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Figur 1

BDV genom,

A: Afbildning af 9 BDV cDNA kloner, der omspander hele genomet. Klonerne blev
fremstillet fra oligo dT primet cDNA (DT kloner) eller fra tilfeldigt pri-
met cDNA ved brug af kalvebrissel oligonuclectider (CT kloner). Navnene pa
klonerne er som felger: 1 - pCT63; 2 - pPCT36; 3 - pCT1B3; 4 - pCT70; 5 -
pDT28; 6 - pPDT17; 7 - pCTi74; 8 - PDT65; 9 - pCTis85; 10 - pCT40.

B: Anvendte cDNA fragmenter til konstruktion af ekspressionsvektorer for
E.coli ved fusion til E.coli B-galactosidasegenet.
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opfindelsen angar en nucleotidsekvens, der koder
for et til kvagdiarré relateret polypeptid, altsa et vi-
ralt polypeptid. Opfindelsen angdr yderligere et rekom-
binant ekspressionssystem, der i en forligelig vertcelle
er i stand til at foretage produktion af et til kvaegdi-
arré relateret polypeptid, og en rekombinant vektor og
rekombinante vartceller. Derudover angdr opfindelsen
selve polypeptidet og en vaccine, der er effektiv mod
kvagdiarrévirus samt fremgangsmader til fremstilling af
henholdsvis polypeptidet og vaccinen. Endelig angar op-
findelsen anvendelser af henholdsvis polypeptidet og
vaccinen. _

Sygelighed og dgdelighed foridrsaget af kvagdiar-
ré-virus (BDV, “bovine diarfheé virus") blandt malke-
kveg og okser er et overalt i verden ulgst gkonomisk
problem. En subklinisk form karakteriseret ved hgj syge-
lighed og lav dgdelighed er endemisk og er forbundet med
nedsat respiratorisk evne, neonatal diarré, ulcerationer
i ford¢jelseskanalen, jmmunodeficiens og, hos kalvebz-
rende kger, abort og teratogenese. Sygdommen kan erken-
des hos kalve, men voksne barere er vanskelige at iden—’
tificere. ‘

En akut form af sygdommen skyldes infektion af
foetus inden for de fgrste tre graviditetsmaneder. For-
1gbet af denne form af sygdommen er snigende. Kalvene
kan overleve den fgrste infektion, men de, der overle-

ver, bliver immunotolerante og udskiller levende vira.

De kan ikke overleve en anden infektion. Da deres egen-
skab som bzrere ikke kan pivises ved titrering af deres
sera, er disse dyr ansvarlige for spredning af sygdommen
fra bestand til bestand.

BDV inficerer ogsid svinebestande. Hos svin er det
vigtigt at skelne mellem, om dyrene er inficeret med BDV
eller svinekolera-virus, da svinekolera er en gkonomisk
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vigtig sygdom, mens kvagdiarré-infektion er af forbi-
gdende betydning og i de fleste tilfazlde kan ignoreres.
Svin inficeret med kolera skal slagtes, og da nuvarende
diagnosemetoder for svin ikke kan skelne mellem disse to

5 infektionstyper, ma svin, der i virkeligheden kun er in-
ficeret med BDV, ogsa tilintetggres. ’

Nuverende pavisningsmidler for BDV-infektion hos
kalve er ligesd mangelfulde, idet de er baseret pa ti-
trering for antistoffer i sera, hvilken titrering ikke

10 kan pavise de immunotolerante kalve. Der ¢nskes sdledes
en diagnosemetode, der er i stand til bide at pivise
tilstedevarelse af virus'en hos nyfgdte dyr med kroniske
infektioner og at skelne mellem svinekolera-virusinfek-
tion og BDV-infektion. Dette kunne opnds enten ved at
anvende antistoffer med hgj affinitet og specificitet

15 for virus-partiklerne eller ved at anvende oligomere
nucleinsyreprober, der har evnen til specifik hybridi-
sering til de virale sekvenser.

Foruden behovet for forbedrede diagnostica er. der
for nazrvarende heller ingen effektiv vaccine, der er

20 gunstig til at hindre spredning af sygdommen forirsaget
af BDV. Det er ¢gnskeligt, at en siddan vaccine skal til-
vejebringe langvarig immunitet, ikke vil inficere foetus
hos det inokulerede dyr og ikke har ugnskede bivirknin-
ger, sdsom inducering af immunotolerance over for vi-

26 rus'en eller depression af immunsystemet. Disse karakte-

ristika er vanskelige om ikke umulige at opnd hos en
svekket eller drzbt virusvaccine. Sadanne vacciner ud-

ggr for stgrstedelens vedkommende teknikkens stade
(saurat, P., et al., "La Maladie des Muqueuses" (1972),
side 229-251. L'Exapansion scientific francaise, Paris).
30 Nyligt har Fernelius, A.L., et al., (Am. J. Vet. Res.
(1971) 32: 1963-1979) rapporteret om en vaccine frem-
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stillet ud fra et hgjmolekylazrt oplgseligt aritigen vun-
det ved vaegtfyldegradient-centrifugering fra BDV-virus
dyrket i embryoniske kvegnyreceller.

De pA omradet anvendte veje til pav1sn1ng af og
beskyttelse mod viral kveg-diarré har veret i hgj grad
empiriske og har ikke gjort brug af forfinet Xendskab
til arten af den vektor, der forirsager sygdommen. Kvag-
diarré-virus'en er imidlertid, sammen med svinekolera-
v:Lrus og tilgrensende sygdomsvira, blevet klassificeret
som en pestivirus, der tilhgrer familien Togaviridae
(Porterfield, J.S., "The Togavirions, Biology, Structu-
re, Replication®, Schlesinger, W., Ed. (1980), Academic
Press, side 17-24).

1 analogi med andre togavira skulle disse vira
indeholde et kapsidprotein og to eller tre membran-gly-
coproteiner (Horzinet, M.C., Non-arthrpod-borne Toga-
viruses (1981), Academic Press, London), Epitoper, der
er i stand til at fremkalde antistoffer forbundet med
neutralisation og beskyttelse mod infektion, forventes
at vere indeholdt i membran-proteinerne (se f.eks. Bo-
ere, W., et al., J. Virol. (1984) 52:572-582). Pestivira
er ogsd karakteriseret ved-oplgselige antigener, der er
omtrent 80 kD proteiner. Et 76 kD protein fra BDV har
faktisk veret anvendt som en forsggsvaccine (Fernellus,
A.L., et al., supra).

Oopfindelsen tilvejebringer cDNA-kopier af den to-
tale genomiske RNA~-sekvens fra kvegdiarré-virus. Dette
gg¢r hele repertoiret af peptider syntetiseret af vi-
rus'en tilgzngelig og ggr det muligt at fremstille pro-
teiner, der indeholder epitoper, som er effektive og
specifikke i henseende til at udvikle gnskede antistof-
fer og tilvejebringe celler, der er egnede for fremstil-
ling af monoklonale antistoffer. Den primzre struktur af
genomet tilvejebringer ogsd den ngdvendige information
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til at kunne konstruere oligomere sekvenser, der er an-
vendelige som diagnostiske prober.

