGGGTCTGACACCCGCTCCTACTATGACTACTGGGTAAAGAAATCGCAGGAATATCG

ArqupGlnLeuGluGlnAlaLeuAsprsGLuIleTyrGlyAlaCysTyrSerIchlu
6l CAGGGACCAGCTTGAACAGGCCCTCGATTGCGAGATCTACGGGGCCTGCTACTCCATACA
GTCCCTGGTCGAACTTGTCCGCGAGCTAACGCTCTAGATGCCCCGGACGATGAGGTATCT

P:oLeuAspLeuProProIleILeGlnArg(cu
211 ACCACTTGATCTACCTCCAATCATTCAAAGACTC
TGGTGAACTAGATGGACGTTAGTAAGTTTCTGAG

3. abro

Translation dexr DNA 26)

LeuPheTyrHisHisLysPheAsnSerSerGlyCys?roGluArgLcuALaSerCysArq
1 gCTTTTCTATCACCACAAGTTCAACTCTTCAGGCTGTCCTGAGAGGCTAGCCAGCTGCCG
GAAAAGATAGTGGTGTTCAAGTTGAGAAGTCCGACAGGACTCTCCGATCGGTCGACCGC

ProLeuTh:AspPheAspGlnGlyTthLyPro[leSerTyrAlaAsnGlySerGlyP:o
61 ACCCCTTACCGATTTTGACCAGGGCTGGGGCCCTATCAGTTATGCCAACGGAAGCCGCCC
TGGGGAATGGCTAAAACTGGTCCCGACCCCGGGATAGTCAATACGGTTGCCTTCGCCGGG

AspGlnArqProTerysTrpHiSTerroProLysProCysGlyIleValProAlaLys
121 CGACCAGCGCCCCTACTGCTGGCACTACCCCCCAAAACCTTGCGGTATTGTGCCCGCGAA
GCTGGTCGCGGGGATGACGACCGTGATGCGGGGTTTTGGAACGCCATAACACGGGCG TT

—-{berlappung mit 13i———
Se:ValesGlyProVaLTerysPheThrProSerProValValVaL

13l GAGTGTGTGTGGTCCGGTATATTGCTTCACTCCCAGCCCCGTGGTGGTGGG
CTCACACACACCACGCCATATAACGAAGTGAGGGTCGGGGCACCACCACCC

5 abro
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Translationder DNA 131

ProSerProvValVvValvalGlyThrThrAspArgSerGlyAlaProThrTyrSerTraGly
CTCCCAGCCCCGTGGTGGTGGGAACGACCGACAGGTCGGGCGCGCCTACCTACAGLCTGGG
GAGGGTCGGGGCACCACCACCCTTGCTGGCTGTCCAGCCCGCGCGGATGGATGTCGACCC

GluAsnAspThrAspValPheValleuAsnAsnThrArgProProleuGlyAsaTopPhe
CTCAAAATCATACGGACGTCTTCGTCCTTAACAATACCAGGCCACCGCTGGGCAATTGGT
CACTTTTACTATGCCTGCAGAAGCAGGAATTGTTATGG TCCGGTGGCGACCCGTTANCCA

GlyCysThrTrpMetAsnSerThoGlyPheThrLysvalCysGlyAlaProProCysVal
TCGGTTGTACCTGGATGAACTCAACTGGATTCACCAAAGTGTGCGGAGCGCCTCCTTGTG
AGCCAACATGGACCTACTTGAGTTGACCTAAGTGGTTTCACACGCCTCGCGGAGGAACAC

IleGlyGlyAlaGlyAsnAsnThrLleuHisCysProThrAspCysPheArglysHisPro
TCATCGGAGGGGLGGGCAACAACACCCTCCACTGCCCCACTCATTGCTTCCGCAAGCATC
AGTAGCCTCCCCGCCCOTTGTTGTGGGACG TGACGGGG TCACTANCGANGGCGTTCGTAG

AspAlaThrTyrSerAsrqCysGlySerGlyProTrpleuThrProArgCysleuValasp
CGGACGCCACATACTCTCGGTGCGGLTCCGGTCCCTGGCTCACACLCACGTGCCTCGTCG
GCCTCCGCTGCTATGAGAGICACGCCCAGCCCAGGGACCGAGTCTGCGTCCACGGACCAGT

- — -

TerroTyrA:gLeuf:pHisTerrcCysThrIleAsnTerhrIlePheLysIleA:q
ACTACCCGTATAGGCTTTGGCATTATCCTTGTACCATCAACTACACCATATTTAANATCA
TCATGGGCATATCCGAAACCGTAATAGGANCATGG TAGTTGATGTCCTATAMATTTTAGT

S S et My et > T S P - D TR W S - - - - ) - - - e = m N e . . n e A W AR G e S

MetTyrvalGlyGlyValGluKisArgLeuGluAlaAlaCysasnTrpThrArgGlyGlu
GGATGTACGTGGGAGGGGTCGAGCACAGGCTCCAAGCTGCCTCCAACTGGACGLGGGGCG
CCTACATGCACCCTCCCCAGCTCGTCTCCGACCTTCGACGGACGTTCGACCTGLGCCCCGC

----------- ——Uberlappung mit 12f
ArgCysAspLeuGluAspArgAspArgSerGluLeuSerProleuleuleuTheThrThr

AACGTTGCGATCTGGAAGACAGGGACAGGTCCGAGCTCAGCCCGTTACTGCTGACCACTA

TTGCAACGCTAGACCTTCTGTCCCTCTCCAGGCTCGAGTCGGGCAATGACGACTGETGAT

s o ————— e s = - W W am W an e -

- - - -
V> - - - - - - D - Y. " - M - - — - - - -

GlaTrpGlnvalleuProCysSerPheThrThrleuProAlaleuSerThrGlyleu
CACAGTGGCAGGTCCTCCCGTGTTCCTTCACAACCCTGCCAGCCTTGTCCACCGGCCTCQ
GTGTCACCGTCCAGGAGGGCACAACSAACTCTTGGGACGGTCGGAACAGGTGCCCGGACT

4. obra
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Translationder OHA CAS9a

LeuVaLMetAlaGlnLeuLeuArqILeProclnAlaILeLeuAspMetIleALaGLyALa
T”GGTAATGGCTCAGCTCCTCCGGATCCCACAAGCCATCTTGGACATGATCGCTGGTCCT
AACCATTACCGAGTCGACGAGGCCTAGGGTGTTCGGTAGAACCTGTACTACCGACCACGA

HLsTrpGLyvalLeuAlaclyIleAlaTyrPheSerMetValcLyAsnTrpAlaLysVal
CACTGGGGAGTCCTGGCGGGCATAGCGTATTTCTCCATGGTGGGGAACTGGGCGAAGGTC
GTGACCCCTCAGGACCCCCCGTATCGCATAAAGAGGTACCACCCCTTGACCCGCTTCCAC

LeuValValLeuLeuLeuPheALaGlyValAspAlaGluThrHiSValTh:GLyGLySer
CTGGTAGTGCTGCTCCTATTTGCCGGCGTCGACGCCGAAACCCACGTCACCGGGCGAAGT
GACCATCACGACGACGATAAACGCCCGCACCTCCGCCTTTGGGTCCAGTGGCCCCCTTCA

AlaGLyHisThrValSerGlyPheValSerLeuLeuAlaProClyAlaLysClnAanal
GCCGGCCACACTGTGTCTGGATTTGTTACCCTCCTCGCACCAGGCGCCAAGCAGAACGTC
CGGCCGGTGTGACACAGACCTAAACAATCGGAGGAGCGTGGTCCGCGGTTCGTCTTGCAG

GlnLeuIleAsnThrAsnGlySerTrpHLsLeuAsnSe:Th:AlaLeuAsnCysAsnAsp
CAGCTGATCAACACCAACGGCAGTTGGCACCTCAATAGCACGGCCCTGAACTGCAATGAT
GTCGACTAGTTGTGGTTGCCGTCAACCGTGCAGTTATCGTGCCGGGACTTGACGTTACTA

SerLeuAsnThrGlyTrpLeuAlaGlyLeuPheTyrHisHisLysPheAsnSerSerGly
AGCCTCAACACCGGCTGGTTGGCAGGGCTTTTCTATCACCACAAGTTCAACTCTTCAGGC
TCGGAGTTGTGGCCGACCAACCGTCCCGAAAAGATAGTGGTGTTCAAGTTGACAAGTCCG

---—ijberlappung mit 26j-—=""""7"77"

~-=-——{berlappung mit K§-1—=---=
CysProGluArglLeuAalaSerCysArgPro
TGTCCTGAGAGGCTAGCCAGCTGCCGACCCC
ACAGGACTCTCCGATCGGTCGACGGCTGGGG

——— - A e D - T W A WD A —n . D D N
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Translationder ONA CABaa

CLnClYCYSAanYSScr[LeTytProClyHLsIleTh:ClnysAquetALaTrpAsp
CGCAAGGTTGCAATTGCTCTATCTATCCCGGCCATATAACGCGTCACCGCATGGEATSES
GCCTTCCAACGTTAANCGAGATAGATAGGGCCGGTATATTGCCCAGTCSCCTACCCTACCS

MetMetMetAsnTrpSerProThrThralaleuvalMetalaGlnleuleuArgllePro
ATATGATGATCAACTGGTCCCCTACGACGGCGTTGG TAATGGC TCAGCTGCTCCGGATCC
TATACTACTACTTGACCAGGGGATGCTGCCGCAACCATTACCGAGTCGACGAGSCCTAGG

- - =~ - - = - " e =, > . W M ¥ > > T m P W AR AN M ML W e P W A e TS e M e e e S =

GlnAlalleLeuAspMetIleAlaGlyAlaHisTrpGlyValleuAlaGlylleAlaTyc
CACAAGCCATCTTGGACATGATCGCTGGTGCTCACTGGGGAGTCCTGGCGGGCATAGCGT
GTGTTCGGTAGAACCTGTACTAGCCACCACGAGTGACCCCTCAGGACCGCCCGTATCCCA

““““ ~———i{berlacoung mit CASSa ekt iiile bbbt
PheSerMecValGlyAsnTrpAlaLysValLeuValValLeuLeuLeuPheAlaClyVal

ATTTCTCCATGGTGGGGAACTGGGCGAAGG TCCTGGTAGTGCTGCTGCTATTTGCCGGCG
TAAAGAGGTACCACCCCTTGACCCGCTTCCAGGACCATCACGACGACGATAAACGGCCGC

AspAlaGluThrHisvalThrGly
TCGACGCGGAAACCCACGTCACCGGGG
AGCTGCGCCTTTGGGTGCAGTGGCCCC

7 obra

Translation der DNA CAlSée

CysTrpVvalAlaMetThrRroThrValAlaThrArgAspGlyLysLeuProAlaThrGln
GTGTTGGGTGGCGATGACCCCTACGGTGGCCACCAGGGATGGCAAACTCCCCGCGACGCA
CACAACCCACCGCTACTGGGGATGCCACCGGTGGTCCCTACCGTTTGAGGGGCGCTGCCT

LeuArgArgHisIleAspleuleuvValGlySerAlaThrLeuCysSerAlaleuTyrval
GCTTCGACGTCACATCGATCTGCTTGTCGGGAGCGCCACCCTCTGTTCGGCCCTCTACGT
‘FGAAGCTGCAGTGTAGCTAGACGAACAGCCCTCGCGGTGGGAGACAAGCCGGGAGATCCA

GlyAspLeuCysGlyServValPhelLeuvValGlyGlnLeuPheThrPheSerProArqgArg
GGGGGACCTATGCGGGTCTGTCTTTCTTGTCGGCCAACTGTTCACCTTCTCTCCCAGGCG
CCCCCTGGATACGCCCAGACAGAAAGAACAGCCGGTTGACAAGTGGAAGAGAGGGTCCGC

- ——— - o T VP T Gy > > — o - D W — > - - - -y = -

KisTrpThrThrGlaGlyCysAsnCysSerlleTyrProGlyHisIleThrGlyHisArg
CCACTGGACGACGCAAGGTTGCAATTGCTCTATCTATCCCGGCCATATAACGGGTCACCGS
GGTGACCTGCTGCGTTCCANCGTTAACGAGATAGATAGGGCCGGTATATTGCCCAGTGGCC

- —— - - ——— o

Uberlappung mit CAB4g——-=-—=~-=--<"----=-===---
MetAlaTrpAspMetMetMetAsnTrpSerProThrThrAlaleuvalvalAlaGlnLleu
CATGGCATGGGATATGATGATGAACTGGTCCCCTACGACGGCGTTGGTAGTGGCTCAGCT
GTACCGTACCCTATACTACTACTTGACCAGGGGATGCTGCCGCAACCATCACCGAGTCGA

- e - - - —— -

LeuArgIleProGlnAla
GCTCCGGATCCCACAAGCC
CGAGGCCTAGGGTIGTTCGG

8. abra
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Translacion ger DNA CAlE7b

Se:ThrGlyLeuTyrHisValThrAsnAsprsProAsnSerSerIlevalTyrGluAla
CTCCACGGGGCTTTACCACGTCACCAATGATTCCCCTAACTCGAGTATTGTCTACGAGGC
GAGGTGCCCCGAAATGGTGCAG TGGTTACTAACGGGATTGAGC TCATAACACATGCTCCG

AlaAspAlalleLeuHisThrProGlyCysvalProCysvalArgGluGlyAsnAlaSer
GGCCGATGCCATCCTGCACACTCCGGGGTGCGTCCCTTGCGTTCGTGAGGGCAACGCCTC
CCGGCTACGGTAGGACGTGTGAGGCCCCACGCAGGGAACGCAAGCACTCCCGTTGCGGAG

> D W b = B - s . . R W W e - - e

A:gCysTrpValAlaHetThrProThrValAlaThrArqupGlyLysLeuProAlaThr
GAGGTGTTGGGTGGCGATGACCCCTACGGTGGCCACCAGGGATGGCAAACTCCCCGCGAC
CTCCACAACCCACCGCTAgTGGGGATGCCACCGGTGGTCCCTACCGTTTGAGGGGCGCTG

---------------- —Uberlappung mit CA156e~-—=~=-—-==-==--T---=-"
GlnLeuArgArgHisIleAspLeuLeuvalGlySerAlaThrLeuCysSerAlaleuTyr

GCAGCTTCGACGTCACATCGATCTGCTTGTCGGGAGCGCTACCCTCTGTTCGGCCCTCTA

CGTCGAAGCTGCAG TGTAGCTAGACGAACAGCCCTCGCGATGGGAGACAAGCCGGGAGAT

- . - - ——— . . —- - W - - -

ValGlyAspLeuCysGlyServValPheLeu
CGTGGGGGACTTIGTGCGGGTICTGTCTTTCTTG
GCACCCCCTGAACACGCCCAGACAGAAAGAAC

9. obra
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ranslationder DNA 3sCA2l6a

ArgArgArgSerArgAsnLeuGlyLysValIleAspThrLeuThrCysGlyPheAlaAsp
CCCGGCGTAGGTCGCGCAATTTGGGTAAGGTCATCGATACCCTTACGTGCGGCTTCGCCG
GGGCCGCATCCAGCGCGTTAAACCCATTCCACTAGCTATCGGAATGCACGCCGAAGCGGC

LeuMetGlyTyrIleProLeuValGLyAlaProLeuGlyGlyAlaAlaArgAlaLcuAla
ACCTCATGGGGTACATACCGCTCGTCGGCGCCCCTCTTGGAGGCGCTGCCAGGGCCCTGG
TGGAGTACCCCATGTATCGCGAGCAGCCGCGGGGAGAACCTCCGCGACGGTCCCGCGACC

HisGlyValArgValLeuGluAspGlyValAsnTyrAlaThrGlyAsnLeuProGlyCys
CGCATGGCGTCCGGGTTCTGGAAGACGGCGTGAACTATGCAACAGGGAACCTTCCTGGTT
GCGTACCGCAGGCCCAAGACCTTCTCCCCCACTTGATACGTTGTCCCTTGGAAGGACCAA

Ser?heSerIlePheLeuLeuAlaLeuLeuSerCysLeuThrValProAlaSerAlaTyr
GCTCTTTCTCTATCTTCCTTCTGGCCCTGCTCTCTTGCTTGACTGTGCCCGCTTCGGCCT
CGAGAAAGAGATAGAAGGAAGACCGGGACGAGAGAACGAACTGACACGGGCGAAGCCGGA

GanalArgAsnSerTh}GlyLeuTyrHisValThrAsnAsprsProAsnSerSerILe
ACCAAGTGCGCAACTCCACGGGGCTTTACCACGTCACCAATGATTGCCCTAACTCGAGTA
TGGTTCACGCGTTGAGGTGCCCCGAAATGGTGCAGTGGTTACTAACGGGATTGAGCTCAT

“““““““““““ -Uberlacoung mit CA167p——=" """~~~ ""TTTTTTTTT
ValTyrGluAlaAlaAspAlaIleLeuHisThrProGlyCysVal?roCysValArgGlu

;TTGTGTACGAAGCGGCCGATGCCATCCTGCACACTCCGGGGTGCGTCCCTTGCGTTCGTG

AACACATGCTTCGCCGGCTACGGTAGGACGTGTGAGGCCCCACGCAGGGAACGCAAGCAC

GlyAsnAlaSerArgCysTrpValAlaﬁetThr?roThrValAla
AGGGCAACGCCTCGAGGTGTTGGGTGGCGATGACCCCTACGGTGGCC
TCCCGTTGCGGAGCTCCACAACCCACCGCTACTGGGGATGCCACCGG

{0. abra
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Translation der DNA ssCA290a

LysLysAsSnLysArgAsnThrAsnArgArgProGlnAspvallysPheProGlyGlyGly
AAANAAAAMAACAAANCGTAACACCANCCGTCGCCCACAGGACGTCAAG TTCCCGGGTGGCG
LLLLLLLLLrux;LGCATTGTGGTTGGCAGCGGGTGTCCTGCAGTTCAAGGGCCCACCGC