Proteinprodukterne er sdledes i stand til at tje-
ne som vacciner til beskyttelse af dyr, der er genstand
for infektion med denne virus, mod efterfglgende sygdom.
Ridigheden over hele genomet giver mulighed for frem-
stilling af effektive proteiner, sdsom stgrre virionkom-
ponenter og individuelle virion-underenheder, der ville
vere utilgzngelige ved anvendelse af "nativ" produk-
tionsteknik, dvs. fra viral infektion af vavdyrkede cel-
10 ler. _ ‘

I overensstemmelse hermed er den ovenfor definere-
de nucleotidsekvens ifwelge opfindelsen ejendommelig ved,
at den er en region af den genetiske sekvens for kvagdi-
arrévirus vist pa figur 2 eller en kombination af regio-

15 ner i denne sekvens. Hvis den omhandlede nucleotidse-
kvens er defineret ved, at den koder for et viralt poly-
peptid, er den ejendommelig ved, at détte i det vasent-
lige er identisk med det, der kodes for af den genomiske
sekvens for kvagdiarrévirus vist pa figur 2. Det rekom-
20 binante ekspressionssystem ifelge opfindelsen er ejen-
dommeligt ved, at systemet omfatter en DNA sekvens som
ovenfor defineret som en nucleotidsekvens, der operativt
er forbundet til en med varten forligeligt kontrolse-
kvens. I en foretrukken udferelsesform findes opstrems
25 for navnte DNA sekvens og i lzseramme hermed en fusione-
ret nucleotidsekvens kodende for et vartprotein eller en
del deraf. Den rekombinante vektor ifelge opfindelsen er
ejendommelig ved, at den omfatter ovennavnte ekspressi-
onssystem. De rekombinante vartceller ifelge opfindelsen
30 er ejendommelige ved, at de er transformeret med oven-
navnte vektor eller med en vektor omfattende den ovenfor

definerede foretrukne udferelsesform for det opfinde-

riske eksperssionssystem. Polypeptidet ifelge opfindel-
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sen er ejendommeligt ved, at det i det vaesentlige er
identisk med hele aminosyresekvensen som vist pa figur
2 eller med en region eller kombinationer af regioner
deraf. I en foretrukket udferelsesform er polypeptidet
ifelge opfindelsen yderligere fusioneret med et vartpro-
tein eller en del deraf. Den ovenfor definerede vaccine
mod kvagdiarrévirus er ejendommelig ved, at den omfatter
polypeptidet ifelge opfindelsen samt farmaceutisk accep-
table excipienser vog i en foretrukket udferelsesform
yderligere en immunogen partikel som defineret i under-
kravene pa vaccinen.

Fremgangsmidden ifelge opfindelsen til fremstilling
af et polypeptid ifelge opfindelsen er ejendommelig ved,
at man dyrker vertceller ifelge opfindelsen og udvinder
det rekombinante polypeptid. Endvidere er fremgangsmaden
ifelge opfindelsen til fremstilling af en vaccine ifelge
opfindelsen er ejendommelig ved, at man udever ovennavn-
te fremgangsmade og foretagere en yderligere tilsatning
af farmaceutisk acceptable excipienser.

Et opfinderisk polypeptid kan ifelge opfindelsen
anvendes til fremstilling af preveszt til immunologisk
pAvisning af fusionsproteiner af kvegdiarrévirus. Og en
opfinderisk nucleotidsekvens kan ifelge opfindelsen dels
anvendes til konstruktion af som diagnostiske sonder
nyttige oligonucleotidsekvenser, o©0g dels anvendes til
fremstilling af en vaccine, der som bzrer omfatter le-
vende viral vektor, der tillader ekspression éf et en-
sket kvagdiarréﬁirusantigen sammen med et ‘protein, fra
bzreren i inficerede celler.

I det fglgende beskrives opfindelen med henvis-
ning til tegningerne, pd hvilke:
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Fig. 1 viser Xortet over overlappende segmenter
af cDNA, der tilsammen udggr hele BDV-genom-sekvensen,
og cDNA-fragmenter anvendt til at konstruere E. coli-
ekspressionsvektorer, og

5 Fig. 2 viser den fuldstendige nucleotidsekvens
for BDV-genomet. cDNA'et indeholder den identiske se-
kvens med den undtagelse naturligvis, at T vil erstatte
U. Den reducerede aminosyresekvens, baseret P3 den 3&bne
laseramme, og bekraftet ved ekspression af segmenter, er

10 ogsa vist.

Udfgrelsesformer for opfindelsen:

A. Definitioner

Anvendt i nzrvarende beskrivelse skal en nucleo-
tidsekvens "i det vesentlige identisk® med det eksempii-

15 ficerede BDV-genom referere til en sekvens, der bevarer
de afggrende egenskaber af det eksemplificerede poly-
nucleotid. Et specifikt, men ikke-begraznsende eksempel
P4 sddan substantiel zkvivalens ville vere reprasenteret
af en sekvens, der indkoder den identiske eller i det

20 vasentlige identiske aminosyresekvens, men som, p3 grund
af codon-degeneration, ggr brug af andre specifikke co-
doner. Nucleotid-forandringer er i virkeligheden ofte
gnskelige for at skabe eller udelade restriktionssteder,
tilvejebringe oparbejdningssteder eller zndre aminosyre-

25 sekvensen pa mider, der ikke ugunstigt pavirker funktio-
nalitet. "Ndcleotidsekvens" refererer bdde til en ribo-
nucleotid- og en deoxyribonucleotid-sekvens og omfatter
den positive streng, som vist, og ogsd den negative
streng.

30 En DNA-sekvens "afledt af" nucleotidsekvensen,
der omfatter BVD-genomet, refererer til en DNA-~-sekvens,
der er omfattet af en region af den genomiske nucleotid-
sekvens eller en kombination af regioner af nzvnte se-
kvens. Disse regioner er ikke ngdvendigvis fysisk af-

35 ledt af genets nucleotidsekvens, men refererer til poly-
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nucleotider udviklet p3d en hvilket som helst mide, og
som har den samme eller "i det vasentlige identiske"
sekvens af baser som den, der foreligger i den eller de
regioner, af hvilke(n) polynucleotidet er afledt. For
eksempel omfatter typiske DNA-sekvenser "afledt af"
BDV-genomet fragmenter, der indkoder specifikke epito-
per, fragmenter, der indkoder dele af det virale poly-
peptid, sekvenser, der indkoder kapsid-proteinerne, se-
kvenser, der indkoder udeladte virioner, og sekvenser,
der indkoder andre nyttige virale gener.

“Rekombinante vartceller”, “"vartceller", “cel-
ler", "cellelinier", “"cellekulturer" og andre lignende
udtryk, der angiver miktoorganisi_ner eller hgjere euka-
ryotiske cellelinier dyrket som unicellulzre enheder, er
anvendt indbyrdes uvekslelige og refererer til celler,
der Xkan, eller er blevet, anvendt som recipienter for
rekombinant vektor eller andet transfer-DNA, og omfatter
afkom af den oprindelige transficerede celle. Det skal
forstds, at afkommet af en enkelt stamcelle ikke ngdven-
digvis er fuldstendigt identisk i morfologi eller i ge-
nomisk eller totalt DNA-komplement med den oprindelige
stamcelle, hvilket kan skyldes tilfzldig eller forsztlig
mutation. Afkom af stamcellen, der har tilstrakkelig
lighed med stamcellen til at blive karakteriseret ved
den relevante egenskab, sdsom tilstedevarelse af en nu-
cleotidsekvens, der indkoder et ¢nsket peptid, er in-
kluderet i det afkom, der er tilsigtet med nzvnte defi-
nition, og er omfattet af de ovennavnte udtryk.

“Styringssekvens” refererer til DNA-~sekvenser,
der er ngdvendige for at bevirke ekspressionen af kod-
ningssekvenser, til hvilke de er ligeret. Arten af sa-
danne styringssekvenser varierer i afhengighed af vert-
organismen. 1 prokaryoter omfatter sadanne styringsse-
kvenser i almindelighed en regulationsregionspromotor

og ribosom-bindingssted og terminationssignaler, mens i
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eukaryoter sadanne styringssekvenser i almindelighed om-
fatter promotorer, terminatorer og, i nogle tilfazlde,
transkriptionsfremmere. Angivelsen "styringssekvenser"
skal som minimum omfatte alle komponenter, hvis til-
5 stedevarelse er ngdvendig for ekspression, og kan ogsd
omfatter yderligere komponenter, hvis tilstedevarelse er
fordelagtig.
"Opererbart forbundet" refererer til en sidestil-
ling, hvori de siledes beskrevne komponenter befinder
10 sig i et indbyrdes forhold, der tillader dem at fungere
pa den for dem tilsigtede m3de. En styringssekvens "ope-
rerbart forbundet® til en kodningssekvens er ligeret pa
en sddan mide, at ekspression af kodningssekvensen op-
nds under betingelser, der er kompatible med styrings-
15 sekvenserne.

B. Generel beskrivelse

Centralt for den foreliggende opfindelse er til-
vejebringelsen af en nucleotidsekvens indeholdende det

20 totale genom fra kvagdiarré-virus. Tilgezngeligheden af
dette fuldstandige polynycleotid tillader konstruktion
©g fremstilling af oligomere prober til diagnose, af
vacciner, der er effektive over for BDV, og af protei-
ner, der er anvendelige ved fremstilling af neutralise-

25 rende antistoffer. Sekvens-information, der er tilgenge-
lig fra genomet, muligggr deducering af polypeptidets
aminosyresekvens og udtankning af lokationer for qunsti-

ge epitoper. Nir fgrst de gnskede sekvenser er valgt,
kan endvidere passende fragmenter af genomet vindes og
30 eksprimeres uafhengigt, hvorved der t11ve3ebr1nges gn-
skede polypeptider. Korte polypeptldfragmenter kan ogsd
syntetiseres kemisk og forbindes til bare-proteiner til
brug som immunogener. Rekombinantmessigt eksprimeredes
polypeptider Xan tilvejebringes under betingelser, der

35 giver et gunstigt miljg for oparbejdning til for eksem—~




10

15

20

25

30

35

DK 175413 B1

pel kXonjugation med cellulzre eller kunstige membraner,
der siledes kunne bare epitop-stederne uden ulemperne
ved at anvende en infektigs virus. Pattedyr- og garcel-
ler tilvejebringer egnede miljger for siddan ekspression.
Endvidere kan epitoperne frembringes forbundet til et
partikeldannende protein.

De ovennavnte fremstillede proteiner kan i sig
selv anvendes som vacciner, eller de kan anvendes til at
inducere immunockompetente B-celler i verter, hvilke B-
celler derefter kan anvendes til at frembringe hydri-
domer, der udskiller antistoffer, som er nyttige ved
passiv immunoterapi og diagnose.

B.l. Nucleotidsekvens af BDV-genomet

BDV-genomsekvensen fandtes ud fra cDNA-kloner,
der reprasenterer overlappende sektioner af det totale
virale RNA-genom (Fig. 1). Det virale RNA blev isoleret
fra virus dyrket pa embryoniske kvagnyreceller. Det vi-
rale RNA blev fraktioneret pad sucrosegradienter, og de
fraktioner, der indeholdt RNA af tilstrakkelig langde
til at indeholde det intakte genom, blev samlet, etha-
nol-fzldet og anvendt til at fremstille et cDNA-biblio- |
tek. cDNA-insertioner blev screenet indledningsvis ved

hj=lp af et (+/-)-system. Positive hybridiseringer var

mod RNA isoleret fra virus efter lysis af inficerede
celler, og negative hybridiseringer var mod RNA isole-
ret fra uinficerede celler. fn insertion med den rette
(+/-)-respons anvendtes derefter som reference-klon til
Xortlegning af den resterende del af biblioteket. Ad-
skillige Xkolonier, der hybridiserede til den positive
insertion, anvendtes til at opna yderligere dele af det
virale genom ud fra cDNA-biblioteket ved anvendelse af
"walking“-teknik. Der vandtes ti cDNA-kloner, der repra-
senterede overlappende dele af det virale genom, som
vist i Fig. 1, og disse blev underkastet restriktions-
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kortlegning og sekvensbetemmelse. Den totale genom-se-
kvens blev udledt af disse ti cDNA-insertioner og er
vist i Fig. 2.
Den illustrerede DNA-sekvens og dele deraf er di-
5 rekte anvendelige som diagnostiske redskaber til pavis-
ning af tilstedevarelse af BDV i inficerede dyr. De er
se2rligt anvendelige til at skelne BDV-infektioner fra
svinekolera-virus. Fremgangsmider til anvendelse af DNA-.
hybridisering ved diagnosticering af sygdomme findes om-
10 talt i US patentskrift nr. 4.358.535, Falkow. Som deri
omtalt, kan biologiske prgver anvendes direkte til op-
ndelse af Southern blots ved anvendelse af egnede pro-
ber. Da BDV-genomet er forskelligt fra genomet af svine-
kolera-virus, kan specifikke dele af BDV-sekvensen an-
15 vendes til at pdvise tilstedevarelse af tilsvarende kom—
pPlementzre sekvenser i biologiske prgver fra subjekter,
der mistaznkes for at have infektionen.

B.2.Fremstilling af virale polypeptidfragmenter i E.
20 coli '
Tilgzngeligheden af den totale genom-sekvens

muligggr konstruktion af ekspressionsvektorer, der ind-
koder formodede antigent aktive regioner af virion-pro-
teinerne. Fragmenter, der indkoder de gnskede proteiner,
25 vindes fra cDNA-klonerne ved anvendelse af konventionel
restriktions-digerering og ligeres ind i en rzkke vek-
torer indeholdende polylinker-steder i alle mulige lase-
rammer for at frembringe fusionsproteiner ved den C-ter-
minale ende af p-galactosidase. Elleve dele af BVD-geno-
30 met blev eksprimeret som p-gal-fusioner i E. coli ved
anvendelse 'af denne metode, som vist i Fig. 1. Disse
dele vandtes ved restriktionsklgvning og/eller ligation
af de ti oprindelige kloner, eller de oprindelige klone-
de sekvenser anvendtes direkte. De siledes tilvejebrag-

35 te fusionsproteiner kan vare immunogene.
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B.3. Fremstilling af antigene polypeptider og konjuga-

tion med berer

Peptidregioner, der reprazsenterer epitoper, kan

syntetiseres ved anvendelse af kemiske metoder eller re-

. kombinantmetoder og forsynes med for eksempel cystein-

grupper ved C-terminus, hvilket tilvejebringer midler

til at forbinde peptiderne til neutrale bareproﬁeiner.