GlnIleValGlyGlyValTyrlLeulLcuProArgArgGlyProArglLeuGlyvalargAla
GTCAGATCGTTGGTGGAGTTTACTTGTTGCCGCGCAGGGGCCCTAGATTGGGTG TGCGCG
CAGTCTAGCAACCACCTCAAATGAACAACGGCGCGTCCCCGGGATCTAACCCACACGCGC

ThrArgLysThrSerGluArgSerGlnProArgGlyArgArgGlnProIleProLysALa
CGACGAGAAAGACTTCCGAGCGGTCGCAACCTCGAGGTAGACGCCAGCCTATCCCCANGG
GCTGCTCTTTCTGAAGGCTCGCCAGCGTTGGAGCTCCATCTGCGGTCGGATAGGGGTTCC

ArqArgProGluGlyArgThrTrpAlaGlnProGlyTerroTerroLeuTyrGlyAsn
CTCGTCGGCCCGAGGGCAGGACCTGGGCTCAGCCCGGG TACCCTTGGCCCCTCTATGGCA
GAGCAGCCGGGCTCCCGTCCTGGACCCGAGTCGGGCCCATGGGAACCGGGGAGATACCGT

GluclyCysGlyTrpAlaGlyTrpLeuLeuSerProArgGlySerArqProSerTrpGly
ATGAGGGCTGCGGGTGGGCGGGATGGCTCCTGTCTCCCCGTGGCTCTCGGCCTAGCTGGG
TACTCCCGACGCCCACCCGCCCTACCGAGGACAGAGGGGCACCGAGAGCCGGATCGACCC

ProThrAspProArgArgArgSerArgAsnLeuGlyLysValIleAspThrLeuThrCys
GCCCCACAGACCCCCGGCGTAGGTCGCGCAATTTGGGTAAGGTCATCGATACCCTTACGT
CGGGG TG TCTGGGGGCCGCATCCAGCGCGTTANACCCATTCCAGTAGCTATGGGANTGCA

-

. GlyPheAlaAspLeuMetGlyTyrIleProncuVaIGlyAlaProLeuGlyGlyAlaAla
¥ CGGCTTCGCCGACCTCATGGGGTACATACCGCTCGTCGGCGCCCCTCTTGGAGGCGCTG
CGCCGAAGCGGCTGGAGTACCCCATG TATGGCGAGCAGCCGCGGGGAGANCCTCCGCGAC

- -—Uberlappung mit CA216a - -
ArgAlaLeuAlaHisGlyValArgValLeuGluAspGlyValAsnTyrAlaThrGlyAsn

CCAGGGCCCTGGCGCATGGCGTCCGGGTTCTCGAAGACGGCGTGAACTATGCAACAGGGA

GGTCCCGGGACCGCGTACCGCAGGCCCAAGACCTTCTGCCGCACTTGATACGTTGTCCCT

ACCTTCCTGGTTGCTCTTTCTCTACCTIC
TGGAAGGACCAACGAGANAGAGATGGAAG

{{. abra
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TranslatLon dop ONA 2 30a
sdceSersvalvalGinprolraGlyirolroleu
fMetAalal.cuvalor

CECACAANGCGTCTAGCCATGGCOTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCITICAGGACCCIICC
GISTCTTTCECACATCGGTACCGTAATCATACTCACACTACG TCISACGTCITCSSGGGG

ProGlyGiuProaM

TIIZGGGAGAGCCATAGTCGTCTGCGCAACCGGTCGAGTACACCGCAATTCTCAGGACTAC
AGSGCICTCUICGCTATCACCAGACGCCTTGGCCACTCATGTCSCITTAACGGTCCTCLTG

fMerProGlyAspleuClyvalProPreClaAsp

CGGSTCCTTTCTTCGATCAACCCGCTCAATGCCTCCAGATITCGGCGTGCCCCOGTANGA
GITTACTAAANGANCCTACTLCCCCCAGTTACGCACCTCTAAACCCGCACGGGSCCGTTCTL

OP aM GlyalaCys
C/3AM *

CTGCTAGCCGAGTAGTGTTGGG TCGCGANMGGCCTTGTGG TACTCCCTCATACGGTCCTT
GACGATCGGC TCATCACAACCCAGCCCTTICCGGAACACCATGACGGACTATCCCACGAN

GluCysProGlyArgScrArgArgProCysThrMetSerThrasaProLlysfroClnlys

GCGAGTGCCCCGGGAGGTCTCG TAGACCGTGCACCATGAGCACGANTCCTAAACCTCANA
GCTCACGGGGCCCTCCAGAGCATCTGGCACGTGGTACTCGTGCTTAGGATTTGGACTTT

LysAsnLysArgAsnThrasnArgArgProGludspvallysPheProGlyGlyGlyGla

__________________ - — [—y - -

AAMAMACAAACGTAACACCAACCG TCGCCCACAGGACGTCAAG TTCCCGGGTGGCGGTC
TTTTITTGTTIGCATTGIGG TTGGCAGCGGG TG TCCTGCAGTTCAAGGGCCCACCGLCAG

IleValGlyGlyvalTyrLeuleuProArgArgGlyProArgLleuGlyVvalargalaThr

AGATCGTTGGTGGAGTTTACTTGTTGCCGCGCAGGGGCCCTAGATTCGG TGTGCGCGLGA
TCTAGCAACCACCTCAANTGAACAACGGCGCGTCCCCGGGATCTAACCCACACGCGCGCT

ArgLysThrSerGluArgSerGlnProArgGLlyArgArgGlnProlleProlysAlaArg

CGAGAAAGACTTCCGAGCGGTCGCAACCTCGAGGTAGACGTCAGCCTATCCCCAAGGCTC
GCTCTITTCTGAAGGCTCGCCAGCGTTGGAGCTCCATCTGCAGTCGGATAGGGGTTCCGAG

ArgProGluGlyArgThrTrpAlaGlnProGlyTerroTerroLeuTyrGlyAsnGlu
cmmemcmmmm e m e e ———{jberlappung mit CA290a—=--—----=-=="="
GTCGGCCCGAGGGCAGGACCTGGGCTCACCCCGGGTACCCTTGGCCCCTCTATCGCAQTG
CAGCCGGGCTCCCG TCCTGGACCCGAGTCGGCCCCATGGGAACCGGGGAGATACCCTTAC

GLyCysGLyTrpAlaGLyTrpLeuLeuSerProArgGlySerArqProSerTrpGLyPro

AGGGCTCCGGCTGGGCGGGATGGCTCCTGTCTCCCCGTGGCTCTCGCCCTAGCTGGEGCC
TCCCGACGCCCACCCGCCCTACCGAGCACAGAGGGGCACCGAGAGCCGGATCGACC;CGC

ThrAspP:oArgArgArchrArgAsnLcuGlyLysValIchspThrLeuThrCYSGlY

12-1. abra
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601 CCACAGACCCCCGGCGTAGGTCCCGCAATTTGGGTAACGTCA TCG)\TI\CCCT‘I‘.‘A‘CGTGCG
GGTGTCTGGGGGCCGCATCCAGCGOGTTAANACCCAT TCCAGTAGCTATCGGAATGTACGC

Phe

661 GCTTC

Start des langen HCV-ORF
= putative erste Amunosdure lancer HCV-Polyproteine

]
b= Putative, kleine, kodierte Peptide (die eine Translations-
Regulations-Rolle spiclen kdnnen)

12-2. ébra
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Translation der DNA CA205a

VvalLeuGlyArgGluargProCysGlyThrAlaOpP AM GlyAlaCysGluCysProGly
GTCTTGGGTCGCGAAAGGCCTTGTGGTACTGCCTGATAGGGTGCTTGCGAGTGCCCCGGG
CAGAACCCAGCGCTTTCCGGAACACCATGACGGACTATCCCACGAACGCTCACGGGGCCC

« | eee—e—e————eseeSseE

ArqSerArqArgProCysThrMetSerThrAsnProLysProGlnAquysThrLYsArq
AGGTCTCGTAGACCGTGCACCATCGAGCACG MTCCTMACCTCN\AGAM\ACCAMCGT
TCCAGAGCATCTGGCACGTGGTACTCGTGCTTAGGATTTGGAGTTTCTTTTTGGTTTGCA

- —— e ey M S - — ——— ————— — - — W >
- — . o —— ——— - — MNP D . - — - = -

AsnThrAsnArgArgProGlnAspValLysPheProClyGlyGlyGlnIleValClyGly
AACACCAACCGTCGCCCACAGGACGTCAACTTCCCGGGTGGCGGTCAGATCGTTGGTGGA
TTGTCGTTGGCAGCGGGTCTCCTGCAGTTCAAGGGCCCACCGCCAGTCTAGCAACCACCT

ValTereuLeuProArgAqulyProArchuGlyValArgAlaThrArgLysThrSe:
GTTTACTTGTTGCCGCGCAGGGGCCCTAGATTGGGTGTGCGCGCGACGAGAAAGACTTCC
CAAATGAACAACGGCGCGTCCCCCCCATCTAACCCACACGCGCGCTGCTCTTTCTGAAGG

------------------- Uberlappung mit CA290a-———="======—""——===7"""
GluArgSerGlnProArgGlyArgAquLn?roIlcProLysAlaArgArqProGluGly
GAGCGGTCGCAACCTCGAGGTAGACGTCAGCCTATCCCCAAGGCTCGTCGGCCCGAGGGC
CTCGCCAGCGTTGGAGCTCCATCTGCACTCGGATAGGGGTTCCGAGCAGCCGGGCTCCCG

ArgThrTrpAlaGlnProGlyTerroTrpProLeuTyrGlyAsnGluGlyCys
AGGACCTGGGCTCAGCCCGGGTACCCTTGGCCCCTCTATGGCAATGAGGGCTGCG
TCCTGGACCCGAGTCGGGCCCATGGGAACCGGGGAGATACCGTTACTCCCGACGC

* = putatives Initiator-Methionin-Kodon
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Translation der DNA 189

$ProProQpP
$SerThrMetasnHisSerProvalArgAsnTyrCysLeulisAlaGluServalaM Pro
sLeuHisHisGluSerLeuProCysGluGluLeuleuSerSerArgarglysargleuAla
1 CTCCACCATGAATCACTCCCCTGTGAGGAACTACTGTCTTCACGCAGAAAGCGTCTAGCC
GAGGTGGTACTTAGTGAGGGGACACTCCTTGATGACAGAAGTGCGTCTTTCGCAGATCSGG

@ e . - e T M . S — - D S - - . - Y — - o - - - ——

iMetServalvalGlnProProGlyProProlLeulProGlyGluProAM

MctAlar.2uvalor
61 ATGGCGTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGT
TACCGCAATCATACTCACAGCACGTCGGAGGTCCTGGGGGGGAGGGCCCTCTCGGTATCA

e e " ———— —— — S P T . — o > T - — T — - s S e M S AR e = S S - —— o ——

121 GGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCAGGACGACCGGGTCCTTTCTTGGATC
CCAGACGCCTTGGCCACTCATCTCGCCTTAACCGTCCTGCTCGCCCAGGAAAGAACCTAG

cmm—m—m——e——-———{jberlappung mit aglla-——-—m==-----—---—==--=-=c
sMetProGlyAspLeuGlyValProlroGlaAspCySAM

1el AACCCGCTCAATGCCTGGAGATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTACCCGAGTAGTGT
P TGGGCGAGTTACGGACCTCTAAACCCGCACGGGGGCGTTCTGACCATCGGCTCATCACA

OP AM GlyAlaCysGluCysProGlyArgSer

241 TGGGTCGCGAAAGGCCTIGTGGTACTGCCTGATAGGGTGCTTGCGAGTGCCCCGGGAGGT
ACCCAGCGCTTTCCGGAACACCATGACGGACTATCCCACGAACGCTCACGGGGCCCTCCA

301 CTCGTAGA
GAGCATCT

= Start des langen HCV-ORF ' , .
- Putative, kleine, kodierte Peptide (die eine Trans-

lations-Regulations-Folle spielen kénnen)

-
o
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Translation der DNA 16jh

------ Overlap with 1l5e —————mmm——s—ses

GlyAlaCysTyrSerIleGluProLeuAspLeuProProIleIleClnArgLeuHLsGly
GCGGCCTGCTACTCCATAGAACCACTGGATCTACCTCCAATCATTCAAAGACTCCATGGC
CCCCGGACGATGAGGTATCTTGGTGACCTAG ATGGAGGTTAGTAAGTTTCTGAGGTACCG

LeuSerAlaPheSerLeuHisSerTyrSerProClyGluIleAsnArgValAlaAlaCys
CTCAGCGCATTTTCACTCCACAGTTACTCTCCAGGTGAAATTAATAGGGTGGCCGCATGC
CAGTCGCGTAAAAGTGAGGTGTCAATGAGAGGTCCACTTTAATTATCCCACCGGCGTACG

Gly~

G
LeuArgLysLeuGlyValProProLeuArgAlaTrpArgHisArgAlaArgSerVaLA:g
CTCAGAAMACTTGGGG TACCGCCCTTGCGAGCTTGGAGACACCGGGCCCGGAGCGTCCGC
GAGTCTTTTGAACCCCA?GGCGGGAACGCTCGAACCTCTGTGGCCCGGGCCTCGCAGGCG

AlaArgLeuLeuAlaArgGlyGlyArgAlaAlaIleCysGlyLysTereuPheAsnTrp
GCTAGGCTTCTGGCCAGAGGAGGCAGGGCTGCCATATGTGGCAAGTACCTCTTCAACTGG
CGATCCGAAGACCGGTCTCCTCCGTCCCGACGGTATACACCGTTCATGGAGAAGTTGACC
AlavalArgThrLysLeulys

GCAGTAAGAACAAAGCTCAAAC
CGTCATTCTTGTTTCGAGTTTG

* = Nukleotid-Heterogenitdt

15, obra
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xcrbinicrser ORFF der Ciés pilda ois 15¢

(pL14a/CAlé7b/CAL36C/CABIa/CASTa/NI-L/L2E/ LA L/ /00771 e/
8n/31c/40b/375/35/36/81/32/33b/25¢/ L 4c/85/33€/31g/33¢/
15£/.9g3/26g & lSe)

ArgSerArgasnieuGlyLysVallleaspTiwLeuThoCysGlyPheAlaaspleudet
AGGTCGCCCAATTTGGG TAAGGTCATCSATACCCTTACGTGCSSCTTCCCCSACCTCATS
TCCAGCGCGTTAAACCCATTCCACTAGCTATGGCAATGCACCICGAAGCGSTTGCAGTAC

GlyTvrlleProleuvalGlyAlaProleuGlyGlyAlaAlaArgAlaleualaHisGly
GGG TACATACCGCTCGTCGGCCCCCCTCTTGCAGGCGCTSCCAGSGCCCTGGLGCATGGE
CCCATGTATGGCCAGCAGCCGCGGCGAGAACCTCCGCGACGGTCCCGGGACCSCGTACCS

valargvalleuGluAspGlyValasaTyrAlaThrGlyAasnLeuProGlyCys3erPhe
GTCCGCGTTCTGGAAGACCCIG TGAACTATGCANCAGESAACCTTCCTGGTTCCTCTTTC
CAGGCCCAAGACCTTCTGCCGCACTTGATACGTTGTCCCTTGGAAGGACCAACCAGANAG

SerIlePheLeuLeuALaLCuLeuSe:CysLeuTh:val?roALaSe:ALaTyrcanal
SCTATCTTCCTTCTGCGCCCTGC TCTCTTCC TTGACTGTGCCCGCTTCGGCCTACCAAGTG
AGATAGAAGGAAGACCGGGACGAGAGAACSAACTGACACGGGCGAAGCCGGATGGTTCAC

A:qunSerThrClyLeuTyrHisValThrAsnAsprsProAsnSe:Ser:leVaLTyr
CGCAACTCCACGGGGCTTTACCACGTCACCAATGATTGCCCTAACTCGAGTATTCTCTAC
GCGTTGAGS TGCCCCOAAATGG TCCAGTCG TTACTAACGGGATTGAGCTCATAACACATS

GLuAlaAlaAspAlaIleLeuHLsThrProGlyCysValPEoCysVaLA:qGluGLyAsn
GAGGCGGCCGATGCCATCCTGCACACTCCGGGGTGCGTCCCTTGCC TTCGTGAGGGCAAC
CTCCGCCGGCTACGGTAGGACGTGTGAGGCCCCACGCAGGGAACGCAAGCACTCCCGTTG

AlaSe:A:qusTrpValAlaHetTh:PrcTh:ValAlaTh:A:gAspGl-LysLeuPro
GCCTCGAGG TG TTGGG TGGCGATCACCCCTACGG TGGCCACCAGGGATGGCAAACTCCCC
CGGAGCTCCACAACCCACCGCTACTGGGCATCCCACCGGTGGTCCCTACCGTTTGACGGC

AlaTh:GLnLeuA:gA:gHLsIleAspLeuLcuValClySerAlaanLcuCysScrALa
GCGACGCAGCTTCGACGTCACATCCATCTGCTTGTCGGGAGCGCCACCCTCTGCTTCGGCC
CGCTGCGTCGAAGCTGCAG TG TAGCTAGACGAACAGCCCTCGCGGTGGGAGACAAGLLGG

LeuTeralGlyAschuCysGlySetValPheLeuValGLyGlnLeuPheTh:Pthcr
CTCTACGTGGGGGACCTATGCGGGTCTCTCTTTCTTGTCGGCCAACTCTTCACCTTCTCT
GAGATGCACCCCCTGGATACGCCCAGACAGAAAGAACAGCCGCTTGACAAGTGGAACAGA

ProA:qA:gHisTrpTh:ThrGlnGlyCysAanysSerIleTer:oGlyHLsIle?hr
CCCAGGCGCCACTGGACGACGCAAGG TTGCAATTGCTC TATCTATCCCGGCCATATAACG
GGGTCCGCGGTGACCTGCTGCG TTCCAACG TTAACGAGATAGATAGGGCCGGTATATTGC