En razkke teknikker til opndelse af s3dan binding ken-
des, inklusive dannelsen af disulfidbindinger ved anven-
delse  af sadvanlige reagenser, sdsom N-succinimidyl-3-
(2-pyridyldithio)propionat (SPDP) oé succinimidyl-4-
(N-maleimido-methyl)cyclohexan-l-carboxylat (SMCC) stam-
mende fra Pierce Company, Rockford, Illinois. Disse rea-
genser skaber en disulfidbinding mellem dem selv og pep-
tid-cysteingrupper i det ene protein og en amidbinding
gennem g-amino pa en lysin, eller anden fri aminogruppe
i det andet. Der kendes forskellige sadanne disulfid/
amid-dannende midler. Se for eksempel Immun. Rev. (1982)
62:185. Andre bifunktionelle koblingsmidler danner en
thioether i stedet for en disulfid-binding. Mange af
disse thioether-dannende midler er kommercielt tilgznge-
lige og omfatter reaktive estre af 6-maleimidocapronsy-
re, 2-bromeddikesyre, 2-iodeddikesyre, 4-(N-maleimido-
methyl)cyclohexan~l~carboxylsyre og lignende. Carboxyl-
grupperne kan aktiveres ved at kombinere dem med succin-
imid eller 1l-hydroxy-2-nitro-4-sulfonsyre-natriumsalt.
Den foregaende liste er ikke udtgmmende, og modifikatio-
ner af de anfgrte forbindelser kan anvendes.

Enhver bzrer kan anvendes, der ikke i sig selv
inducerer dannelsen af antistoffer, der er skadelige for
subjektet, sidsom de forskellige serumalbuminer, tetanus-
toxoider eller "keyhole limpet hemocyanin" (KLH).

Ved injektion i egnede subjekter resulterer kon-
jugaterne i dannelse af antisera, der indeholder immuno-
globuliner, som er specifikt reaktive over for ikke blot
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disse konjugater, men ogsd over for fusionsproteiner ba-
rende de analoge dele af sekvensen, og over for hel BDV.

B.4. Fremstilling af pattedyr-cellemembraner indeholden-

5 de BDV-epitoper
Dele af cDNA-biblioteket omfattende BDV-genomet
blev ogsa ligeret ind i ekspressionsvektorer, der var

kompatible med rekombinante pattedyr-vartceller, neden-
for illustreret ved en pattedyr/bakterietransportvektor

10 ("shuttle"-vektor") indeholdende en linkersekvens ned-
strgms for den tidlige SV40-promotor, efterfulgt af den
ligeledes af SV40 afledte polyA-sekvens. Alternative
vektorer til denne szrlige vertvektor, pSvV7d, kunne na-
turligvis ogsd anvendes. De pattedyr-kompatible vektorer

15 indeholdende kodningssekvenserne for de gnskede polypep-
tider transformeres derefter ind i egnede pattedyrcel-
ler til ekspression af sekvenserne og, i tilfzlde af
overflade-glycoproteiner, transport af det fremstillede
protein til membranen. Cellerne bliver til slut udvun-

20 det og anvendt som hele celler ved fremstillingen af
vacciner, eller membranerne opbrydes, og dele af mem-
branerne anvendes tilsvarende, eller proteinerne renses
Og oparbejdes til vacciner.

25 B.5. Fremstilling af hybride partikel-immunogener inde-

holdende BDV-epitoper

Immunogeniteten af epitoperne af BDV kan ogsd
fremmes ved at fremstille dem i pattedyr- eller ger-sy-
stemer fusioneret med partikel-dannende proteiner, sdsom

30 det der er associeret med hepatitis B-virus(HBV)-over-
fladeantigen (HBsAG). Konstruktioner, hvori en BDV-epi-
top er forbundet direkte til sekvenserne, der koder for
partikeldannende protein, frembringer hybrider, der er
immunogene med hensyn til BDV-epitopen sivel som med

35 hensyn til HBV-epitoper.
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Hepétitis B-overfladeantigen har vist sig at blive
dannet og samlet i S. cerevisiae (Valenzuela et al., Na-
ture (1982) 298:344-350). Dannelsen af siddanne partikler
har vist sig at forgge immunogeniteten af den monomere
subenhed. Partiklerne kan ogsd dannes ud fra konstruk-
tioner, der indeholder przoverflade(pre-S)-regionen for-
uden det modne overfladeantigen. pre-S-Regionen indkoder
en immunodominant HBV-epitop, og disse proteiner ekspri-~
meres i ger (Neurath et al., Science (1984) 224:392-

394) . Ekspression af konstruktioner, der indkoder pre-

* B region fusioneret til partikel-dannende protein er be-

skrevet i offentliggjort europazisk patentansegning nr.
EP-A-0 174 444. Ekspression af kodningssekvenser for hy-
bridpartikler indeholdende HBsAg og en heterolog epitop
findes omtalt i U.S. patent nr. 4,722,840, idet indleve-
ringsdatoen for den hertil svarende U.S. patentansegning
var 13. september 1984. Disse konstruktioner kan ogséd
eksprimeres i pattedyrceller, sdsom kinesisk hamster-
ovarieceller, ved anvendelse af en SV40-dihydrofolat-
reduktasevektor (Michelle et al., Int. Symp. on Viral
Hepatitis (1984)),_

Endvidere kan dele af den sekvens per se, der ko-
der for partikel-dannende protein, erstattes med codoner
for en BDV-epitop. Ved denne udskiftning kan regioner,
der ikke kreves for at formidle aggregationen af enhe-
der under dannelse af immunogene partikler i ger eller
pattedyr, udelades, hvorved yderligere antigene hepati-
tis B-steder elimineres fra konkurrence med BDV-epito-
pen.

B.6. Vaccinia-bazrer

Store virusbzrere med bredt vartomrade har ogsa
veret anvendt ved opbygning af vacciner ved integrering
af de epitope regioner af det ¢gnskede immunogen i det
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virale barer-genom. Vaccinia-virus har navnlig varet
anvendt til dette formdl. For eksempel omtaler Smith,
G.L. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) (1983) 80:
7155-7159, integrationen af hemagglutinin-genet fra in-
5 fluenza-virus i vaccinia-genomet og anvendelse af den
resulterende rekombinante virus som en vaccine. Tilsva-
rende klonede Panicali, D. et al., ibid (1982) 79:4927-
4931, thymidinkinase-genet fra Herpes simplex-virus ingd
i vaccinia. Tilgzngeligheden af BDV-genomet ifglge op-
10 findelen giver tilsvarende muligheder. Rekombinationen
foretages i almindelighed ved at co-inficere cellerne
bdde med vaccinia-virus og med et chimerisk plasmid bz-
rende den ¢gnskede kodningssekvens under kontrol af de
transkriptionelle regulationssignaler og RNA-startste-
15 det fra det vaccinia-virusgen, der er nabostillet til en
sekvens, der koder for translations-startsted/fremmed
protein. Under infektion medfgrer ligheden mellem de
flankerende DNA-sekvenser af de fremmede DNA-sekvenser
©g dem i vaccinia integration af den ¢gnskede del af det
20 chimeriske plasmid i vaccinia-genomet. Den resulterende
rekombinante vaccinia kan udvindes fra de inficerede
celler og anvendes ved dannelsen af en vaccine. Vac-
cinia-virus har et meget stort (120 x 106 dalton) genom
©g kan meget let dyrkes i kultur. Fremstillingen af sto-
25 re mengder billig.immunogen vaccine er derfor let mulig.

B.7. Fremstilling af vacciner

Fremstilling af vacciner, der indeholder peptid-
sekvenser som aktive bestanddele, er ogsa velkendt tek-

30 nik. Typisk fremstilles sidanne vacciner som injicerba-
T'e przparater, enten som flydénde oplgsninger eller sus-
pensioner, men faste‘former egnede til oplgsning eller
suspendering i vaske forud for injektion kan ogsi frem-
stilles. Prazparatet kan ogsa vare emulgeret, eller pro-

35 teinet kan vare indkapslet i liposomer. Den aktive immu-
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nogene bestanddel er ofte blandet med excipienser, der
er farmaceutisk acceptable og kompatible med den aktive
bestanddel. Egnede excipienser er for eksempel vand,
éaltop1¢sning, dextrose, glycerol, ethanol eller lignen-
de og kombinationer deraf. Vaccinen kan endvidere, om
gnsket, indeholde mindre mengder af hjazlpestoffer, sisom
befugtningsmidler eller emulgeringsmidler, pH-puffermid-
ler eller hj=lpemidler, der fremmer vaccinens
effektivitet. Vaccinerne indgives konventionelt parente-
ralt, for eksempel ved injektion, enten subcutant eller
intramuskulart. Yderligere kompositioner, der er egnede
til andre anvendelsesmidder, omfatter suppositorier og, i
nogle tilfzlde, orale kompositioner. Til suppositorier
kan traditionelle bindemidler og bzrere omfatte for ek-
sempel polyalkaliglycoler eller triglycerider. Sadanne
suppositorier kan fremtilles ud fra blandinger indehol-
dende den aktive bestanddel inden for omrddet 0,5% til
10%, fortrinsvis 1-2%. Orale kompositioner omfatter sa-
danne normalt anvendte excipienser som for eksempel far-
maceutiske kvaliteter af manitol, lactose, stivelse,
magnesiumstearat, natriumsaccharin, cellulose, magne-
siumcarbonat og lignende. Disse kompositioner foreligger
som oplgsninger, suspensioner, tabletter, piller, kaps-
ler, kompositioner med forhalet friggrelse eller pulvere
og indeholder 10-95% aktiv bestanddel, fortrinsvis 25-
70%.

Proteinerne kan oparbejdes til vaccinen som neu-

tral form eller saltform. Farmaceutisk acceptable sal-

te omfatter syreadditionssaltene (dannet med peptidets

frie aminogrupper), og som er dannet med uorganiske sy-
rer, sasom saltsyre eller phosphorsyre, eller s&danne
organiske syrer som eddike-, oxaI—, vin-, mandelsyre og
lignende. Salte dannet med de frie carboxylgrupper kan
ogsd varet afledt af uorganiske baser, sdsom natrium-,
kalium-, ammonium~, calcium- eller ferri-hydroxider, og
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sddanne organiske baser som isopropylamin, trimethyl-
amin, 2-ethylaminoethanol, histidin, procain og lignen-
" de.
Vaccinerne indgives pi& en m3de, der er kompati-
5 Dbel med dosisprazparatet, og 1 en sdadan mengde, som vil
vVare terapeutisk effektiv og immunogen. Den mengde, der
skal indgives, vafhanger af subjektet, der behandles,
evnen hos subjektets immunsystem til at syntetisere an-
tistoffer og den gnskede beskyttelsesgrad. Pracise meng-
10 der af aktiv bestanddel, der krazves til indgift, bestem-
mes af lagen og er speciel for hvert subjekt.

B.8. Fremstilling af kort over for BDV-epitoper

De immunogene proteiner eller immunokonjugaterne

15 fremstillet som beskrevet ovenfor kan anvendes til at

vinde lymfocytter fra perifert blod og miltceller i in-

jektionsbehandlede pattedyr med henblik pd at fremstille

hybridomaer, der er i stand til at udskille moncklonale

antistoffer rettet mod disse epitoper. De resulterende

20 monoklonale antistoffer er sarligt anvendelige ved diag-

nose, og de, der er neutraliserende, er anvendelige ved
passiv immunoterapi.

C. Generelle metoder

25 , Den generelle teknik, der anvendes ved ekstrak-
tion af RNA fra virus'en, fremstilling og probning af
CDNA-bibliotek, sekvensbestemmelse af kloner, konstruk-
tion af ekspressionsvektorer, transformation af celler,
og lignende er kendt teknik, og der findes laboratorie-

30 hindbgger, der beskriver disse teknikker. Som generelle
retningslinier er der imidlertid nedenfor omtalt nogle
for narvarende tilgezngelige kilder for si3danne metoder

og for materialer til deres gennemfgrelse.
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C.1l. Varter og ekspressions-styringssekvenser

Bade prokaryotiske og eukaryotiske vartceller kan
anvendes til ekspression af ¢gnskede kodningssekvenser,
nar der anvendes passende styringssekvenser, der er kom-
patible med den designerede vert. Prokaryoter er mere
anvendelige til kloning. Enten prokaryoter eller eukary-
oter kan anvendes til ekspression. Blandt prokaryotiske
varter anvendes oftest E. coli, mest for nemheds skyld.
Ekspressions-styringssekvenser for prokaryoter omfatter
promotorer, eventuelt indeholdende operatordele, og ri-
bosom-bindingssteder. Transfer-vektorer, der er kompa-
tible med prokaryotiske varter, er sadvanligvis afledt
af for eksempel pBR322, et plasnid indeholdende opero-
ner, der medfgrer ampicillin- og tetracyclin-resistens,
og de forskellige pUC-vektorer, der ogsa indeholder se-~
kvenser, som medfgrer antibiotikum-resistens. De oven-
navnte operoner kan anvendes som markgrer til opnaele af
gunstige transformanter ved‘udvalgelse- Almindeligt an-
vendte prokaryotiske styringssekvenser omfatter g-lacta-
mase(penicillinase)- og lactose-promotorsystemer (Chang.
et al., Nature (1977) 198:1056), tryptophan(trp)-promo-
torsystemet (Goeddel et al., Nucleic Acids Res. (1980)
8:4057) og den A-afledte Py-promotor- og N-gen-ribosom-
bindingssted {Shimatake et al., Nature (1981) 292:128).
De foregdende systemer er szrligt kompatible med E. co-
li. Om ¢gnsket kan der, med tilsvarende styringssekven-
ser, anvendes andre prokaryotiske varter, sidsom stammer
af Bacillus eller Pseudomonas.