GlyHLsAquetAlaTrpAspHechtMetAsnTrpSerProTh:Th:AlaLeuVaLﬂet
GGTCACCGCATGGCATGGGATATCATGATGAACTGGTCCCCTACGACGGCGTTGGTAATG
CCAGTGGCGTACCGTACCCTATACTACTACTTGACCAGGGGATCCTGCCCCAACCATTAC

AlaGLnLeuLeuA:qIleProGlnAlaIleLeuAspMetIchlaGlyAlaHLsTrpGly
GCTCAGCTGCTCCGGATCCCACAAGCCATCTTGGACATGATCGCTGGTGCTCACTGGGGé
CGAGTCGACGAGGCCTAGCGTGTTCCGTACAACCTGTACTACCCACCACGAGTCACCCCL

ValLeuAlaGlyIleAlaTerheSerHe:ValGlyAsnTrpAlaLysValLeuValVaL
GTCCTCGCGGGCATAGCG?ATTTCTCCATCGTGGGGAACTGGGCGAAGGTCCTGGTicrc
CAGGACCGCCCGTATCGCATAAAGAGGTACCACCCCTTGACCCCCTTCCAGGACCA;CAC
LeuLeuLeuPheAlaGlyValAspAlaGluTh:HisValTh:GlyG1ySerAlaGLyHLs

CTGCTGCTATTTCCCGGCGTCGACGCGGAAACCCACGTCACCGGGGGAAGTGCCGGCCAC
GACGACGATAAACGGCCGCAGCTGCGCCTTTGGGTGCAGTGGCCCCCTTCACGGCCCGTG

16-1. abra
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Th:VaLSc:GLyPthJLSe:LeuLcuALaPrcClyALaLy:cLnA:nVachf;c
ACTGTGTCTCCATTTCTTAGCC TCCTCCCACCAGCCGCLAACTAGANCSG TCI A0

———

TGACACAGACCTAACAATEGCACCAGCGTCG TCCGCCETTCGTCTTGIAGS TCIACTAG

~ -
G,

AsnTn:AanLySerTrpHLsLeuAsnSerTh:AlaLeuAanysAsnAspSer;euAsn
AACACCAACCGCAGTTGSCACC TCAATAGCACCGECCTGANCTCCAATCATACIITCAAD
TTCTGSTTGCCCTCAACCGTCCAGTTATCC TGCCCGCACTTGACSTTACTATISIACTTS

ThRoGClyTroleualaGlyLeuPheTyrHisHisLysPheasnSerSerGlyCrs?raClu
ACCCGCTGCTTGGCAGGCCTTTTCTATCACCACAAGTTCANCTCTTCACGCTCTICTSAC
TGCCCSACCAACCG TCCCGAAAAGATAGTGC TC TTCAGTTCAGAAGTCTGACASCACTS

ArgleualaSerCysarg?roleuThrAspPheaspGlaClyTroGiyProlieserTye
AGGCTAGCCAGCTCCCGACCCCTTACCGATTTTGACCACGGCTGGGGLCCTATCAGTTAT
TCCGATCCGTCGACGGCTGSGGAATGGCTAMACTGG TCCCGACCCCGOGATAGTCAATA

AlaAsnGlySerGlyProAspGLnArgProTyrCysTrpHisTy-ProProlys?roCys
CCCAACGCGAAGCGGCCCCGACCAGCGCCCCTACTCCTGGCACTACCCCCCAAANCCTTGS
CGGTTGCCTTCGCCGGGESTCG TCGCGGGGATGACGACCGTGATGGGGOGTTTIGEAACG

GlyllevalProalaLysServalCysGlyProvalTyrCysPheThrProsSer?rovas
CGTATTGTGCCCCCGAACAGTCTGTGTGGTCCCGTATATTCCTTCACTCCCAGCCC:GTG
CCATAACACGGGCGCTTCTCACACACACCAGGCCATATAACGAAGTCAGGETTELSGTAC

ValvalGlyThoThrASpAZgSerGlyAlaProThrTyrSerTrpGlyGluasnaspinsg
GTGGTGGGAACCACCGACAGG TCGGGCGCGCCCACCTACAGCTGCGE TGAAAMATCATACS
CACCACCCTTGCTGGCTCTCCAGCCCCGCGCGGGTGGATGTCGACCCCACTTTTACTATGL

AspValPhevalleuAsnasnThrargProProleuGlyAasnTrpPheGlyCysTAITrD
CACGTCTTCGTCCTTAACAATACCAGGCCACCGCTCGGCAATTGCTTIGCTTGTACCTCS
CTGCAGAAGCAGGAATTGTTATGGTCCGGTGGCGACCCCTTAACCAAGCCAACATCSACC

MetAsnSerThrGlyPheThrLysvalCysGlyAlaProProCysvallleGlvyClyals
ATGAACTCAACTGGATTCACCAAAGTGTGCGGAGCGCCTCCTTCTGTCATCGEAGCGGLG
TACTTGAGTTGACCTAAGTGGT TTCACACCCCTCGCGGAGGAACACAGTAGCCTICCLCT

GLyAsnAsnThrLeuHisCysProThrAsprsPheAquysHLsProAspAlaTh:Tyr
GGCAACAACACCCTGCACTGCCCCACTGATTGCTTCCCCAAGCATCCGGACCCCACATAC
CCGTTGTTGTGGGACGTGACCGGG TCGACTAACGAAGGLCGTTCC TAGGICTGCCG TG TATG

SerArqgCysGlySerGlyProTrplleThrProArgCysleuValAspTyrPrcTyrAZg
TCTCGGTGCGGCTCCGGTRCCTGGATCACACCCAGG TGCCTGCTCGACTACCCGTATAGG
AGAGCCACGCCGAGGCCAGGCACCTAGTGTGCGTCCACGEACCAGCTIATCCCTATATCC

LeuT:pHLsTerroCysThrIleAsnTerhrIlePthysIleArgMctTy:VaLGly
CTTTGGCATTATCCTTGTACCATCAACTACACCATATTTAAMATCAGGATGTACSTGCGA
GAAACCGTAATAGGAACATGGTAGTTGATGTGG TATAATTTTAGTCCTACATCTACCIT

GlyvalGluHisArgLeuGlualaalaCysAsnTrpThrArgGlyGluazgCysispley
CCGCTCGAACACAGGCTGCAAGCTGCCTGCAACTGGACGCGGCGCGAACGTTCCGATCTG
CCCCAGCTTG TG TCCGACCTTCGACGGACG TTGACCTGCGCCCCGCTTGCAACCLTAGAL

GluAspA:gAspArgSerGluLcuSerProLcuLeuLeuTh:Th:Th:ClnT:;CLnVal
GAACACAGGGACAGGTCCGACCTCAGCCCGTTACTGCTCACCACTACACACTCCCAGCTC
CTTCTGTCCCTGTCCAGGCTCGAGTCGCGCAATCACGACTCGTGATGTGTCACCGTCCAG

LeuProCysSerPheTh:Th:LcuProAlaLeuSerThrGlyLcuILcHLsLeuHLscln
CTCCCGTGTTCCTTCACAACCCTACCAGCCTTGTCCACCGGCCTCATCCACC?CEACCﬁG
CAGGGCACAAGGAAGTGTTGGGATGGTCGGAACAGGTGGCCCCAGTACGTCGnGVTGC;C

AsnIlevalAspValGlnTyrLeuTyrGlyValGlySerSe:ILeAlaSerT:pAlaIle

AACATTGTGGACGTGCAGTACTTGTACGGGGTGCGCTCAAGCATCGCGTCCrC?GCC{TT
TTGTAACACCTCCACGTCATGAACATGCCCCACCCCAGTTCGTAGCGCACGAC-C’CLAA

LystpcLury:Va1VaLLeuLcupheLeuLeuLeuAlaAspALaArgVanggﬁerggs
AAGTGGGAGTACGTCGTTCTCCTGTTCCTTCTGCTTGCAGACGCGCGCGTCTCCITCCTOC

{6-2. dbra
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TTCACCCTCATCCACCANGAGS ACAACGANGACGAMCECTCTCCCCGLCCACALGACLALT

LeuTrpMetMerleuleulleSerGlnalaGlualanlaleuGluAasnleval Ilelay
TTGTGCATGATGCTACTCATATCCTAAGEGEAGGCCEITTTOSAGAACCTISTANTALTT
AACACCTACTACGATGACTATAGCGTTCGZCTCCCCCCAANCCTCTTCOACIATTATS A

AsnAlaAlaSerzleunlaGlyThrHisGlyLeuvalSerPhelcuvalPhedheCysPhe
AATCCAGCATCCCTCGCCGGGACGTACGGTCTTCTATCCTTCITCGTCTTCTTCTCLTTY
TTACGTCGTAGSCACCSGCCCTGCETGCIACAANCATACCAAGGAGCACAAGAAGACSAAA

AlLaTrpTyrLleulvsGluyLysTrpvalProGlyAlavalTyrThePheTyrliyMenTr
GCATGCTATTTGAAGCGGTAAGTCOG TGCZCCSACCGSTCTACACCTTCTACCZSSATSTCE
CTACCATAAACTTCCCATTCACCCACGSCCCTCGCCAGATCTCGANGATGZSCTACACT

sroleuleuleuleuleuleualaleuProGlasrgalaTyralaleuAszTncGluval
CCTCTCCTCCTCCTCCTGTTCGCCTTCCCCCAGTIGGGCCTACGCGLTGGACACCGAGSTC
GGAGAGGACGACCAGCACANCCGCAACGGGGTCGCCCGCATGCGCGACCTGTGCCTCIAC

AlaAlaSerCysGlyGlyvalvalleuvalGlyleuMetAlaleuThrLeuSerProTyr
GCCGCGTCCTGTGGCGG TG TTG TTCTCCTCCCC TTGATGGCGCTGACTC TG TCACCATAT
CGGCGCAGCACACCGCCACAACAAGAGCAGCCCAACTACCGCGACTGAGACAGTCSTATA

Ty:LysA:qu:IleSc:TrprsLeuTrpTrpLeuGLn?y:?heLeuTh:A:gValCLu
TACAAGCGCTATATCAGCTGGTGCTTGTCG TGGCTTCAGTATTTTCTGACCAGAGTCSAA
ATGTTCGCGATATAGTCGACCACGAACACCACCCAAGTCATAAAAGACTGGTCTCACCTT

AlaGlnleuHlsValTrplleProProLeuAsnvalArgGlyGlyArgAsgalavallle
GCGCAACTGCACGTGTGGATTCCCCCCCTCAACG TCCGAGGCGGGCGTGACSCCGTCATC
CGCGTTGACGTCCACACCTAAGGCCGGEAGTTGCAGGCTCCCCCCGCGCTGICGCAGTAG

LeuLeuMe:CysAlaValHisProThrLcuValPheAsleeTh:LychuLeuLeuAla
TTACTCATC TG TGC TG TACACCCGACTCTGSTATTTGACATCACCAAATTGCTGLCTGGCC
AATGAGTACACACCACATGTGCGCTGAGACCATAAACTGTAGTCGTTTAAC:ACCACCGC

ValPheGlyProLcuT;prLeLeuGlnAlaSe:LeuLeuLysVaLProTyr?heValA:q
GTCTTCGGACCCCTTICGATTCTTCAAGCCACGTTTCCTTAAAGTACCCTACTTTGTGCCC
CAGAACCCTCCCGAAACCTAACAACTTCCGTCAAACGAATTTCATGCGATCAAACACGCG

ValCLnClyLeuLeuA:gPthysAlaLeuAlaArgLychtIleGlyGlyHLsTeral
GTCCAAGGCCTTCTCCGCTTC TGCGCGTTACCGCGGAAGATGATCGGAGCCCATTACCTG
CAGCTTCCGGAAGAGGCCAAGACGCGCAATCCCCCCTTCTACTAGCCTCCGSTAATCCAC

GlnMetValIleIleLyslLeuGlyAlaleuThrGlyThrTyrvalTyrAsnsiisleuThr
CAAATGG TCATCATTAAGTTAGGGGCGCTTACTGGCACCTATGTTTATAACCATCTCACT
GTTTACCAGTAGTAATTCAATCCCCGCGAATCACCGTGGATACAMTATTGSTACAGTCA

P:oLeuA:gAspTrpAlaHisAsnGlyLeuA:qupLeuAlaValAlaVa13LuProVal
CCTCTTCGGGACTCGGCGCACAACGGCTTGCGAGATCTGGCCGTGGCTGTAGAGCCAGTC
GCAGAAGCCCTGACCCGCGTGTTGCCGAACCCTCTAGACCCCCACCGACA?:TCGCTCAC

Val?therGlnMetGluTh:LychuIlcThrTrpGlyAlaAspTh:AlaAlaCysGly
GTCTTCTCCCAAATGGAGACCANGCTCATCACGTGGGGGGCAGATACCGCCSCGTCCGAT
CAGAAGAGGGTTTACCTCTGGTTCCAGTAGTGCACCCCCCCTCTATGGCGG:CCACGCCA

AspIchleAsnGlchuProValScrhlaA:qAqulyA:qGluIleLcuieuGlyP:o
GACATCATCAACGGCTTGCCTGTTTCCGCCCGCAGGGGCCGGGAGATACTG-;CCCGCCA

ey

CTGTAGTAGTTGCCGAACGGACAAAGGCGGCCGTCCCCGGCCCTCTATGACSACCCCuua
AlaAspGlyMetValScrLysGlyTrpA:qLcuLeuAlaProILcThrAlizyrAlaELn
GCCGATGGAATGGTCTCCAAGGGGTGGAGGTTGCTGGCGCCCATCACGGCu:ACGEC:AG
CGGCTACCTTACCAGAGGTTCCCCACCTCCAACGACCGCGGCTAGTGCCCCnTGCunTC
GlaThrArgGlyleuleuGlyCysIlelleThoSerLeuThsG LyArgAszlysasnGln

CAGACAACGGGCCTCCTAGGGTGCATAATCACCAGCCTAACTGGCCGCGACAAAAACSAA
GTCTCTTCCCCGGACGATCCCACGTATTAGTGGTCGCATTGACCCCCCCTCTTTTTCuTT

{6-3. abra,
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;dlg;uCL;CLqulCluILchLSchhrALaALaCLnTh:Phc;:uhluTh:Cf;iL:
GTCCAGEE TCACCTCCAGATTG TCTCAAC TGCTGSCCAAMACC TTCITOSCANCETEEA TS
CACTTACCACTOCACE TCTAACACACTTCACGACCEGTTTCCANCSATTICTTECACCTAS

AsnG;deLC;sT:pTh:VaLTyruLsGLyALaGLyTh:A:gThr:LeALaScr?:oLv:
AATSGGC TS TOCTCGACTC T =~ ACCACCGSCCCGCAACCAGGACCATESCOTCACICANG
TTACCCCACACCACCTCACACATCGTGCCCCGCCCTTGCTCCTGCTACCCCAGT:GCTTC

GlyProVaL:;cClnMccTy:ThrAanaLAspCLnAspLeuVaLCLyT:pP:aALaP::
CGorrTCToATCCAGATGTATACCAATG TAGACCAAGACCTTCTCLGITGCOECICTCLS
CCACGACAGTAGSTCTACATATCC TTACATCTGE TTCTGSAACACCLGACCCISCTACSC

GL:CLySc:"qSerLcuTh:P:oCysTh:CysCLySc:Sc:Asp;curyrLeuVaLTh:
CAAGSTAGCCGCTCATTGACACCCTGCACTTGCGGCTCCTCGGACT TTTACCTOGTCACS
GTTCCATCSGCGAGTAACTGTGGGACGTGAACGCCGACGAGCCTGGAAATCGACCAGTG:

A;qHLsAlaAsdelIleProvalArqA:gAquLyAspSerA:qG1y$erL=uLeu5=:
AGGCACGCCSATGTCATTCCCG TGCGCCGGCGGGGTGATAGCAGGGGCAGCCTCITGTCS
TCCGTGCGCCTACACTAAGGGCACGCGGCCgCCCCACTATCGTCCCCCTCGGACCACACC

P:cA:qP:o:LeSe:Ty:LcuLysGlyﬁérSerGlyGlyProLeuLeuCysP:cALacly
CCCCCGCCCATTTCCTACTTCAAAGGCTCCTCGCGGGGTCCGCTGTTGTCCCCCGCGG::
SGCGCCGGGTAAACGATGAACTTTCCCACCACCCCCCCAGGCGACAACACGGGGCCCCC:

HLsALaVaLGLyIlePheA:quaAlaVaLCysThrk:gGLyVaLALnLysALaVaLA:Q
CACCCCGTCCCCATATTTAGGGCCGCCCTCTGCACCCCTCGAGTCG:TAACGCGCTC:AC
GTGCCCCACCCGTATAAATCCCCGCCCCACACGTCGCCACCTCACCGATTCCSCCACCTC

PheILcProvalGLuAsnLcuGluTh:ThrHecA:gSe:Proval?ncThrhspAsnSer
TTTATCCCTCTGGACAACCTAGAGACAACCATGAGCTCCCCCGTGTTCACGCATAACTCC
AAATACGCACACCTCTTCGATCTCTGTTGCTACTCCACCCGCCACAACTGCCTATTGACC

SerProProvalvValProGLnSerPheGlnvalAlaHisleuHisALaProTheClySer
TCTCCACCAGTAGTGCCCCAGAGCTTCCAGGTGGCTCACCTCCATGCTCCCACAGGLAGE
ACACCTGCTCATCACGGGGTCTCGAAGGTCCACCCAGTGGAGGTACGAGGG TG TCCGTCE

GlyLysSc:Th:LysVabbtoALaAlaTyrAlaAlaGlnclyTerysVaLLcuValbcu
GGCAAAAGCACCAAGCTCCCCGCTGCATATGCAGCTCAGCGCTATAAGGTGCTAGTACTC
CCC?TTTCCTCCTTCCAGGGCCGACCTATACCTCCAGTCCCGATATTCCACCATCATGAG