Eukaryotiske verter omfatter gar- og pattedyr-
cellekulturer. Saccharomyces cerevisiae, eller bageri-
ger, og Saccharomyces carlsbergensis er de mest anvendte
garverter, igen for nemheds skyld. Gzr~kompatible vek-
torer bzrer markgrer, der tillader udvelgelse af qun-
stige transformanter ved at bibringe auxotrope mutanter
prototrophi eller ved at bibringe vildtypestammer anti-




DK 175413 B1

18

bioticum-resistens eller resistens mod tunge metaller.
Gar-kompatible vektorer kan anvende 2um-replikations-
starten (Broach, J., et al, Meth. Enz. (1983) 101:307),
kombinationen af CEN3 og ARS1l eller andre midler til at
5 sikre replikation, sdsom sekvenser, der vil resultere i
inkorporering af det passende fragment i vertcelle-geno-
met. Styringssekvenser for gsrvektorer omfatter promoto~
rer for syntesen af glycolytiske enzymer (Hess et al.,
J. Adv. Enzyme Reg. (1968), 7:149, Holland et al., Bio-
10 chemistry (1978) }1:4900)-, og promotoren for 3 phospho-
glyceratkinase (Hizeman et al., J. Biol. Chem. (1980)
255: 2073). Til gerekspression kan terminatorer ogsi
vere inkluderet, sdsom dem, der er afledt af enolase-
genet (Holland, M.J., J. Biol. Chem. (1981) 256:1385).
15 Sazrligt anvendelige styringssystemer inkluderer de heri
specifikt beskrevne, som omfatter glyceraldehyd-(3 phos-
phatdehydrogenase) (GAPDH)-promotoren eller den reguler-
bare alkoholdehydrogenase(ADH)-promotor, terminatorer
ligeledes afledt af GAPDH, og, hvis der g¢gnskes sekre-
20 tion, ledersekvens fra ger-a-faktor. Disse systemer er
beskrevet detaljeret i U.S. patent nr. 4,876,197 og U.S.
patent nr. 4,870,008, idet indleveringsdatoerne for de
hertil svarende U.S. patentansegninger var henholdsvis

22. august 1983 og 12. august 1983.
25 Pattedyrcellelinier, der er tilgszngelige som

verter for ekspression, omfatter mange udgdeliggjorte
cellelinier tilgangelige fra the American Type Culture
Collection, omfattende HeLa-celler, kinesisk hamster-
ovarie(CHO)-celler, babyhamsternyre(BHK)-celler og en
30 rzkke andre cellelinier. Egnede promotorer for pattedyr-
celler omfatter hbvedsageligt virale promotorer, sdsom
den fra Simian virus 40 (SV40) (Fiers et al., Nature
(1978) 273:113) eller andre virale promotorer, sisom
Rous sarcoma-virus (RSV), adenovirus og kvag-papiloma-

35 virus (BPV). Pattedyrceller kan ogsd& krazve terminator-
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sekvenser. Vektorer, der er egnede til replikation i
pattedyrceller, kan omfatte virale repliconer eller se-
kvenser, der sikrer integration af de passende  sekven~

ser i vert-genomet.

C.2. Transformationer

Den anvendte transformationsmetode afhaznger af
hvilken vert, der skal transformeres. Bakteriel trans-
formation benytter i almindelighed behandling med cal-
cium~ eller rubidiumchlorid@ (Cohen, S.N., Proc. Natl.
Acad. Sci. (usa) (1972) 69:2110, Maniatis et al., Mole-
cular Cloning: A Laboratory Manual (1982), Cold Spring
Harbor Press, side 254). Gertransformationer kan gennem-
fgres ved anvendelse af metoden ifglge Hinnen, A., et
al., Proc. Natl. Proc. Acad. Sci. (UsAa) (1978) 75:1929-
1933. Pattedyr-transformationer gennemfgres ved anven-
delse af calciumphosphatfzldningsmetoden ifglge Graham
og van der Eb, Virology (1978) 52:546, eller de forskel-
lige modifikationer deraf.

C.3. Vektor-konstruktion
Vektor-konstruktion benytter teknik, der nu er

ganske godt klarlagt. Positions-specifik DNA-klgvning
gennemfgres ved behandling med egnet restriktionsenzym
under betingelser, der generelt er specificeret af fa-
brikanterne af disse Xkommercielt tilgzngelige enzymer
(se f.eks. The New England Biolabs Product Catalog). I
almindelighed bliver ca. 1 ug plasmid eller DNA-sekvens
klgvet med 1 enhed enzym i ca. 20 ul pufferoplgsning i
en inkubationstid pd ca. 1-2 timer ved ca. 37°. Efter
inkubation med restriktionsenzymet fjernes protein ved
phenol/chloroform-ekstraktion, og DNA'et  udvindes ved
genudfazldning med ethanol. De klgvede fragmenter kan ad-
skilles ved anvendelse af polyacrylamid- eller agarose-
gelelektroforeseteknik ifglge de almene metoder beskre-
vet i Methods in Enzymology (1980} 65:499-560.
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Klgvningsfragmenter med klazbeender kan ggres
stumpendede ved anvendelse af E. coli DNA-polymerase I
(Klenow) i narvarelse af de egnede deoxynucleotidtri-
phosphater (dANTP'er) under anvendelse af inkubations-

5 betingelser, der er egnede for polymerasen. Polymerasen
digererer fremspringende 3'-~enkeltstrenge, men udfylder
fremspringende 5'-ender, alt efter de i blandingen til-
stedeverende dNTP'er. Behandling med Sl-nuclease kan
ogsa anvendes, da dette resulterer i hydrolyse af en-~

iO hver enkeltstrenget DNA-del.

Ligationer gennemfgres ved anvendelse af stan-
dard-puffer- og -temperatur-betingelser under brug af T4
DNA-ligase og ATP. Ligationer med klazbeender kraver min-
dre ATP og mindre ligase end ligationer med stumpe en-

15 der. Nar der som del af en ligationsblanding anvendes
vektor-fragmenter, bliver vektor-fragmentet ofte behand-
let med bakteriel alkaliphosphatase (BAP) for at fjerne
5'-phosphatet og sdledes hindre religation af vektoren.
Alternativt kan restriktionsenzym-digerering af ugnskede

20 fragmenter anvendes til at hindre religation.

Ligationsblandinger transformeres ind i egnede
kloningsverter, sdsom E. coli, og gunstige transforman-
ter udvalges for eksempel ved antibiotisk resistens og
screenes for den korrekte konstruktion.

25
C.4. Konstruktion af gnskede DNA-sekvenser

Syntetiske oligonucleotider kan fremstilles ved
anvendelse af et automatiseret oligonucleotid-synteti-
seringsapparat, som beskrevet af Warner, B.D., et al.,

30 DNA (1984) 3:401-411. Om ¢gnsket kan disse syntetiske
strenge kinaseres med henblik p3i merkning med 32p ved
anvendelse af et overskud af polynucleotidkinase i ner-
varelse af mzrket ATP under standard-kinaseringsbetin-
gelser.

35 DNA-sekvenser inklusive dem, der er isoleret fra

genom- eller cDNA-biblioteker, kan modificeres ved posi-
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tionsrettet mutagenese, som beskrevet af Zoller, M., et
al., Nucleic Acids Res. (1982) 10:6487-6499. Kort angi-
vet bliver det DNA, der skal modificeres, emballeret i
phag som en enkeltstrenget sekvens og omdannet til et
dobbeltstrenget DNA med DNA-polymerase under anvendelse
som primer, af et syntetisk oligonucleotid, der er kom-
Plementeart med den del af DNA'et, der skal modificeres,
©g har den ¢nskede modifikation inkluderet i dets egen
sekvens. Det resulterende dobbeltstrengede DNA transfor-
meres ind i en phag-stgttende vartbakterie, og kulturer
af den transformerede bakterie, der vil indeholde repli-
kationer af hver streng af phagen, udplades i agar til
opnaelse af plaquer. Teoretisk vil 50% af de nye plaquer
indholde phag, der som enkeltstreng har den muterede
form, mens 50% vil have den oprindelige sekvens. Repli-
kater af plaquerne hybridiseres til kinaseret syntetisk
probe ved temperaturer og under betingelser, der tilla-
der hybridisering med den korrekte streng, men ikke med
den umodificerede sekvens. De saledes identificerede,
gnskede, modificerede sekvenser udvindes derefter og
klones for at tjene som kilde for det gnske DNA.

C.5. Hybridisering med probe

DNA-biblioteker probes ved anvendele af metoden
ifglge Grunstein og Hogness (Proc. Natl. Acad. Sci.
(usa) (1975) 73:3961). Kort angivet bliver .ved denne
metode det DNA, der skal probes, immobiliseret pi& ni-
trocellulosefiltre, denatureret og prazhybridiseret med
en puffer indeholdende 0-50% formamid, O0,6M NaCl, 60mM
natriumcitrat, 0,02% (vagt/vol.) af hvert af kvaegserum-
albumin, polyvinylpyrrolidon og Ficoll, 50mM natrium—-
phosphat (pH 6,5), 1% glycin og 100 ug/ml denatureret
bazrer-DNA. Procentindholdet af formamid i pufferen samt
tids- og temperaturbetingelserne ved prazhybridiserings-
og efterfglgende hybridiseringstrin afhznger af den ¢gns-
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kede stringens. Oligomere prober, der kraver lavere
stringensbetingelser, anvendes i almindelighed med lave
procentindhold af formamid, lavere temperaturer og lang-
ere hybridiseringstider. Prober indeholdende mere end 30
5 eller 40 mucleotider, sdsom dem, der er afledt af cDNA
eller genom-sekvenser, gg¢r i almindelighed brug af hg-
jere temperaturer, f.eks. ca. 40-42°%C, og et hgjt pro-
centindhold, f.eks. 50% formamid. Efter prehYbridisering
bliver denne samme puffer, nu indeholdende den 32P-kina-
10 serede oligonucleotid-probe, tilsat til opndelse af hy~
bridisering. Radiocautografi af de behandlede filtre vi-
ser lokationen af den hybridiserede probe, og de til-
svarende lokationer pd replikafiltre, der ikke er blevet
probet, kan derefter anvendes som kilde for det gnskede
15 DNA.

C.6. Verifikation af konstruktion og sekvensbestemmelse

Til rutine-vektorkonstruktioner bliver ligations-
blandinger transformeret ind i E. coli-stamme HB10l el-
20 ler anden egnet vart, og gunstige transformanter udvel-
ges ved antibiotisk resistens eller andre markgrer.
Plasmider fra transformanterne fremstilles derefter ved
metoden ifglge Clewell, D.B., et al., Proc. Natl. Acad.

~ Seci. (UsSA) (1969) 62:1159, s=dvanligvis efter chloram-
25 phenicol-forstzrkning (Clewell, D.B., J. Bacteriol.
(1972) 110:667. Det isolerede DNA isoleres og analyseres
ved restriktionsanalyse eller sekvensbestemmes ved di-

deoxymetoden ifglge Sanger, F., et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. (USA) (1977) 74:5463, som yderligere beskre-

30 vet af Messing et al., Nucleic Acids Res. (1981) 9:309,
eller ved metoden ifglge Maxam et al., Methods in Enzy-
mology (1980) 65:499.




10

15

20

25

30

35

DK 175413 B1

23

D. Ekseggler

De fglgende ekempler skal illustrere, men ikke
begrznse opfindelsen. De anfgrte fremgangsmader, f£.eks.
under D.1 og D.2, kan, om ¢nsket, gentages, men dette er
ikke ngdvendigt, da der findes teknikker til konstruk-
tion af de ¢nskede nucleotid~sekvenser baseret pa den
gennem opfindelsen tilvejebragte information. Ekspres-
sion er eksemplificeret i E. coli og i gzr, men andre
systemer er tilgazngelige, som omtalt mere detaljeret un-
der C.l. Yderligere epitoper afledt af genomstrukturen
kan ogsd fremstilles og anvendes til frembringelse af
antistoffer, som omtalt nedenfor.

D.l. Fremstilling af cDNA

D.l.a. Fremstilling af BDV

Kvag~embryonyre(BEKI)-celler blev dyrket i MEM
(Earl's) indeholdende 0,85 g/1 NaHCO3 og 10% bestrilet
foetal kalveserum. Den biologisk klonede Osloss-stamme
af BDV blev 5 gange ledt gennem BEKI-celler ved en mul-
tiplicitet pd 0,11. Cytipatiske effekter, bestdende i
klyngedannelse af celler efterfulgt af vacuolering og
derefter celle-lysis, kunne let observeres fra den fgr-
ste passage. Endelige titere (~108 pfu/ml) fandtes efter
udvinding af virus ved frysning og optgning af inficere-
de celler.

Til virus-fremstillingen anvendtes 175 cm? form-
stofkolber af subconfluente BEKI-celler. Cellerne blev
vasket 3 gange med infektionspuffer (MEM (Earl's) +
2,2 g/liter NaHCO3, pH 7,6) og blev derefter inficeret
med 2 ml BDV i infektionspuffer ved en multiplicitet pd
0,05 pfu/celle. Efter 1 time ved 35%C blev der tilsat 18
ml infektionspuffer, og cellerne blev inkuberet i 4-5

dage ved 359C, hvorefter cytopatisk effekt (vacuolering'
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efterfulgt af celle-lysis) var hgjere end 80%. Ved en
typisk produktion blev 150 kolber med celler inficeret.
Mediet (ca. 3 liter) blev indsamlet og lagret ved 4¢°C,
De resterende celler blev skrabet i 2 ml infektionspuf-
5 fer/kolbe, underkastet 3 cycler med frysning og tgning,
©og den endelige suspension blev sat til infektionsmedi-
et. Efter en centrifugering ved 10.000 g i 30 minutter
blev supernatanten koncentreret 10 gange ved ultracen-
trifugering ved 120.000 g i 4 timer og 40 minutter ved
10 4¢°c.