Asn?:oSe:ValAlaAlaThrLcuClyPheGlyALaTy:MetSe:LysAlaHlsGlYIle
AACCCCTCTCTTCCTGCAACACTGGGCTTTGGTGCTTACATGTCCAAGGCTCATGGCATC
TTCGGGAGACAACGACCTTGTGACCCGAAACCACCAATGTACAGCTTCCGACTACCCTAC

ASPProAsnIleA:gTthlyValA:thrIleTh:ThrGlySer?:oIlcTh:TyrSc:
GATCCTAACATCAGGACCGGGCTGACAACAATTACCACTGGCAGCCCCATCACGTACTCC
CTAGGATTGTACTCCTGGCCCCACTCTTGTTAATGGTGACCGTCCGGGTAGTGCATGAGG

Tn:?yrcLy;ys?hebcuALaAspClyGlyCy:SchlyGlyAlaTyrAspILellell
ACCTACGGCAAGTTCCTTGCCCACGGCGCCTGCTCGGGGGGCGCTTATGACATAATAATT
TCGATGCCGTTCAAGGAACGCCTGCCGCCCACCAGCCCCCCGCCAATACTGTATTAT?AA

CysAspGLuCysHisSchhrAspAlaTh:Ser!1eLeuGLyIleGLyTh:VaLLeuAsp
TGTGACGACTGCCACTCCACGGATCCCACATCCATCTTGGGCATCGCCACTCTCCTTGAC
ACACTGCTCACGGTGAGGTGCCTACCGTGTAGGTAGAACCCGTAGCCGTGACAGCAACTC

GLnAlaGluth:AlaGlyAlaArgLeuValVaLLcuAlaTh:ALaTh:Pro?:oGlySe:
C;ACCAGAGACTGCGGGGGCGAGACTGGTTGTGCTCGCCACCGCCACCCCTCCGGGCTCC
C?TCGTCTCTGACGCCCCCGCTCTCACCAACACGACCGGTGGCCGTGGGGAGGCCCGAGG
ValTh:VaL?roHLsP:oAsnILcCLuGluVaLAlaLcuSe:Th:Th:GlyCLuIlc?:o
CTCACTGTGCCCCATCCCAACATCCAGCACGTTGCTCTGTCCACCACCGGAGACATCCCT
CAGT ACACCGGGTAGGGTTGTACCTCCTCCAACGACACAGGTGGTGCCCTCTC AGGGA

?heTy:GlyLysAlaIleProLcuGluValIchy:GlyClyA:gHichu:lePheSyi
TTTTACGGCAACGCTATCCCCCTCCAAGTAATCAACGCGGCGAGACATCTCATCTTC.G;
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AAAATCCCSTTCCCATAGGCCGAGCTTCATTAGTTCICCCCCTCTC TAGACTACANGACA

M135erlyslysLysCysaspGluleunatanlalysleuvalalatouGiy Tl2Asnils
CATTCAAAGAAGAAGTGCGACCAACTCTCCCTAANGCTCCTCOCATTISCCATCAATS IS
GTAAGTTTCTTCTTCACCCTCCTTGAGCCGCGTTTCOACCACICTAACCCCTACTTACSC

valilaTyrTyrArgGlyleuaspvalSesvalileProThrSesGlyaspvalvalval
GTGSCCTACTACCCCGGTCTTGACGTGTCCETCATCCICACCAGTGICGATETTCTICTC
CACZCCATGATGGCGCCACAACTCCACACGCAGTAGGGCTCGTCOCISCTACANCAGSAG

valalaThraspAlaLeuMetThrGlyTycThzGlvAspPheaspServalileasoCys
GTGSCAACIGATGCCCTCATGACCGGCTATACCCGCGACTTCSACTEGGTGATAGACTSE
CACCGTTGCSCTACCGGAGTACTCGCCGATATGSCCCTTCAAGCTCAGCCACTATLTCACS

AsnThrCysvalThrGlaThrValAspPheSerLeuAspProThrPheThrIleGiuThr
AATACGTGCTGTCACCCAGACAGTCGATTTCAGCCTTIGACCCTACCTTCACCATTSGAGACA
TTATGCACACAGTGGGTCTGTCAGCTAAAG TCGGAACTGGGATGGAAGTCGTAACTCTCT

IleThrleuProGlnAspAlavelSerArgThrGlaArgArgGlyArgThaGLyAsgGly
ATCACGCTCCCCCAGGATGCTGTCTCCCGCACTCAACGTCGGGGCAGGACTGGTAGESSC
TAGTGCGAGCCGGTCCTACGACAGAGGGCGTGAGTTGCAGCCCCGTCCTGACTGTCCCC

Lys?:oClyIleTyrA:thcVaLALaProGlyGluArqP:oSe:CLyMec?heAspSe:
AAGCCAGGCATCTACAGATT TG TGGCACCGGGGGAGCGCCCCTCCGGCATGTTCCACTCG
TTCGGTCCGTAGATGTCTAAACACCG TGGCCCCLTCCCGGGEAGCCICTACAACCTGAGT

Se:ValLeuCysGluCysTyrAspAlaGlyCysAlaT:pTyrGluLeuThrP:oAlaClu
TCCCTCCTCTGTGAGTGCTATGACGCAGGC TG TGCTTGGTATGAGCTCACGCCCGCCGAG
AGGCAGGAGACACTCACGATACTGCG TCCGACACGAACCATACTCCAGTGCGGGCGCCTC

Th:?h:valAqueuA:quaTerecAsnTh:ProCLyLeuProVaLCysGlnAspHLs
ACTACAGTTAGGCTACGAGCGTACATGAACACCCCGGGCCTTCCCGTCTGCCAGGACCAT
TGATGTCAATCCGATGCTCGCATGTACTTG TGGGGCCCTCAAGGCCACACGGTCCTGSTA

LeuGluPththluGlealPheTh:GlyLeuTh:HisIleAspAlaHLsPheLeuSer
CTTCAATTTTGGGAGGGCGTCTTTACAGGCCTCACTCATATAGATGCCCACTTTCTATCC
GAACTTAAAACCCTCCCCCAGAAATG TCCGGAGTGAGTATATC TACGGG TGANAGATAGS

GLnTh:LysGlnSerGlyGluAsnLeuProTereuVaLAlaTyzGlnAlaTh:Vales
CAGACAAAGCAGAG TGGGGAGAACCTTCCTTACCTGGTAGCGTACCAAGCCACCGTGTGC
GICTGTTTCGTCTCACCCCTCTTCGAAGGAATGGACCATCGCATGG TTCGG TCGCACACS

ALaA:quaGlnAlaPro?:oPrcSerTrp&spGlnMetTrpLysCysLeuILaA:qLeu
GCTAGGGCTCAAGCCCCTCCCCCATCCTGGGACCAGATGTGGAAGTGTTTGATTCGCCTC
CGATCCCGAGTTCGGGGAGGGGGTAGCACCCTGCTCTACACCTTCACAAACTAAGCCGAG

LysPrOThrLeuHisGlyProTh:ProLeuLeuTyrA:chuGLyAlaValGLnAsnGLu
AAGCCCACCCTCCATGGGCCAACACCCCTGCTATACAGACTGGGCGCTCTTCAGAATGAA
TTCGCGTGGGAGGTACCCGGTTGTGCGGACGATATGTCTGACCCGCGACAAGTCTTACTT

IleTh:LeuTh:HisProValThtLysTyrIleMetThrCysHetSerALaAspLeuclu
ATCACCCTGACGCACCCAGTCACCAAATACATCATGACATGCATGTCGCCCCACCTGGAG
TAGTGGGACTGCGTGGGTCAGTGGTTTATGTAGTACTCTACGTACAGCCCCCTGGACCTC

ValValThrSerThrTrpVaLLeuValGlyGlyValLeuAlaALaLcuAlaALaTerys
GTCGTCACGAGCACCTGGGTGCTCGTTCGCGGCGTCCTGGCTGCTTTGGCCGCCTATTGC
CAGCAGTGCTCGTGGACCCACG AGCAACCGCCGCAGGACCCACGAAACCGGCGCATAACG

LcuSchh:GlyCYSValValIlcVaLGlyA:anlVaLLeuSc:GlyLysP:oAlaIle
CTCTCAACAGGCTCCGTGGTCATAGTGCGCAGGGTCGTCTTGTCCGCGAAGCCGGCAATC
GACAGTTGTCCGACGCACCAGTATCACCCGTCCCAGCAGAACAGGCCCTTCGGCCGTTAG
ILe?roAspAquluVachuTyrA:gGluPheAspCluMctGluGluCysSerGlnHLs

ATACCTGACAGGGAAGTCCTCTACCGAGAGTTCGATGAGATGCAACAGTGCTCTCAGCAC
TATGGACTGTCCCTTCACGAGATCCCTCTCAAGCTACTCTACCTTCTCACGACAGTCGTG
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Lc;P:oTyrILcCluClnclyuc:ﬂe:LcuAlacLuGln?thysclnLysu1J;nui.w
TTACC:TACATCCAGCAACCGATCATCCTCCCCCAGCACTTCAACCACAAGCCC:TCGGC
AATCGCATGTAGCTCCTTCCCTACTACGAGCGCCTCCTCAACTTC:TCTTCCC:CACCCG

LeuLeuGLnTh:AlaSe:A:qGLnA;aCluVal:LeALaP:oAlaValcLnTh:A:nT:p
CTCCTCCACACCGCCTCCCGTCACG:AGACGTTATCCCCCCTGCTGTCCAGACCRACTGC
CAGGACGTCTGCCGCAGGGCACTCCSTCTCCA&TAGCGGGGACGACACGTCTCGTTGACC

GLnLysLeuGluTh:Pth:pALaLysHstc:?:pAsn?heIleSerClylchLnTyf
CAAAAACTCGACACCTTCTCGCCCAAGCATATCTCCAACTTCATCAGTCGCATACAATAC
CTTTTTGACCTCTGGAAGACCCGCTTCGTATACACCTTCAACTACTCACCCTATCTTATC

LeuALaGlyLeuSerTh:LeuP:cc;yAsnP:oALaIleAlaSe:LeuHeLALaPthn:
TTGGCGGSCTTCTCAACGCTGCCTCGTAACCCCGCCATTGCTTCAT?GATGGCTTT?ACA
AACCGCCCGAACAC TTGCGACGGACCATTGGGGCGGTAACSAA TAACTACCGAAARATCT

AL;ALaValTh:SerP:oLeuTh:Th:Se:GlnTh:LeuLeuPthsnIleLeuGlyGly
GC?GCTGTCACCAGCCCACTAACCACTAGCCAAACCCTCCTCTTCAACATATTGGGGGCC
CGACGACAGTCCTCGGGTGATTGGTCATCGGTTTGCGACGAGAAGTTGTATAACCCCCC:

T:pvalAlaAlaGlnLeuAlaAlaProGlyAlaAlaTh:ALaPhevalclyALaG!yLeu
ICGGTGGCTGCCCAGCTCGCCGCCCCCGGTGCCGCTACTCCCT?TGTCGGCGCTCGCTTA
ACCCACCGACGCGTCGAGCGGCGGGGGCCACGCCGATGACGGAAACACCCGCGACCGAAT

AlacLyAlaAlaIlecLySerValGlyLeuG1yLysValLeuIleﬁsp:cheuAlaCLy
GCTCGCGCCGCCATCGGCAGTGTTGCACTCGCGAACGTCCTCATAGACATCCTTCCACGG
CGACCGCGGCGGTAGCCGTCACAACCTGACCCCTTCCAGCAGTATCTCTAGGAACGTCCC

TyrGlyALaGlyValAlaGlyAlaLeuValAla?heLysI‘ene:SerClyCLuVALPro
TATGGCGCGGGCGTGGCCGGAGCTCTTGTCGCATTCAACATCATCACCCGTGAGGTCCCC
TACCGCGCCCGCACCCCCCTCGAGAACACCGTAACTTCTACTACTCGCCACTCCACGCC

Se:Th:CluAspLeuValAsnLeuLeuP:oAlzIleLeuSe:P:oGlyALaLeuValVaL
TCCACGGAGGACCTGGTCAATCTACTCCCCGCCATCCTCTCGCCCCGAGCCCTCGTACTC
AGGTGCCTCCTGGACCAGTTAGATCACGGGCGGTACGAGAGCGGCCCTCGCGAGCATCAG

ClyvalvalesAlaAlaI1eLeuA:qArqusVAlG17ProclycluGlyAlaValGLn
GGCGTGGTCTGTGCAGCAATACTGCGCCGGCACGTTGGCCCGGGCGAGGGGCCACTGCAG
CCCCACCAGACACGTCGTTATGACGCGGCCGTCCAACCGGGCCCGCTCCCCCGTC&CCTC

TrpMe:AsnA:qLeuIleAlaPheAlaSerA:quyAanLsValSe:ProrhrH;sTyr
TGGATGAACCGGCTGATAGCCTTCGCCTCCCGGCGGAACCATGTTTCCCCCACGCACTAC
ACCTACTTGGCCGACTATCGGAAGCGGAGCGCCCCCTTGGTACAAAGGGGCTCCCTCATG

Val?roGluSerAspAlaAlaAlaA:anlTh:Ala!leLcuSerSe:LeuTh:VaLTh:
GTGCCGGAGAGCGATGCAGCTGCCCGCGTCACTGCCATACTCAGCAGCCTCACTCTAACC
CACGCCCTCTCGCTACGTCGACGGG:GCAGTtACGGTATCAGTCGTCGGACTGACATTGG

GlnLeuLeuA:gAszeuKisclnT:pIleSe:SerGluCysTh:Tn:ProCysSe:CLy
CAGCTCCTGAGGCGACTGCACCAGTGGATAAGCTCGGAGTGTACCACTCCATGCTCCGCT
GTCGAGGACTCCGCTGACGTGGTCACCTATTCGAGCCTCACATGGTGAGGTACGAGCCCA

Ser rpLeuA:quleeTrpAspT:pIleCYscluValLeuSe:AspPheLysTn:T:p
TCCTGGCTAAGGGACATCTGGGACTGGATATGCGAGGTGTTGAGCGACTTTAACACCTGG
AGGACCGATTCCCTCTAGACCCTCACCTATACCCTCCACAACTCGCTCAAATTCTGCACC

LcuLysAlaLysLeuMetProGlnLeuProGlyIleroPheVaISe:CysGLnA:gGly
CTAAAAGCTAAGCTCATGCCACAGCTGCCTGGGATCCCCTTTCTGTCCTGCCAGCSCGGQ
GATTTTCGATTCGAGTACGGTGTCCACGGACCCTAGGGGAAACACAGGACGCTCCCGCCL
TerysGlyVaszpA:anlAspGLyIleHetHLsThrA:gCysHLsCysGlyAlaClu
TATAAGGGGGTCTGGCGAGTCGACCGCATCATCCACACTCGCTGCCACTCTCGAGCTGAG
ATATTCCCCCACACCGCTCACCTGCCGTAGTACGTCTGACCGACGCTCACACCTCGACTC

ILeTh:GlyHLsValLysAsnGLyTh:MetA:gI1eVaLGlyP:oAquh:CyiA:gfsn
ATCACTGCACATGTCAAAAACGCCACCATGAGGATCGTCCGTCCTAGCACCTC;ACunAC
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TAC?CAC:TCTACACTTTTTCCCCTCCTACTCCTACCAGC:ACCﬁTCCTCCACuA;gA.y

HecT:pSerGlyThrPthrolLeasnAloTy:Th:ThrclyP:octsTh:ProLcuPrc
ATGTGCACTCCCACCTTCCCCATTAATGCCTACACCACGGCC:C:T:TAC;--:CTT_;T
TACACCTCACCCTGGAAGGGCTAATTACGGATGTGCTGCCCSCCCACATCGGCCGAAGGA

AlaProAsnTy:ThrPhcAlaLcuT:pA:quLSerALaGluCluTeralcLuiLcA:q
GCGCCGAACTACA:GTTCGcccTATG:AGGCTCTCTCCACACGAn TGTGCAGATANGS
CGCCGCTTCATCTCCAACCGCGATACCTCC:ACAGACGTCTCC?TAT&CACCTCTATTCC

Cana161yAspPheHLsTy:ValTh:GlyHccThrTh:AspAsn;cuLysCysP:oCys
CAG:TCCGGCACTTCCACTACCTGkCGGGTATGACTACTGACAATCTCAAATGCCCCT:
CTCCACCCCCTGAAGGTGATGCACTCCCCATACTGATGACTGTTACAGTTTACCCGCAcc

GlnvalP:oSerP:oCLuPththh:CluLeuAspGlyVaLA:gLeuHLsArg?heALa
CAGCTCCCATCGCCCGAATTTTTCACAGAATTGGACCGGGTGCGCCTACATAGGTTTCCC
GTCCAGGGTACCGGCCTTAAAAAGTCTCTTAACCTCCCCCACGCGGATCTATCCAAACGC

PrcProCysLysP:oLeuLeuArgGluGluValSe:PheA:anlclchuHxscluTyr
CCCCCCTCCAACCCCTTCCTGCGGCAGGAGGTATCATTCAGAGTACCACTCCACCAATAC
GGGGGGACGTTCCGGAACGACGCCCTCCTCCATAGTAACT TCATCCTCAGSTGCTTATG

ProvalcLySerC1nLcuProCysGluProcluProAspVALAlaVaL;euTh:Se:Mcz
CCCGTAGCGTCGCAATTACCTTGCGAGCCCGAACCGGACCTGGCCCTGTTCACC?CCATC
CCCCATCCCAGCCTTAATGGAACGCTCCCGCTTGGCCTGCACCGCCACAACTCCAGGTAC

Leu?h:AspPrcSe:NisIle!h:AlaCluAlaALaGlyA:gA:gLeuALaA:qGLyScr
CTCACTGATCCCTCCCATATAACAGCAGAGGCGGCCGGGCGAACCITCGCCACGGCATCA
GAGTGACTAGGGAGGGTATATTGTCGTCTCCGCCGGCCCGCTTCCAACCCCTCCCCTAGT

ProP:oSerValALaSerSerSerAlaSerGlnLeuSe:AlaPros::LeuLysALaTh:
CCCCCCTCTCTCGCCAGCTCCTCGGCTAGCCACCTATCCGCTCCATCTCTCAAGGCAACT
GGGGGGAGACACCGGTCGAGGACCCGATCCCTCGATAGGCCAGGTACAGACTTCCCTTGA

CysTh:AlaAanisA;pSe:P:qupAlaGluLeuIleGluALaAsnLeuLeuTrpA:q
TGCACCGCTAACCATGACTCCCCTGATGCTGAGCTCATAGAGGCCAACCTCCTATGGACC
ACGTGGCGATTCCTACTCAGCGGACTACGACTCGAGTATCTCCCGT?CCACCATACCTCC

GlnGluHetGlyGlyAsnILcTh:A:anlCluSe:GluAsnLysValvalichcuAsp
CAGGAGATGGCCGGCAACATCACCAGGGTTGAGTCAGAAAACAAACTGGTGATTCTGCAC
GTCCTCTACCCGCCGTTCTAGTGGTCCCAACTCAGTCTTTTGTTTCACCACTAACACCTG

SchheAspProLeuValALaGluCluAspGluA:gGluIleSchaLProAlacluI;c
TCCTTCGATCCCCTTGTGCCGGAGGAGGACGAGCGGGAGATCTCCGTACCCGCAGAAATC
AGGAAGCTAGGCGAACACCGCCTCCTCCTCCTCGCCCTCTACAGCCATGGGCGTCTTTAG

LeuA:qLysSerA:qA:gPheAlaGlnAlaLeuPrOValTrpAlaArgProAspTyrAsn
CTGCGGAAGTCTCGGACATTCGCCCAGGCCCTGCCCGTTTGGGCGCGGCCGGACTATAAC
GACGCCTTCAGAGCCTCTAAGCGGGtCCGGCACGGGCAAACCCGCGCCGGCCTGATATTC

ProProLeuValGluTh:TrpLysLysProAspTyrGluProProValvaLHLSClYCYs
CCCCCGCTAGTGGAGACGTGCAAAAAGCCCCACTACGAACCACCTCTCCTC:ATGGCTGT
GGGGGCGATCACCTCTGCACCTTTTTCGGGCTGATGCTTGGTGGACACCAGGTACCCACA

?:oLeuProPro?:oLysSe:P:oP:oVaLProP:oP:oA:gLysLysA:gTh:VALVaL
CCGCTTCCACCTCCAAAGTCCCCTCCTGTGCCTCCGCCTCGGAAGAAGCGGACGGTGGTC
GGCGAAGGTGGAGGTTTCAGGGGAGGACACGGAGGCGGAGCCTTCTTCGCCTGCCACCAG

LeuTh:GluSerThrLcuSerTh:ALaLeuAlaGluLeuAlaTh:A:qSe:ghccizscr
CTCACTGAATCAACCCTATCTACTCCCTTGGCCGAGCTCGCCACCAGAAGC*TTGu:ﬁGC
GAGTGACTTAGTTGGGATAC TGACCGAACCGGCTCCAGCGGTGGTCTTCGAAACC¢.CC
SerSe:Th:Se:GlyIlc?hrcLyA:pAsnTh:Th:ThrSc:sercluP:oAlaPrcSc:

TCCTCAACTTCCCGCATTACGCCCGACAATACGACAACATCCTCTCAGCCCGCCCETTC?
AGGAGTTGAAGCCCGTAATCCCCCCTGTTATGCTCTTCTAGGACACTCGGCCGGGuAACn
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CLYcVS?rc?roAspSerAsoAlaCluSchyrSc:ScrHc:P:oﬁ:o;c:&;uCLyCLg
CCCTGCCCCCCCCACTCCGACCCTGACTCCTATTCCTCCATCCCCCCCCTCJECGCCSﬂC
CCCACCCCGCCCCTCAGCCTCCCACTCACCATAAGCACGTACCCSGCCGACCTC:CCCT:

ProGlyAspProhspleuSerhspGlySerTrpSerThrvalsersert LuALaASrALY
CCTCCCCATCCCEATCTTAGCGACGGGTCATGG TCAACGGTCAGTAGTCAGGLCANCELS
CoACCLCTACCCCTAGAATCGCTGCCCAGTACCAGTTCCCASTCATCACTIZOLTTCINS

CluAspValvaLCy:Cy:SQrHcLSchyrSerT:pTh:ClyALchqu;ThrProC7s
GAGGAT TCGTGTGCTCCTCAATCTCTTACTCTTGGACAGGCCCACTCCTCACCCC:TCC
CTCCTACACZACACSACCACTTACAGAATGAGAACCT TCLGCETCAGTACTILEIIATS

ALaAlaGLuGluGlnLysLeuProzleAsnAlaLeuSe:AsnSc:Lcu;euArqH;sHz;
GCCOCGCAAGAACAGANACTCCCCATCAATGCAC TAAGCAACTCSTTGC TACGTIALCAC
CGoCECCTTCTTCTCTTTGACGGGTAGTTACCTGATTCGTTGACCAACTATGLACTESTS

AsnLeuvaLTy:Se:ThrTh:SezArqSerAlaCysGLnAqulnLysLysV‘LTh:Phc
AATTTGGTGTATTCCACCACCTCACGCACTGCTTCCCAAAGGCACAACAAACTCACATTT
TTAAACCACATAAGCTGGTCGAGTCCGTCACGAACGCTTTCCCTCTTCTTTCAGT TANA

AspAIgLeuCanalLeuAspSerHisTyrGlnAspVaLLcuLysCLuVaIL?SALdAle
GACACACTGCAAGTTCTCGACAGCCATTACCAGGACGTACTCAAGGAGGTTAAAGCACCS
CTGT:TGACGTTCAAGACCTGTCGCTAATGGTCCTCCATCACTTCCTCCAATTTCGTCCC

AlaSe:LysVaLLysAlaAsnLeuLeuSe:vaLGluGLuALaCysSc:LeuTh:F:o?:o
CCCTCAAAAGTGAAGGCTAACTTGCTATCCCTAGAGCAACCTTGCAGCCTCAC:CCCC:A
CGCACTTTTCACTTCCGATTGAACGATAGCCATCTCCTTCCAACCTCCCACTGCGCCGCT

HLsSe:AlaLysSerLysPheG17TyrclyAlaLysAspvalA:qusH;sA;aA:;Lys
CACTCACCCAAATCCAAGTTTGGTTATGGGGCAAAAGACGTCCGT@GCCA?GCCAGAAAG
GTGAGTCGCTTTAGGTTCAAACCAATACCCCGTTTTCTCCAGC:AACGGTACGG?CTTTC

Alavalth:uxsIleAsnSetValtrpLysAspLeuLcucLuAspAanaLTh:P:c:L:
GCCGTAACCCACATCAACTCCGTCTCGAAAGACCTTCTGGAAGACAATGTAACACCAATA
CGGCATTGGGTGTAGTTGAGGCACACCTTTCTGGAAGACCTTCTGTTACATTGTGGTTAT

AspTh:Th:IleﬁetAlaLysAsnGluValPheCysValGlnP:ocLuLysCLyClyA:q
GACACTACCATCATGGCTAAGAACGAGGTTTTCTGCGTTCAGCCTCAGAAGGCCGGTCGT
CTGTCATGGTAGTACCGATTCTTGCTCCAAAAGACGCAACTCCGACTCTTCCCCCCACCA~

LysProAlLArgLeuIleVaLPheProAspLeuGlyValkrgValesGluLysHeLALa
AAGCCAGCTCGTCTCATCGTGTTCCCCGATCTGCGCCTGCGCGTGTCCGAAAAGATGGCT
TTCGCTCGAGCAGAGTAGCACAAGCGGCTACACCCGCACGCGCACACCCTTTTCTACCGA

LeuTyrAspValVa1Th:LysLeuProL=uAlaVaLMe:ClySe:Schy:ClyPthln
TTGTACGACGTGGTTACAAAGCTCCCCTTGGCCGTGATGGGAACCTCCTACGCATTCCAA
AACATCCTCCACCAATGTTTCGAGGGGAACCGGCACTACCCTTCGAGGATGCCTAAGGTT

TyrSe:P:oGlyGlnAquaIGluPheLeuValGlnAlaTrpLysSerLysLysTh:P:c
TACTCACCAGGACAGCGGGTTGAATTCCTCGTGCAAGCGTGCAAGTCCAACAAAACCCCi
ATGAGTGGTCCTGTCGCCCAACTTAAGGAGCACGTTCGCACCTTCAGCTTCTTTTCGGC.

Me:GltheSe:TyrAspTh:ArgCysPheAspSerThrvalTh:GluSerksp!leA:g
ATGGGGTTCTCGTATGATACCCGCTGCTTTGACTCCACAGTCACTCACAGCGACATCEGT
TACCCCAAGAGCATACTATGGGCGACGAAACTGAGGTCTCAGTGACTCTCGCTGTAGvCA

Th:GluGluAlaIleTyrGlnCysCysAspLeuAspProGlnAlaA:gVaLALaIi:LYf
ACGGAGCAGGCAATCTACCAATGTTCTGACCTCGACCCCCAAGCCCCCCTCGCCA.Ciﬁu
s CCTCCTCCGTTAGATGCTTACAACACTCCAGCTCGCCGTTCGGGCCCACCGCTAG‘.C
Se:_euTh:GluA:gLeuTyrValclyclyProLeuTh:AsnSerA:quyGLuﬁfigxf
TCCCTCACCGACAGCCTTTATGTTCGGCGCCCTCTTACCAATTCAAGGGGCGAGﬁ::fvs
AGGGAGT’CCTCTCCCAAATACAACCCCCGGGACAATGGTTAAGTTCCCCCC?C..unCC

GlyTy:A:gA:qusArgAlaSerGlyVaLLeuThrThrSerCysGlyhsnthbggT:i
CGCTATCGCACG?GCCGCGCGAGCGGCCTACTCACAACTAGCTCTCCTAACA;CCx»»~‘
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u-vA.ACCCTCCACSGCCCCCTCGCCCCATCACTCTTGATCGACACCATTCTGGGACTCA

73 v:!LcLysAlaArgAlaAlaCysA:gAlaAlaClyLeuGlnAsprsThrMetL:u
AuL.ACATCAAGGCcCGCGCAGCCTGTCGACCCGCAGGGCTCCAGGACTGCACCATC:TC
ACGATCTAGTTCCGGCCCCGTCCGACAGCTCGCCCTCCCGACGTCCTCACGTGGTAC:AG

Va1CysC;yaspAspLeuValValIleCysGLuSerAlaCLyvalclnGluAspAlaAla
GTGTGTCGCGACGACTTAGTCGTTATCTGTCAAAGCGCGGGGGTCCACCACGACCCGCCG
CACACACCGCTCCTGAATCACCAATAGACACTTTCCCCCCCCCACGTCCTCCTGCGCCGC

Se:LeuA:gAlaPheThrGluAlaHetThrArgTy:Se:Ala?:oP:oClyAspProP:o
AGCCTGAGAGCCTTCACGGAGGCTATGACCAGGTACTCCGCCCCCCCTGGGGACCCCCCA
TCGCACTCTCGGAAGTGCCTCCGATACTCGTCCATGAGGCGCGGGGCACCCCTGGGCGCT

GLnP:oGLuTyrAspLeuGluLeuIleThrSerCysSe:Se:AanalSe:VaLALaHLs
CAACCAGAATACGACTTGGAGCTCATAACATCATGCTCCTCCAACCTGTCAGTCCCCCAC
GTTGGTCTTATGCTGAACCTCGAGTATTGTAGTACGACGAGGTTGCACAGTCACCCGGTG

AspGlyAlaGlyLysArgValTyrTyrLeuThrArgAs pProThrThrProLeuAlanzg
GACGGCCCTGGAAAGAGGGTCTACTACCTCACCCGTGACCCTACAACCCCCCTCCCGACA
CTGCCGCGACCTTTCTCCCAGATGATGGAGTGGGCACTGGGATG TTGGGGGGAGCCCTCT

ALaAlaT:pGluThrAlaA:qusTh:ProValAsnSerTrpLeuGLyAsnIlcllaﬂet
CTGCGTGGGAGACAGCAAGACACACTCCAGTCAATTCCTGGCTAGGCAACATAATCATG
CCACGCACCCTCTGTCCTTCTGTGTGACGTCACTTAAGGACCGATCCGTTGTATTAGTAC

PheAlaProTh:LeuszAlaArgHetIleLeuMe:ThrHisPhe?heSc:ValLeulLe
TTTCCCCCCACACTGTGGGCGAGGATGATACTGATGACCCATTTCTTTAGCGTCCTTATA
AAACGGGGCTGTCACACCCGCTCCTACTATGhCTACTGCGTAAAGAAATCGCAGGAATAT

AlaA:gAspGlnLeuGluGlnAlaLeuAsprsCluIleTyrGlyALaCysTy:Se:iLe
GCCAGGGACCAGCTTGAACAGGCCCTCGATTCCCAGATCTACCGGCCCTGCTACTCCATA
CGGTCCCTGGTCGAACTTGTCCGGGAGCTAACGCTCTAGATGCCCCGGACGATGAGCTA?
CluProleuAspleuProfrollelleGlnArgleu

GAACCACTTGATCTACCTCCAATCATTCAAAGACTC
CTTGC TGAACTAGATGGAGGTTAGTAAGTTTCTGAG
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CACTCCACCATCAATCACTCCCCTCTCAﬁCAACTACTCTCTTCACSCACAAACCCTCTAC
CUCAGG TGS TACTTAGTCAGCGCACACTCIMTCATGACAGANG LT TCTTICSCAGATC

CCATGGCGTTAGTATGAGTGTCGIGCAGC TTCCAGGACCCCCCCTCCCGGOAGAGCLATA
GGTACCCCAATCATACTCACACCACGTCGGACCTCCTCOGSCCGACSGCCCTCTCCSTAT

GTGGTCTCCCCAACCGG TCAGTACACCGCAATIGCCAGGACGACLGSE TCCTTTCTIGGA
CACCAGACGCCTTGGCCACTCATCTCCCATIAACGCGTCCTGCTCSCCCAGEAAAGAALCT

TCAACCCGCTCANTCCCTGGAGAT TTGCCCTCCCCCCGCAAGACTGITAGCCGAGTAGT
AGTTGSGCCACTTACCGACC TC I AAACCCGCACGCESGOC T ICACIATCSSTTCATCA

GTTGCETCGCCAMGGCCTTCTGL TACTICCCTCATACGE TG T IGCCAG TGCCLCCLGAG
CAACCCAGCCCTTTCLGGAANCACTATCACGUACTATCCCACCANTGCTCACGESGICCTC

GTCTCGTAGACCGTGCACC
CAGAGCATCTGSCACSTGG

Arg Thr
MctSerThrAsnProlysProGlnLy sLysAsnLy SATgASNTATASNArgATgProGin
ATGAGCACGAATCCTAACCTCAAANAAAAAACAAACG TAACACCAACCGTCGCCCACAG
TACTCGTGCTTACGATTICCACTT T T I T T TIC T IGCATIG TGE TTGGCAGCCGE TG TC

AspValLysPheProGlyGLyGlyClnIchalclyclyvaLTercuLcuProArgArq
GACGTCAACTTCCCGGGTGGCCGTCAGATCGTTGGTGGAGTTTACTTGTTGCCCCCCAGG

Y aled

CTGCAGTTCAAGGGCCCACCGCCAGTCTAGCAACCACCTCAMTGAACAACGGCGCETCL

GlyProAqucuGlyValArgAlaThrAquysThrSerGluArgSerGXnProAquLy
GGCCCTAGATTCCG TCTCCGCCCGACCAGAANGACTTCCGAGCGGTCGCAACCTCGAGCT
CCCGGATCTAACCCACACGCGCGCTGCTCTTICTCAAGCC TCGCTAGCSTTGGAGCTCCA

ArgArgGlnProILeonLysAlnArqArqProGluGlyA:gTh;frpAlaC1nP:oGly
AGACGTCAGCCTATCCCCAAGGCTCGTCGGECCCACGECAGGACCTGGGC TCAGCCCGGE
TCTGCAGTCGGATAGGGGTTCCGAGCAGCCGGGCTCCCCTCCTGRACCTCGAGTCGGGLCC

TerroTerroueuTyrGlyAanLuClyCysGlyTtpAlaGlyTrchuLnuSerPro
TACCCTTGGCCCCTCTATCGCANTCAGGGC TGCGGGTGCGCGGGATGGCTCCTGTCTCCC
ATGCGAACCGGGCAGA?ACCGTTACTCCCGACGCCCACCCGCCCTACCGAGGACAGACGC

A:gGlySerArq?roSchrpGlyProThrAspProArqArqArqSezArqunLcuGly
CGTGGCTCTCGGCCTAGCTCGGGCCCCACAGACCCCCGGCGTAGGTCGCGCAATTTGGGT
GCACCGAGAGCCGGATCGACCCCGEGG TG TCTGGGGGCCCCATCCAGCGCGTTAANCCEA

LysvalIleAspThrLeuanCysGlyrhcAlaAspLeuﬂcLGlyTy:IleProLeuVal
AAGGTCATCGATACCCTTACGTGCGGCTTCGCCGACCTCATCGCGTACATACCGCTCGTC
TTCCAGTAGCTATGGGAATCCACGCCGAAGCGGCTGGAGTACCCCATGTATGGCCAGCAG

GlyAlaProLeuGlyGlyAlaAlaArgAlnLeuALanxsGlyVaLArQValLeuGluAsp
GGCGCCCCTCTTGGAGGCCCTGCCAGGGCCCTGGCGEATGGCGTCCCGGTTCTGGANGAC
CCGCGGGGAGAACCTCCGCGACGG TCCCGCCACCGCETACCGCAGGCCCANGACCTTCTG

Thr
GlyValAsnTyrAlaThrGlyAsnLeuProGLyCysSexPtherIlePheLeubeuAla
GGCCTGAACTATGCAACAGGGAACCTTCLibbLIbLTLlLlLlLlATCTTCCTTCTCGCC
CCGCACTTCATACGTTGTCCCTTCGAAGGACCAACGACAAAGACATAGAAGCAACACCGG

LeuLeuSerCychuThrValProAlaScrALaTerlnValArgAsnSchhrGlyLeu
CTGCTCTCTTGCTTGACTGTGCCCCCTTCGGCCTACCAAGTGCCCAACTCCACGGGCCTT
GACGAGAGAACGAACTGACACGCCCCAAGCCGGATGGTTCACGCGTTGAGGTGCCCCGAA

TyrH15V61Th2ASHASPCysProAsnScherIleVaLTerluAlaAlnA:pAlaLlc
TACCACGTCACCAATGATTCCCCTAACTCCAGTATTCTCTACCAGGCGCCCGATGCCATC
ATGGTGCAGTGCTTACTAACCCCATTGAGCTCATAACACATCCTCCCCCGCCTACCGTAC
LcuMisThrFroClyCysVaLv:oCy:VnLAquluGlyAsnAlaSerAquysT:pVal

CTGCACACTCCGCGGTGCGTCCCTTCCGTTCClCAGCGCAACGCCTCGAGGTGTTCGCTG
GACGTCTGAGGCCCCACGCAGGCAACCCAACCACTCCCGTTGCGGAGCTCCACAACCCAC
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AluMctThrProThrValAlaThrArqupGLyLysueuFroAlaThrc)nrcuArqArq
CCCATCACCCCTACCCTCGCCACCAGGGATGCCAAACTCCCCGCCACGCAGCTTCCACCT
CGCTACTCCGGATCCCACCCCTCCTCCCTACCCTTTCAGGGGCCCTGCGTCCAAGCTGCA

stIleAschuLcuValGlySerAlaThthuC&sSerAlaLcuternLGlyAschu
CACATCGATCTCCTTGTCGGGAGCGCCACCCTCTCTTCCGCCCTCTACGTGCGCGACCTA
GTGTACCTAGACGAACAGCCCTCGCCCTGGGACACAACCCGGGAGATGCAC:CCCTGCAT

CysGlySerValPheLeuvalGLyGlnLeuPheThtPthctProArgALQHLST:pThr
TGCGGuTQIbLLLLALL-uiLbGCCAACTCTTCACCTTCTCTCCCAGGCGCCACTGGACG
ACGCCCAGACAGAAAGAACAGCCGGTTGACAACTGGAAGAGAGGGTCCGCGGTGACCTGC

ThtGlnGlyCySAanySSetIlcTerroClyHisIleThrGlyHLsA:qMc:AlaTrp
ACGCAAGGTTG:AATTGCTCTATCTATCCCGGCCATATAACCGGTCACCGCATGGCATGG
TGCGTTCCAACGTTAACGAGATACATAGGGCCCGTATATTGCCCACTGGCCTACCGTACC

val
Aspme:netﬂc:AsnT:pSerProThrThrAlaLeuVachtAlaGlnLcuLcuArqIle
GATATGATcATGAACTGCTCCCCTACGACGGCGTTGGTAATCGCTCACCTGCttCGGATC
CTATACTACTACTTGACCAGCCGATGCTGCCCCAACCATTACCGACTCGACGAGGCCTAG

ProGlnAlaIchcuAsnMctIchlaclyA)unisTrpGlyvachuALaCLyIleAla
CCACAAGCCATCTTGCACATGATCGCTGGTGCTCACTCGCGAGTCCTGGCCGGCATAGCG
GGTGTTCGGTAGAACCTGTACTAGCGACCACCACTCACCCCTCAGGACCGCCCGTATCGC

Ty:?heSerﬁetvalGlyAsnTrpAlaLysVachuV;lValLeuLeuLcuPheAlaGly
TATTTCTCCATGGTGGGGAACTGGGCCAAGGTCCTGGTAGTCCTGCTGCTATTTGCCGGC
ATAAAGAGGTACCACCCCTTGACCCGCTTCCAGGACCATCACGACGACGATAAACGGCCC

ValAspAlaGluThrHisValThrGlyGlySerAlaGlyNLsThrVaLSerGlyPthal
GTCGACGCGGAAACCCACGTCACCGGGGGAAGTGCCGGCCACACTGTGTCTGGATTTGTT
CAGCTGCGCCTTTCGCTGCAGTGGCCCCCTTCACGGCCGGTGTGACACACACCTAAACAA

SerLeuLeuAlaProClyAlaLysGLnAsnValGlnLeuIleAsnThrAsnGlyse:Trp
AcCCTCCTCCCACCAGGCGCCAAGCAGAACGTCCAGCTGATCAACACCAACGGCAGTTGG
TCGGAGGAGCGTCGTCCGCGGTTCCTCTTGCAGGTCGACTAGTTGTGGTTGCCCTCAACC

HisLeuAsnSerThrAlaLeuAanysAsnAspScrLeuAsnThrGlyTrchuAlaGly
CACCTCAATACCACGGCCCTGAACTGCAATGATACCCTCAACACCGGCTCGTTGGCAGCG
GTGGAGTTATCGTGCCGGGACTTGACGTTACTATCGGACTTGTGGCCCACCAACCGTCCC

LeuPheTyrHisMisLysPheAsnSerSerGlyCysProGluArgLeuALaSerCysArg
CTTTTCTATCACCACAAGTTCAACTCTrCAGGCTGTCCTGACAGGCTAGCCAGCTGCCGA
GAAAAGATAGTGGTGTTCAAGTTGAGAAGTCCGACAGGACTCTCCGATCGGTCGACGGCT

ProLeuTh:AspPheAspGlnGlyTrpGlyProIleSerTyrAlaAsnGLVSerGlyPro
CCCCTTACCGATTTTGACCAGGGCTCGGGCCCTATCAGTTATGCCAACGGAAGCGCCCCC
GCGGAATGGCTAAAACTGGTCCCGACCCCCGGATAGTCAATACGGTTGCCTTCG;CGGGG

AspGlnArgProTerysTtpuisTertoProLysP:oCysclyIleVaEProAlaLys
GACCAGCGCCCCTACTGCTGGCACTACCCCCCAAAACCTTGCGGTATTGTGCCCGCGAAG
CTGGTCGCGCGGATGACGACCGTGATGGCGGGTTTTGGAACCCCATAACACGGGCGCTTC

Se:ValesGlyPrOVaLTerysPheThrProSerProValVa1ValGlyThrTh:Asp
AGTGTGTGTGGTCCGGTATATTGCTTCACTCCCAGCCCCCTGGTGGTGGGAACGACCSAC
TCACACACACCAGGCCATATAACGAACTCAGCCTCGGGGCACCACCACCCTTGCTCGCTC

h:gSe:G1yAlaProThrTyrSchrpGlyCluAsnAspThrAspVaLPthaLlaunsn
AGGTCGGGCGCGCCCACCTACACCTCCGCTCAAAATGATACGGACGTCTTCGTCCTTAAC
TCCAGCCCGCGCGGGTGGATGTCGACCCCACTTTTACTATCCCTGCAGAAGCAGGAATTG
AsnThrArgP:oProLcuGlyAsnTerheGlyCysThrTrpHetAsnSchhrGLyPhc

AATACCAGGCCACCGCTGGGCAATTGGTYCGGTTGTACCTGCATGAACTCAACTGGATTC
TTATGGTCCGGTGCCCACCCGTTAACCAAGCCAACATCG CCTACTTCAGTTCACClAAG
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Th:Ly:valesGlyAlaP:oPrva:v#LIlecLyCLyAlaGLyAsnAsnThrLcuHLs
ACCAMGTGTGCGCAGCGCCTCCITGTG TEATCCEAGCGGCGGECARCAACACTCTGTAC
TGGTTTCACACCCCTCGCCGACGAACACAG TAGCCTCCCCGCCCGTTCTIGTCSGACCTS

CysProThrAsprsvhcArgLysn1snroAspAlaThrTyrSQrAquysClySerGLy
TGCCCCACTGA TIGCTTCCGCAAGCATCCGGACGCCACATACTCTCGG IGCGGCTCCGS T
ACGGGCTGACTANCGAACCCC T TCCTACCCCTCCGG TG TATGAGAGCCACGCCGAGGCTA

Lecu I
ProTrpIlleThrProArgCysl.euvalAspTyrProTyrArgleuTrpHisTyrProCys
CCCTCGATCACACCCACGTCCCTGG TCGACTACCCG TATAGGCTTTCGCATTATCCTTGT
GCGGACCTACTGTGGG TCCACGGACCAGCTGATGGGCATATCCGAACCGTAATAGGANCA

ThrlleAsnTyrThrilcPheLysIleArgMetTyrValGlyGlyValGluHisArgLeu
ACCACCAACTACACCATAT ITAANATCAGGATGTACGTGCGGAGGGGTCGAACACAGGCTG
TCGTAGTIGATGTGCG TATAMATTTTAGTCCTACATGCACCCTCCCCAGCTTG TG TCCGAC

GluAlaalaCysAsnTrpThrArgGlyGluArgCysAsplauGluAspArgAspArgSer
GAAGCTGCCTGCAACTGGACCCGGCCCGANCG TTGCGATCTGGAAGACAGGGACAGG TCC
CTTCGACGGACGTTGACCTGCGCCCCECTTCCANCGCTAGACCTTC TS TCCCTG TCCAGS

GluleuSerProleuleuleuThrThrThrGloTrpGlnValleuProCysSerPheThr
GAGCTCAGCCCGTTACTIGCTGACCACTACACAGTIGGCAGGTCCTCCCG TG TTCCTTCACA
CTCGAGTCGGGCAATGACCACTGGTGATGTGTCACCG TCCAGGAGGGCACAAGGANGTST

ThrLeuProALaLeuSerThrClyLeuIleuisLeunisGlnAsnIleValAspValCln
ACCCTACCAGCCTTGTCCACCGGCCTCATCCACCTCCACCAGANCATTGTGGACGTGEAG
TGGGATCCTCGCAEAGG TGGCCCCAGTAGC TCEAGGTGG TCTTG TAACACCTGCACGTC

TyrLcuTyrGlyValclySc:SerIchlaSchrpAlaIchysTrpGluTy:Valval
TACTTGTACGGGG TCGGGTCAAGCATCGCG TCCIGCGCCATTANGTGGGAGTACGTCCTT
ATGAACATGCCCCACCCCAGTTCG TAGCGCAGGACCCGG TAATTCACCCTCATGCAGCAA

LeuLleuPheleuleulcuAlaAspAlanrgvalCysSerCysleuTrpMetMetleuley
CTCCTGTTCCTTCTGC TTGCAGACGCGCGCG TCTGCTCCTGCTTGTGGATGATGCTACTC
GAGGACAAGGAACACGAACGTCTGCGCCCGCAGACGAGGACGAACACCTACTACGATCAG

IlcSerGlnALaGluAlaAlaLcuGluAsnLeuVaLIleLcuAsnAlaALaSerLanla
ATATCCCAAGCCGAGGCEECTTTGGACAACCTCCTAATACTTAATGCAGCATCCCTGGCC
TATAGGGTICGCCTCCGCCGAANCCTCTTGCAGCATIATGAATTACGTCGTAGGGACCGG

GlyThrHLSCLyLeuvalSchthenvalvhepthysPhcAlaTrpTereuLysGly
GGGACGCACGGTCTTCTATCCTTCCTCGTG1TCTTCTCCTTTGCATGGTATFTCAAGGGT
CCCTGCGTGCCAGAACATACCAAGGAGCACANGAAGACCAANCGTACCATAANCTTCCCA

LysTrpValProGlynlavalTerhrPthyrGlyMctT:pProLcuLeuLeuLeuLeu
AAGTGGGTGCCCGGAGCGG TCTACACCTTCTACGGGATG TGGCCTCTCCTCCTGCTCCTG
TTCACCCACGGGCCTCGCCAGA TG TGGANGATGCCCTACACCGGAGAGGAGGACGAGSAC

LeunlaLeuPrcClnArgAlaTyrAlaLcuAspThrGLuValhlaAlaSchysClyGly
TTGGCGTTGCCCCAGCGGGCE TACGCGC TGGACACGGAGGTGGCCGCGTCGTGTGGCGGT
AACCGCAACGGGGTCGCCCGCATCCGCGACCTCTGCCTCCACCGCCGCAGCACACCGCCA

ValVaLLeuValGlchuNctAlaLCuThrLcuSerProTererynArgTy:IleSe:
GTTGTTCTCGTCGGG TIGATGGCGCTGACTCTGTCACCATATTACANGCGCTATATCAGC
CAACAAGAGCAGCCCAACTACCCCGACTCAGACAGTGGTATAATGTTCGCGATATAGTCG

Asn
TrprsLeuTrpTrchuGlnTyrPtheuThrArgValGluAlaGlnLeuHisValT:p
TCGTGCTTGTCGTCGCTTCAGTATFTTCTGACCAGAGTGGAAGCGCAACTGCACCTG?GG
ACCACGAACACCACCGAAGTCATAAAACACTCCTCTCACCTTCGCGTTGACCTGCACnCC

IleProProLcuAsnvalAquLyGlyArqupAlaValIleLeuLcuMetCysAlaVal
ATTCCCCCCCTCAACGTCCCAGGGCCGCGCGACGCCCTCATCTTACTCATGTGTGCTGTA
TAAGGGGGGGACTTGCACGCTCCCCCCCCGCTCCGGCACTACAATGAGTACACACGACAT
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ustroThrLeuvalPhcAspIlcThrLychuLcuLcuAannLPheClyProLcuTrp
CACCCGACTCTGGTATTTGACATCACCAAATTCCTCCTCGCCGTCTTCGGACCCCTTTGC
GTGCGCTCACACCATAAACTCTAGTGCTTTAACGACCACCGCCAGAAGCCTCCGGAAACC

IleLeuGlnAlaSerLcuLeuLy5ValﬂroTerthalAqualclnGlyLeuLcuA:q
A~TCTTCAAGCCAGTTTGCTTAAAGTACCCTACTTTGTGCGCSTCCANGGCCTTCTCCGG
TAACAAGTTCGGTCAAACCAATTTCATGGGATGAAACACGCGCAGGTTCCGCAAGAGCCC

PthysALaLcuAlaAquysMetIlcClyClyuisTerALGlnMetValIleIchys
TTCTGCGCSTTACCGCGGAAGATGATCGGAGGCCATTACGTGCANATGG TCATCATTANG
ANGACGCGCAATCSCGCCT TCTACTAGCCTCCCG TAATGCACG T ITACCAG TAGTAATTC

LeuGlyAlaLeuTthlyanTeralTyrAanisLeuThrProLeuArgAspT:pAla
=1 ACGGGCGCTTACTCGCACCTATCTTTATAACCATCTCACTCCTCTTCGGGACTGGGCG
ATCCCCGCGANTGACCGTCCATACAATATIGGTAGAGTGAGGAGANGCCCTCACCCGL

HiSAanlyLeuArgAspLeuAlaValAlaValGluPtoValValPheSe:GLnMetClu
CACAACGGCTTGCGAGATCTCGCCCTGGCTGTAGAGCCAGTCGTCTTCTCCCAAATGCAG
CTGTTGCCCANCCCTCTAGACCCGCACCGACATCTCGETCAGCAGAAGAGGGTTTACETC

Th:LychuIlcThrTrpGlyAlaAspThrAlaAlaCysGlyA:pIchchsnGJchu
ACCAAGCTCATCACCTCGGGGGCAGATACCGCCGCGTGCCGTGACATCATCAACGGCTTG
TGGTTCGACTAGTGCACCCCCCCTCTATCCCGCCGCACGCCACTGTAGTACTTGCCCAAC

P:ovalSGrnlaArgA:gGlyArgGlulcheuLeuGlyProAlaAspClymetVaLScr
CCTCTTTCCGCCCGCAGGGGCCGGGAGATACTGCTCGGCCCAGCCGATGGAATCGTCTCC
GGACAAAGGCGGCCGTCCCCGGCCCTCTATGACCACCCCGGTCCGCTACCTTACCAGAGG

LysGLyTrpArchuLcuAlaProIlcThrAlaTyrAlaGlnGlnThrAtgGlchuLeu
AAGGGCTCGAGCTTGCTGGCGCCCATCACCGCGTACGCCCAGCAGACAAGGGGCCTCCTA
TTCCCCACCTCCAACGACCCCGGCTAGTGCCGCATCCGGCTCGTCTGTTCCCCGGACCAT

GlyCysIleIlcThrScr[cuThrGlyArgAspLysAsnGanalGluGlyCLuValGLn
GGGTCCATAATCACCAGCCTAACTCGCCGGGACAAAAACCAAGTGGAGCGTGACCTCCAG
CCCACGTATTAGTGCTCGGATTGACCGCCCCTGTTTTTGGTTCACCTCCCACTCCAGGTC

IleValSchhrAlaALaClnThrPthcuAlaThrCysIchsnGlyVale:T:pThr
ATTGTCTCAACTCCTGCCCAAACCTTCCTCCCAACGTCCATCAATGCCCTCTCCTCGACT
TAACACAGTTCACGACCCG??TGCAACCACCGTTGCACCTACTTACCCCACACCACCTGA

ValTyrHLsGLyAlaClyThrAquhr:chLaSerProLy:GlyPrOVa1IchlnHet
GTCTACCACGGGGCCGGAACGAGGACCATCGCGTCACCCAAGGCTCCTGTCATCCACATC
CACATGGTGCCCCGCCCTTCCTCCiGGTAGCCCAGTGGGTTCCCAGGACAGTAGGTCTAC

Ser Thi
Ty:ThrAsnvnlAspGlnAschuValGlyTerroAlaProGlnGlySerArgSe:Lcu
TATACCAATGTAGACCAAGACCTTGTGCGCTGGCCCGCTCCGCAAGGTAGCCGCTCATTC
ATATGCTTACATCTGGTTCTGGAACACCCGACCGGGCGAGGCGTTCCATCGGCGACTAAC

ThtPrOCysThrCySGlySerSerAschuTereuValThrArgHisAlaAspValIle
ACACCCTGCACTTGCGGCTCCTCGGACCTTTACCTGGTCACGAGGCACGCCGATGTCATT
TGTGGGACGTGAACGCCGAGGAGCCTCGAAATGGACCAGTGCTCCGTGCCGCTACAGTAA

P:oValArgArgAnglyAspSerArgGlySerLeuLeuSerProArgProIleSc:Eyr
CCCGTGCGCCGCCCGCGTGATAGCACGGGCAGCCTGCTGTCCCCCCGGCCCQTTTCCLAC
GGCCACGCCGCCGCCCCACTATCGTCCCCGTCGGACGACAGCGGGGCCGGG‘AAAGCATG

LcuLysGlySe:ScrclyGLyProLeuLenCysPrnAlaGlynisAIAVALCLV{LcPhe
TTGAAAGGCTCCTCGGCGCGTCCCCTGTPGTCCCCCGCGGCGCACGCCGTGGCC:TATTT
AACTTTCCGACGAGCCCCCCAGGCGACAACACGGGGCGCCCCGTGCGGCACCCCLATAAA
ArthaAlaVaICysThrAqu]yvalAlaLyshlaValAspPheIleP:oValCLuAsn

ACGGCCGCGCTCTGCACCCGTGGACTCGCTAAGGCGGTGGACTTTATCCCTGTGGACAAC
TCCCGGCCCCACACGTCCGCACCTCACCCATFCCGCCACCTGAAATAGCGACACCTCTFC
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LeuGluThranHctA:chrProvaLPucThrAspAsnScherProPrCVn1VA1.-n
TAGAGACAACCATCAGG TCCCCCSTGTTCACGGATAAC TCCTCTCCACCACTAGTGI LT
GATCTCTCTTGGTACTCCACGGCCCACAAGTGCCTATTGAGGAGAGSTGETCATCACSGE

GlaSerfheGlnvalAlallisleuliisA)laProThrGlySerGlyLysSerThrlysial
CAGAGCTTCCAGGTGGCTCACCTCCATGCTCCCACAGGCAGCGGCAANCCACCAAGSTC
GTCTCCANGS TCCACCGAGTCGAGGTACGAGGGTGTCCGTCGCCCTTIICC TGS TTCIAC

ProAlaAiaTyrAlaAlaGlnGlyTerysVachuValLeuAsnP:oScha]AlnA:a
CLGCCTGCATATGCAGCTCAGGGCTATARGG TGCTAG TACTCAACCCCTCTTCTTCCTSCA
GGCCGACCTATACGTCCAGTCCCGATATTCCACCATCATGAG TTGGGGAGACAACCACST

Leu
ThrLeuGlyPheGlyAlaTyrMctSerLysalaHisGlyIleAspProAsnileArgThrs
ACACTGGCC TTTGGTGCTTACATG TCCAAGGCTCATCGGATCGATCCTAACATCAGSACT
TCTGACCCGANCCACGAATGTAC/ACGTTCCGAGTACCCTAGCTAGGATTGTAGTCIUST

GlyvaiArgThrlleThrThrGlySerProlleThrTyrSerThrTyrGlyLysPheleu
CGGGTCAGAACAATTACCACTGGCAGCCCCATCACGTACTCCACCTACGGCAAG T TCETY
CCCOACTCTTGTTAATGGTCACCCTCGGGE TAGTGCATGAGGTGGATGCCE TTCANGSAN

AlaAspGlyGlyCySSchlyGlthaTy:AspIleIleIlcCysAspGluCysHLsSC:
GCCGACGCCGGGTGCTCGGGGGCCCCTTATGACATAATAATTTGTCACGAGTGCCACTCC
CGGCTGCCGCCCACGAGCCCCCCGCGAATACTGTATTATTAANCACTGCTCACGGTGAGS

ThrAspAlaThtSerIleLcuGlyILeclyThrValLeuAspGlnAlaGLuThrAlaGly
ACGGATGCCACATCCATCT1CGGCATCGGCACTGTCCTTGACCAAGCAGAGACTGCCGCG
TGCCTACGGTGTAGG TAGANCCCCTAGCCG TGACAGGAAC TGGTTCGTCICTGACGICCC

ALaArqLcuvalVachuAlaThtAlaThrProProGlySchalfhrVaLPron:P:o
GCGAGACTGGTTGTGCTCGCCACCCCCACCCCTCCGGGCTCCCTCACTGTGCCCCATCCC
CGCTCTGACCAACACCAGCCCTGGCEGTGCGGACGCCCCAGGCAGTGACACGGGGTACSS

AsnIleGluCluValAlaLcuSchhtThrCLyGluxlcProPheTyrGlyLysAlaIle
AACATCGAGGACGTTCCTCTCTCCACCACCGGAGAGATCCCTPTTrACCGCAACCCTATC
TTCTAGCTCCTCCAACGACACACCTGGTGGCCTCTCTAGGGAAAAATGCCGTTCCGATAC

DroLeuCLuValIchysGlyClyhrqHisLeuIlePthysHlsSerLysLyvasCy:
CCCCTCGAAGTAATCANGGGGGGGAGACATCTCATCTTCIGTCATTCAAAGAAGANG TGC
GGGGAGCTTCATTAGTTCCCCCCCTCTCTAGAGTAGANGACAC TAAG T T TCTTCTTCACT

AspGluLcuALaAlaLy:LcuValAlaLcuGlyIleAsnAlaValAlaTeryrAquly
GACCAACTCGCCGCAMGC GG TCGCATTGGGCATCANTGCCGTGGCCTACTACCGCCGT
CTCCTTCACCCGCGTTTCCACCAGCGTAACCCCTAGTTACGGCACCGCATCATCGCCCCA

LeuAspVaISerValIleProThrSerGLyAspValValValValAlaThrAspAlaLeu
CTTGACGTGTCCGTCATCCCGACCACCGGCGATGTTGTCGTCCTCGCAACCGATGCCCTC
GAACTGCACAGGCAGTAGGGCTGGTCGCCCCTACAACAGCACCACCGTTGGCTACGGGAG

Tyr
MetThrGlyTerhrGLyAspPhcAspSc:ValIleAsprsAsnThrCysvalTh:Gln
ATGACCGGCTATACCGGCGACTTCGACTCCGTGATAGACTGCAATACGTGTGTCACCCAG
TACTCGCCGATATGGCCGCTGAACC?GAGCCACTATCTGACGTTATCCACACACTGGGTC

Ser
ThrvalAspPhQSethuhspFroThrPthhrIleGluThrIleTthcuP:oGlnAsp
ACAGTCGATTTCAGCCTTGACCCTACCTTCACCATTGAGACAATCACGCTCCCCCAGGAT
TGTCAGCTAAAGTCCGAACTCGGATCCAAGTGGTAACTCTGTTACTGCGAGGCGGTCCTA

AlavalSerArgThrGlnArqArgGlyAquhrGlyAqulyLysProGly!1ejy:Arq
GCTGTCTCCCGCACTCAACGTCGGCGCAGGACTGCCAGGGGGAAGCCAGGCATC1ACQCA
CCACAGAGGGCGTGAGTTGCAGCCCCGTCCTGACCGTCCCCCTTCGGTCCGTAGATG1CT
PhevalALaProclyGLuArqPrbSchlyMetPheAspSchchalLeuCysCluCYS

TTTGTGGCACCGGGGGAGCGCCCCTCCGGCATGTTCGACTCGTCCCTCCTCTCTCAGTG
AAACACCGTGGCCCCCTCGCGGCCACGCCGTACAAGCTGAGCAGCCAGCAGACACTCACG
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TYVASPALJG1YC75A10TVPTYrGLulﬁuﬂ%:ﬂ:oﬂlaGLuThrTh“Ja!A:qLQnA;g
TATGACGCAGGCTGTGCTTGCTATCACCTCACGCCCGCCCACA TACAGTTAGGTTACTA
AT ACTCCOTCCGACACGAACCATACTCGAGTGCGCGCGECTCTG ATGTCAATCCOATELT

ALaTy:HccAsnThrProClyLeuP:oVa]CysGLnAspHstcuGLuPth:pCluGLy
GCGTACATGAACACCCCCCCCCTTCCCCTGTGCCAGGACCATCTTGAATTTTCGGAGG:C
CGCATGTACTTCTCGGCCCCCGAAGCCCACACGGTCCTCGTACAACTTAAAACCCTCCCC

ValPheThrGlyLeuThersIleAspALaHLSPtheuSchlnThrL sGlnSe1Cly
GTCTTTACAGCCCTCACTCATATAGATGCCCACTTTCTATCCCAGACAAACGAGAGTGGG
CAGAAATCTCCGGACTGACTATATCTACGCCICAAAGATAGCGTCTCTTTCCTCTCACCC

GLuAsnLcuProTy:LcuValAlATerlnAlaThrVaLCy:AlaA:quaGlnAJaP:o
CAGAACCTTCCTTACCTGCTAGCGTACCAACCCACCGTCTGCGCTAbCGCTCAAGCCCCT
CTCTTGGAAGGAATGGACCATCCCATCGTTCGGTGCCACACCCGATCCCCAGTTCGGCGA

ProP:oSchrpAspGlnMcLTrpLysCy:LculchrchuLysP:oTh:Lcuu;sCly
CCCCCATCCTGGCACCAGATGTGGAAGTCTTTGATTCGCCTCAAGCCCACCCTCCATGGG
GGCGGTAGCACCCTCGTCTACACCTTCACAAACTAAGCGGAGTTCGGGTGCGAGCTACCC

ProrhrProLeuLeuTyrAqucuGlyALaValClnAsnGluIleTh:LCUThrHL:P:c
CCAACACCCCTGCTATACAGACTGCGCGCTGTTCAGAATGAAATCACCCTGACCCACCCﬂ
GGTTGTCCGGACGATATGTCTGACCCGCGACAAGTCTTACTTTAGTGGCACTGCCTCGCT

ValTh:LysTyrIleMctThrCysMctScrAlaAspLeuGluVaLVaLThrSchhzT:
GTCACCAAATACATCATGACATGCATGTCGGCCGACCTGCACGTCCTCACGAGCACCTGG
CAGTCGTTTATGTAGTACTCTACGTACAGCCGGCTGGACCTCCAGCAGTGCTCGTCGACC

VachuValGlyGlyanLcuAlaALaLcuAlaAlnTy:Cy:LcuSchhrGlyCysVal
GTGCTCGTTGGCGGCGTCCTGGCTGCTTTGGCCGCGanntCCTGTCAACAGGCTGCGTC
CACGAGCAACCGCCGCAGGACCCACGAAACCGGCGCATAACGGACAGTTGTCCCACGCAC

ValIlcvalclyhqunIVachuScrclyLysProAlaXle!leProAspnrgGluval
cTCATAGTCGCCACGGTCGTCTTGTCCGGGAAGCCGCCAATCATACCTGACAGCGAAGTC
CAGTATCACCCGTCCCAGCACAACAGGCCCTTCGCCCCTTAGTATCGACTCTCCCiTCAG

IcuTyrArgCluPhcA:pCluMcLCluCluCy:SeucLnHLchuF:oTyrIchluCln
CTCTACCGAGAGTTCGATGAGATGGAAGAGTGCTCTCAGCACTTACCGTACATCCAGCAA
GACATGGCTCTCAAGCTACTCTACCTTCTCACGACAGTCGTCAATGGCATCTAGCTCGTT

C]yHc:McLLeuAlaCluClnPthys.1nLysAlaLeuGlchuLeuClnThrALaSe:
GGCATCATGCTCGCCGAGCAGTTCAACCAGAAGGCCCTCGGCCTCCTGCAGACCCCGTCC
CCCTACTACGACCCGCTCCTCAAGTTCGTCTTCCGCGAGCCGGAGGACCTCTUCCCCAGG

ArgGlnAlaGluVaLI1cAlaProAlaValGlnThrAsnTrpGlnLychuGluThrPhe
CGTCAGGCAGAGGTTATCGCCCCTCCTGTCCAGACCAACTGGCAAAAACTCGAGACCTTC
GCAGTCCGTCTCCAATAGCGGGGACGACAGCTCTGGTTGACCGTTTTTGAGCTCTGGAAG

T:pALaLy:HisMctTrpA:nPthleSctGIyIleGlnTereuAlaGlyLeuSerThr
TGGGCGAAGCATATGTGGAACTTCATCACTGGGATACAATACTTGGCGGGCTTGTCAACG
ACCCGCTTCGTATACACCTTGAACTAGTCACCCTATCTTATGAACCCCCCCAACACTTGC

LeuProGlyAsnProAlaIleAlaScrLcuMctAlaPheThrALaAlavalThrSe:Pro
CTGCCTGGTAACCCCGCCATTGCTTCA11CATGGCTTTTACAGCTGCTGTCACCAGCCCA
GACGGACCATTGGCGCGCTAACGAAGTAACTACCGAAAATGTCCACGACAGTCGTCGCGT
LcuThrThrSerGlnThrLcuLeuPheAsuIleLeuGlyGlyTrpVaLAlaALaClnLcu
CTAACCACTAGCCAAACCCTCCTCTTCAACATATTGGGGGGGTGGCTGGCTGCCCAGCTC
GATTGGTCATCGGTTTGGGAGGACAACTFGTATAACCCCCCCACCCACCGACGGGTCGAG
AlaAlaP:oGlyAlaAlaThrAlaPthalclyAlaGlchuAlaGlyAlanlaI]ccly
GCCGCCCCCGGTGCCGCTACTGCCTTTCTGCGCGCTCGCTTAGCTGGCGCCGCCATCGG§
CGGCGGGCGCCACGGCGATGACCGAAACACCCGCGACCGAATCGACCGCGGCGGTACCCQ

ServalclybeuclyLysVachuIchspIleLeuAlaGlyTerlynlaclyVAlALa
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AGTGTTCCACTGGGCAACCTCCTCATACACATCCTTGCACCCTATCSCCCCCCCCTCCC;

TCACAACCTCACCCCTTCCAGCACTATCTCTAGCAACGTCCCATAC:GCUCCCGCAL»uL

GLy
CLyAlaLeuVaLAlaPheLysIchetSerclyGluvalProSe:ThrGLuAspLeuvaL
GCAGCTCTTGTCGCATTCAAGATCATGAGCGGTGAGGTCCCCTCCACSSAGGACCTGST!
CCTCCAGAACACCGTAACTTCTAGTACTCGCCACTCCAGGGGAGCTCCCTCCTGGACCAG

AsnLeuLeuProAlaIleLeuSchroclyAlaLeanlValGlyVaqu;CVSAEaA;a
AATCTACTGCCCGCCATCCTCTCGCCCGGAGCCCTCGTAGTCGGCGTGG TCTGTGCAGCA
TTAGATCACGSGCGGTACCAGAGCGGGCCTCGGGAGCATCAGCCGIACCAGACATGTICT

1cLeuArgArglirsvalGlyProGlyGluGlyAlavalGlnTrphetAsnargleclile
ATACTGCGCCGGCACGTTGCCCCCGGCGACGGGGCAGTGCAGTGGATGANCCGGCTGATA
TATGACGCGGCCETCCAACCGCGUL SGCTCCCCCGTCACGTCACCTACTTGSCCGACTAT

ALaPheAlaSerArgGlyAanLsValSerProTh:HisTeralP:oGluSe:AspAla
GCCTTCGCCTCCCCGGCEANCCATCTTTCCCCCACGCACTACGTGCCGGAGAGCGATGEA
CGGAAGCGGAGGGCCCCCTTGG TACAAAGGGGGTGCGTGATGCACGSGTCTCTCGCTALST

1i13Cys
ALaAlaA:anlThrAlaIchcuSchcrLeuThrValThrGLnLeuLeuArgArgLeu
GCTGCCCGEGTCACTGCCATACTCAGCAGCCTCACTG TANCCCAGC TCCTGAGGCGACTS
CGACGGGCGCAGTGACGCTATGAGTCGTCGGACTGACATTGGGTCCAGGACTCCGCT:AC

HLsGlnTrpIleSc:SerGluCys?hrThrProCysSerGlySerT:pLeuArgAspIle
CACCAGTGGATAAGCTCCGAGTGTACCACTCCATGCTCCGGTTCCTGCCTAAGGGACATC
CTGGTCACCTATTCGAGCCTCACATCCTGACGTACGAGGCCANGGACSGATTCCCTGTAG

TrpAspT:lecCysCluVa1LeuSerAspPheLysThrT:pLeuiysAlaLysLeuMeL
TGCGACTGGATATGCGAGCTCTTCAGCGACTTTAAGACCTGCCTAAAAGCTAACCTCATC
ACCCTCACCTATACGCTCCACAACTCCCTGAAATTCTGGACCGATTTTCGATTCGACTAC

ProGLnLcuProGlyIleProPheValSerCysGLnAthlyTerysGlyValTrpArg
CEACAGCTGCCTGGGATCCCCT I TG TG TCCTGCCAGCGCGGGTATAAGGGGGTCTGGCGA
CCTGTCCACGGACCCTACGGGAAACACAGGACGGTCGCGCCCATATTCCCCCAGACCSCT

Gly

ValAspClyIleHetﬂ1sThrAquysHLsCysGlyAlaGluIleThrGlyHisValLys
GTGGACGGCATCATGCACACTCGCTGCCACTGTGGAGCTGACATCACIGGACATGTCAAA
CACCTGCCCTAGTACGTGTCACCGACGGTGACACCTCGACTCYAGTGACCTG TACAGTTT

AsnGlyThrHctArgIlcValGlyProAquh:CysArgAanctTrpSerGlyThrPhc
AACGGGACGATGAGGATCGTCGGTCCTAGG ACCTGCAGGAACATGTGGAGTGGGACCTTC
~IGCCCTGCTACTCCTACCAGCCACGATCC TGGACCTCCTTGTACACCTCACCCTGOANG

P:oIleAsnAlaTerhrThrGlyProCysThrProLcuP:oAlaProAsnTerh:Phe
CCCATTAATGCCTACACCACGGGCCCCTCTACCCCCCTTCCTGCGCCGAACTACACGTTC
GGGTAATTACGGATGTGGTGCCCCGCGACATGGGCGGAACGACGCGGCTTCATGTGCAAG

AlaLcuTrpArgVaLSerAlaGluGluTeralGluIleArgG1nVelGlyAspPthLs
GCGCTATGGACGGTGTCTGCAGACGAATATGTGGACATAAGGCAGGTGGGGGACTTCCAC
CCCGATACCTCCCACAGACGTCTCCTTATACACCTCTATTCCGTCCACCCCCTGAACCTG

TyrvalThrGlyMetThrThrAspAsnLeuLysCysProCysGanalProSchroclu
TACGTCACCGGTATGACTACiGACAATCTCAAATGCCCGTCCCAGCTCCCATCCCCCCAA
ATGCACTCCCCATACTGATGACTCTTAGAGTTTACGGGCACGGTCCAGGGTAGCGGCCTT

Phe?thhrGluLcuAspGlyValArgLcu”isArtheAlaProP:oCysLy:P:oLcu
TTTTTCACAGAATTGGACGGCGTCCGCCTACATAGGTTTGCCCCCCCCTGCAACCCCTTC
AAAAAGTGTCTTAACCTGCCCCACCCCGATGTATCCAAACGCGGCGGGACCTTCCGGAAC
LeuArgGLuGluVulSerPheAqualClchuHisGluTerroVaLClySGrclnLeu

CTGCGGGAGGAGGTATCATTCAGAGTAGGACTCCACGAATACCCCCTAGGGTCGCAATTA
GACGCCCTCCTCCATAGTAAGTCTCATCCTGAGCTGCTTATGCGCCATCCCACCGTTAAT
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“FOCY:CZnP"OC)uPrﬁAsanlAanallcuThrSeantrnnThrA:pﬂroﬁ i
COTIGCCAGCCCCAACCGGALG TCCCCU TG TEGACGTCCATGCTCACTGATCCCTECTAN
GGAACCCTCCCCCTTCGCCWCCACCGGCACAACTGCACGTACCACTGACTAGCCACGG?“

tlcTh:AlaGInALnALaClyArqArqLcuAldArgClySchroPrn:ccvalA?;F_“
ATAACAGCAGAGGCCCECGGGECANGGTTGGEGAGEGGATCACCCCCITCTISTRAE
TATTGTCSTCTCCGLCGGCCCCCTHGCAACCGCTCCCCTAGTGCGGCOACACACCGA L

serSerAlaScrGlnLeouSerAlarroSerleulysAlaThrCySThrALaAsnliLzASD
TCCTCGG S TAGCCAGCTATCCGCTCCATCTC TCAAGGCAACT TGCACCCCTAACCATGAC
AGGAGCCGATCGCTCGATACCCGAGG TAGAGAG TICCGTTCANCGTCCCCATIGETACTS

SerProAspAlaGluleulleGluAlansnleuleuTrpAtgGluGluMatGlyGlynsa
TCCCOTGATGCTGACCTCATAGAGGCCAACCTCCTATGGAGGLAGGAGATISSTCCCANC
AGCSGACTACCACTCGAGTATC TCCCCTIGGACGATACCTCCG TCC I TACCCCCCGTIN

ZlcThrAqudlCluSGVGluAsnLysVnlVallcheuAspserPhcAinroLcuVal
ATCACCAGCCTYGAGTCAGAAAACAAAGTGCTGA TICTGGACTCCTTCGATCLGCTIGTG
TAGTGGTCCCAACTCAGTCTTTTCT11CACCACTAAGACCTCACCAAGCTAGCCGAACAC

AlaGluGluAspGluarqGlulleServaliroAlaGlullelouArglysSCrArgirg
CCGGAGGAGCACGACCGGCAGATCTCCCTACCCGCACAAATCCTGCCGAAGTCTCGGAGA
CGCCTCCTCCTCCTCGCCCTCTAGAGGCATCGGCGTCTTTAGGACGCCTTCACACCCTCT

PheAlaGlnAlaleulProvalTrpAlaArgProAspTyrasnProProleuvalG uThyr
TTCGCCCAGGCCCTGCCCE I TTCGGCOCGGCCGGACTATAACCCCCCGCTAGTGGAGACE
AACCCGGTCCGGCACGGGCAAACCCGCGCCCGCCTGATATTGGGGGGCGATCACCTCTCC

TrpLy:Ly:ProAspTyrGJnFroPrOValvalnxsclyCysvroLeuProvrnvroLyﬂ
TGGAAAAAGCCCCACTACGAACCACC?C1CCTCCATCGCTGTCCCC1TCCACCTCCALAC
ACCTTTTTCCCCCTCATGCTTGCTGGACACCACGTACCCACAGCCGAACGTGGAGGTTTF

Sc:ProProVnlProProProAcgLysLysArgThrValVaLLcuThrGluSerThrLeu
FCECCTCCICTCCC TCCCCC TCGCAAGANGCCGACGE TGS TCCTCACTGAATCAACCETA
AGGGGACGACACCGACGCGGAGCCTTCT ICGCCTGCCACCAGGAGTGACT TAGTIGETAT

: ﬁc:
ScrThrAlaLeuAlaGLuLcuALaThrArg5ctPthLySerSerSchhrSchlyIYC
TCTACTGCCTIGGCCEAGCTCGCCACCAGAACCTTTGGCACCTCCTCAAC TTCCCGENTT
AGATGACGGAACCGGCTCGACCCGiCGTCTTCGAAACCGTCGACGAGTTGAACGCCCTAA

ThrCLyA:pAsnThranThrSc:SchluProALaPrnSerGlyCy:rrﬁPrnA:pSev
ACCGGCGACAATACCACAACATCCTCTGAGCCCGCCCCTTCTGGCTCCCCCCCCCACTCC
TCCCCGCTGTTATCCTCTtCTAGGAGACTCGGCCCGCCAACACCGACCGGCCCCCTGACﬂ

PheAla
AspAlaGluSchyrSchchctProProLeuGluGlycluProGlyA:pProAschu
GACGCTGAGTCCTATTCCTCCA?CCCCCCCCTGGAGCGGGACCCTGGGGATCCGGATCTF
CTGCGACTCACGATAAGCAGGTACGGCGGGCACCTCCCCCTCCCACCCCTACGCCTAGAA

ScrAspGlySc:TrpSetThrValSerSc:GluAlaAsnAlacluAspVaanLCysCys
AGCGACGGGTCATGGTCAACCGltAGTAGTGAGGCCAACGCGCAGGATGTCGTGTCCTGC
TCCCTGCCCAGTACCAGTTGCCAGTCATCACTCCGGTTGCGCCTCCTACAGCACACGACC

Serﬂc:Schy:;chrpThtGlyAlaLcuValThrProCysAlaAlaCluCluClnLy:
TCAATGTCTTACTCTTGCACAGGCCCACTCGTCACCCCGTGCGCCCCGGAAGAACACAAA
ACTTACAGAATGAGAACClCTCCCCGTCAGCAGTCCGGCACCCGGCGCCTTCTTCTCTTT

bcuProIleAsnAlaLeuScrAsnScrLeuLcuArqHisHiSAsnLcuVa)TyrSc:?:i
CTGCCCATCAATGCACTAAGCAACTCG1TGCTACGTCACCACAATTTGGTCTATTCC:;u
GACGGGTAGTTACGTGATTCGTTCACCAACGA1GCAGTGCTCTTAAACCACATAAGC.CG

ThtSerArchrAlaCy:GlnArgGlnLysLySValrhrPhcAspA:qLcuClnvqiL;u

ACCTCACGCACTGCTTGCCAAACGCAGAACAAACTCACATTTGACAGACTGCAAC1ICYC
TGCACTCCCTCACCAALbbll‘LCb|L1LLTlJbACTCTAAACTCTCTCACCTTCAACﬂc
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AspScer:Terth:an\Lc“LchLuVJlLy:ALnAiuAln;crLy:Vuihy:A.”
GACAGCCATTACCAGGACCTACTCAACGAGGTTAAACCACCGCCCTCAAAAGTCAACCCT
CTCTCGGTAA1CGTCCTGCATCAGHTCCTCCAAWﬂTCCTCGCCCCACTﬂ“ﬁCACTTCCGA

Phe
AsnLcuLeuSchalGLuGluAlaCysSCr[cuThrProP:onLsScrALnLyaSurLy:
AACTTCCTATCCGTAGACGAAGCTTCCAGCCTCACCCCCCCACACTCAGCCAAATCCAAG
TTGAACGATAGCCATCTCCTTCGAACGTCGGACTGCCGGGGTGTGAGTCCGTTTAGGTTC

PthlyTyrGlyAlaLysAsqulA:qusnstLaAquysALaVaLTh?HLstleAsn
TTTCCTTATGGGGCAAMAGACG TCCGTTCCCATCCCAGAAAGCCCSTANCCCACATCANC
AAACCAATACCCCGTTTTCTCCAGGCAACGGTACGGTCTTTCCGGCATTGGG?GTAGTTG

SerValTrpLysAspLeuLcuGluAspAanalThrProIleAspThrThr[LchtAln
TCCGTGTGGAAAGACCTTCiGGAAGACAATGTAACACCAATAGACACTACCAHCATGGCT
AGGCACACCTTTCTGGAAGACCTTCTCTTACATTCTGGTTATCTGTGATGGTAGTACCGA

LysAsnGluValPheCysValGlnProCluLysGlyGlyArqLysProAlaArqbcu!Lc
AAGAACGACGTTTTCTGCGTTCAGCCTGACAAGGGGGGTCGTAAGCCAGCTCCTCTCATC
TTCTTGCTCCAAAACACGCAAGTCGGACTCTTCCCCCCAGCATTCGGTCCACCAGAGTAG

ValPheProAspLeuGlyValAthalesGluLysMetAlaLcuTyrAanaanlThr
GTGTTCCCCGATCTCGGCGTGCCCGTGTGCGAAAAGATGGCTrrGTACGAccTGGTTACA
CACAAGGGGCTAGACCCGCACGCGCACACGCTTTTCTACCGAAACATCCTGCACCAATGT

LysLeuProLcuALaValHetGlySetSchyrGlyPheGlnTyrSchroGlyClnArq
AAGCTCCCCTTGGCCGTGATGGGAACCTCCTACGGATTCCAATACTCACCAGGACACCGG
'VTCCAGCGGAACCGGCACTACCCTFCCAGGAICCCTAAGGTTATCACTCCTCCTCTCGCC

ValGluPheLeuValGlnAlaTrpLysSerLysLysThrProMctcLyPtherTy:Asp
GTTGAATTCCTCCTGCAAGCGTGGAAGTCCAAGAAAACCCCAATCCCCTTCTCCTATGAT
CAACTTAAGGAGCACGTTCCCACCTTCAGGTTCTTTTGGGCTrACCCCAAGACCATACTA

ThrArgCysPhcAspSerThrValThrGluScrAsleeAquhrGluGluAlaIleTyr
ACCCGCTGCTTTGACTCCACAGTCACTGAGAGCGACATCCGTACGGAGGAGGCAATCTAC
TGGGCGACGAAACTGAGGTGTCACTGACTCTCCCTGTAGCCATCCCTCCTCCGTTAGATG

GLnCysCysAspLenA:nProCLnALaAqualAlaIxeLysSc:LcuancluAqucu
CAATCTlGTGACCTCGACCCCCAACCCCCCGTGGCCATCAAGTCCCTCACCGACACGCTT
GTTACAACACTGCACCTCCCCGTTCGCGCGCACCGCTAGITCACGCACTGGCTCTCCCAA

Gly
TyrValclyGlyProLcuThrAsnScrAqulyGluAanysG]yTyrAranqu:Arq
TATGTTGGGGCCCCTCTTACCAATTCAAGGGGGGAGAACTGCGCCTATCCCAGGTCCCGC
ATACAACCCCCGGGAGAATCGTTAAGTTCCCCCCTCTTGACGCCGATAGCCTCCACGCCG

AlaSerGlyVachuThrThrSchysGLyAsnThrLcuanCysTyrIchysALaArq
GCGAGCGGCGTACTCACAACTAGCTGTGGTAACACCCTCACTTGCTACATCAAGGCCCCG
CGCTCGCCGCATGACTCTTGATCCACACCATTGTGGCACTGAACGATGTA TTCCGCGCC

AlaAlaCy:ArgAlahlaclchuGlnAsprsThrMcthuValesClyAspAschu
GCAGCCTCTCGAGCCGCAGCGCTCCAGGACTGCACCATGCTCGTGTGTGCCCACGACTTA
CGTCGGACACCTCGGCGTCCCGAGGTCCTCACGTCGTACGAGCACACACCCCTCCTGAAT

ValValIleCyscluScrAlaClyvaLClnGluAspAlaAlaScrlcuArqnlaPheThr
GTCGTTATCTGTGAAAGCGCGGGGCTCCAGGAGGACGCGGCGAGCCTGAGACCCTTCACG
CAGCAATAGACACTTTCGCGCCCCCACCTCCTCCTGCGCCGCTCGGACTCTCCGAAGTCC

GluAlaHetThrAquyrScrAlnProFroGLyAspvroProGlnProCluTyrAschq
GAGGCTATGACCAGCTACTCCGCCCCCCCTGGGGACCCCCCACAACCAGAATACGACT1L
CTCCGATACTGGTCCATGAGGCCCGCCGGACCCCTGGGGGGTGTTGCTCTTATGCTGAAC
GluLeuIlcThrSchySSerScrAanalSchalAlnHlsAspClyAlnGLyLysArq

GAGCTCATAACATCATGCTCCTCCAACCTCTCAGTCCCCCACGACGCCGCTGCAAAGAGC
CTCCAGTAiTCTAGTACGAGCACCTTGCACACTCACCGGGTCCTGCCGCCACCTWTCTCC
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ValTyrTercuThrArgAspProThrThrProLcuAlaArgAlaAla?rpGluThrAla
GTCTACTACCTCACCCGTCACCCTACAACCCCCCTCGCGAGAGCTGCGTGGGAGACAGCA
CAGATGATGGAGTGGGCACTGGGATGTTGGGGGGAGCGCTCTCGACGCACCCTCTGTCCT

ArgHLsThtProValAsnSchrchuclyAsnIleIleMetPheAlaProThrLeuTrp

vAGACACRCTCCAGTCAATTCCTGGCTAGGCAACATAATCATGTTTCCCCCCACACTGTGG

TCTGTGTGAGGTCAGTTAACGACCGATCCGTTGTATEAGTACAAACGGCGGTGTGACACC

AlaArqnctIleLcuMctThrHLSPhePheServachuIleAlaArgAspClnLeuGlu
GCGAGCATCATACTGATCACCCATTTCTTTAGCCTCCTTATAGCCAGCGACCAGCTTGAA
CGCTCCTACTATGACTacTGGGTAAAGAAATCGCAGGAATATCGGTCCCTGCTCGAACTr

GlnALaLeuAsprsGluIleTyrGlyAlaCysTyrSerIchluProLeuAspLeuP:c
CAGGCCCTCGATTGCGAGATCTACGGGGCCTGCTACTCCATAGAACCACTTGATCTACCT
GTCCGGGAGCTAACGCTCTAGATGCCCCGGACGATCACGTATCTTGG1CAACTAGATGGA

?rorleIleGlnArgLeuHisGlchuScrAlaPheSerLcuHLsSerTyrSchroCly
CCAATCATTCAAAGACTCCATGGCCTCAGCGCATTTTCACTCCACAGTTACTCTCCAGGT
GGTTAGTAAGTTTCTGAGGTACCGGAGTCGCGTAAAAGTGAGGTGTCAATGAGAGCTCCA

GluIleAsnArgValAlaAlaCysLcuArgLysLeuGlyValProvroLeuArgALaTrp
CAAATTAATAGGGTCGCCCCATGCCTCAGAAAACTTGGGGTACCGCCCTTGCCAGCTECG
CTTTAATTATCCCACCGGCGTACGCACTCTTT1CAACCCCA1CGCGGGAACGCTCGAACC

Gly

ArgHLsArgAlaArgSerValArgAlaArqLeuLcuAlaArgGLyGlyArgAlaALa!lc
AGACACCGGGCCCGGAGCGTCCGCGCTACGCTTCTCGCCACAGCACGCAGGGCTGCCATA
TCTGTGGCCCGGGCCTCGCAGGCCCCATCCGAAGACCGGTCTCCTCCGTCCCGACGCTAT

CysGlyLysTereuPheAsnTrpAlaValArgThrLysLeuLys
TGTGGCAACTACCTCTTCAACTGGGCAGTAAGAACAAAGCTCAAAC
ACACCGTTCATGGAGAACTTGACCCGTCATTCTTGTTTCGAGTTTG

1740 abra
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Einige konscrvierte co-lineare Peptide in HCV & Flaviviren

NSS
hoch-konservierte
Polymerase -
NS3-Region Region
Flaviviren TATPPG-—---evee- SAAQRRGRIGRNP-ecan cmemeemecees GDOOCVV
(Gelbfieber, West-Nil,
Denge) .
HCV TATPPG--------SRTQRRGRTGRGK -GODLVV
#1348 #1483 #2737

21 obra

Kiadja az Magyar Szabadalmi Hivatal, Budapest

A kiaddsért felel: Gyurcsekné Philipp Clarisse osztdlyvezetd

ARCANUM Databases - BUDAPEST
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