Infektigs virus havde en vagtfylde pi 1,12 g/ml
mdlt ved isopicnicbanddannelse i sucrose-vagtfyldegra-
dient, og viste sig ved elektronmikroskopi som 45-55 nm
sfariske partikler. Virus-prazparationerne blev neutrali-

15 seret med anti-BDV-antiserum fra kaniner injiceret med
virus eller fra kvag.

D.1l.b Ekstraktion og rensning af viralt RNA

RNA blev isoleret fra virus-pellet'en ved CsCl/

20 guanidiniumthiocyahat-metoden, som beskrevet af Chirg-

win et al., Biochemistry (1979) 18:3294, og det rensede

RNA blev lagret i 70% ethanol ved -20°C. Dette RNA-pre-

parat indeholdt en stort mengde forurenende lavmoleky-

lart cellulart RNA og intakt viralt RNA. Viralt RNA blev

25 renset yderligere ved sucrosevagtfyldegradient-centrifu-
gering som fglger:

En aliquot indeholdende en vurderet mengde pa 5
ug BDV-RNA blev centrifugeret ved 10.000 g i 15 minutter
ved 4°C. Pellet'en blev vasket med 80% ethanol, denatu-

30 reret i 375 .1 99% DMSO (99%), 5 mM Tris-HC1 (pH 7,5) og
inkuberet i 5 minutter ved@ 37°C. Efter tilsztning af
1,125 ml 5 mM Tris HC1l (pH 7,5), 1 mM EDTA, 1% Sarkosyl
blev oplgsningen opvarmet i 2 minutter ved 70°%C og afkg-

let kraftigt pid is. Denne oplgsning blev fordelt pa
35 5x15-30¢ sucrosegradienter i 5 mM Tris HCl (pH 7,5), 10
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mM EDTA, O,1M NaCl, 1% Sarkosyl (i sterile siliconisere-
de Beckman SW40-rgr). En sjette gradient blev belastet
med 3'-endemzrket RNA som en markgr (se nedenfor). Efter
en centrifugering i 16 timer ved 19.000 rpm (20°C) blev
gradienterne fraktioneret (1 ml fraktioner). RNA'et fra
hver’ fraktion af den gradient, der svarede til den, der
indeholdt markgr-merket RNA, blev fzldet med 2,5 volumi-.
ner ethanol i nzrvarelse af barer-gaf-RNA_(lO ug) og un-
derkastet formaldehyd-agarosegel-elektroforese. Lehrach
et al., Biochemistry (1977) 16:4743, for at bestemme
hvilken fraktion, der indeholdt BDV~RNA-banden. Frak-
tioner svarende til dem indeholdende BDV-RNA'et blev
samlet fra de parallelle gradienter og fazldet med 2,5
voluminer ethanol, vasket med 80% ethanol og lagret ved
-20°C i 70% ethanol.

Det rensede virale RNA blev merket med 32P-pCp
(3000 Ci/n mol) ifglge England et al., Meth. Enzymol.
(1980) 65:65-74, og analyseret ved agarosegel-elektro-
forese i narvaerelse af 2,2 M formaldehyd, som beskrevet
af Lehrach et al., (supra). Fluorografi gennemfgrtes
med 3H-Enhancer (NEN) som anbefalet af fabrikanten.

Hovedparten af radioaktiviteten var forbundet med
lavmolekylert RNA (mindre end 2 kb), men en lille meng-
de fandtes i et hgjmolekylart band pa ca. 12,5 kb, iden-
tificeret som RNA ved hjzlp af merkningsegenskaber med
RNA-ligase, dets sensibilitet over for RNAse og alkali
og modstandsevne over for DNAse og proteinase K. I over-
ensstemmelse med andre rapporter vedrgrende togavira fra
flavivirus-gruppen bandt BDV-RNA'et ikke ti oligo-dT-
cellulose, hvilket viser enten fraver af en polyA-strazk-
ning ved 3'-enden, eller at polyA'et,, om tilstede, er
meget kort. Kontrol-Sindbis-virus-RNA blev korrekt til-
bageholdt af den samme sgjle.

Disse egenskaber hos 12,5 kb bandet var identiske
med egenskaberne udvist af RNA ekstraheret fra BEKI-cel-
ler dyrket som fglger:
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BEKI-celler blev dyrket i 25 om? formstofkolber,
vasket 3 gange. med infektionspuffer og inficeret ved
multipliciteter pd 50-100 pfu/celle med 1 ml BDV-oplgs—
ning. Efter 1 time ved 35% blev der tilsat 4 ml infek-

5 tionspuffer, og inkubationen blev fortsat. Efter 12, 15,
18, 21 og 36 timer (36 timer svarer til en komplet cyc-
lus af BDV-replikation) blev det nyligt syntetiserede
RNA merket med 3H-uridin (100 iCi/plade). Unificeret
cellulert RNA indvundet efter 18 timers inkubation blev

10 ogsd analyseret. Efter 30 ‘minutters merkning blev det
cellulzre RNA ekstraheret under anvendelse af CsCl/gu-
anidiniumthiocyanat-métoden ifglge Chirgwin et al., 1979
(supra). Pellet’'en af RNA, vundet efter ultracentrifu~-
gering gennem en 5,7 M CsCl-pude, blev analyseret direk-

15 te ved formaldehyd-agarosegel-elektroforese, og gel blev
tgrret og fluorograferet. Ved alle de testede inkuba-
tionstider kunne et 12,5 kb bind, der er fravarende i de
uinficerede celler, pivises, hvilket b3nd har de samme
fysisk-kemiske egenskaber som vist af RNA'et ovenfor.

20

D.l.c. Fremstilling af cDNA
Det virale RNA isoleret fra virus'en under D.1.b.

blev polyadenyleret ved metoden ifglge Sippel, Eur. J.
Biochem. "(1973), 37:31-40. Kort angivet blev den vurde-
25 rede mengde pd 0,7 ug af renset BDV-RNA inkuberet i 5 ml
5 mM methylkviksglvhydroxid i 10 minutter ved stuetem~
peratur og inkuberet i 6 minutter ved 37°C med 20 enhe-
der polyA-polymerase (BRL) og 500 uCi 3H-ATP (36 ci/
mmol, Amersham) i 50 pl 50 mM HC1 (pH 7,5), 10 mM MgCla,
30 2,5 mM MnClp, 0,3 M NaCl, 1,5 mM 2-mercaptoethanol og
indeholdende 2,5 pg RNAse-frit BSA og 5 enheder human
placental ribonuclease-inhibitor (BRL). Efter phenol/
chloroform-ekstraktion blev RNA'et renset vef chromato-

grafi pd Sephadex G50 og fzldet med 2,5 voluminer etha-

35 nol. PolyA'et anvendtes til at fremstille prober og som
template for cDNA-biblioteket.
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Til fremstilling af prober blev 1 ug polyA-RNA
inkuberet i 10 minutter ved stuetemperatur i 5 pl 10 mM
methylkviksglvhydroxid og derefter 45 minutter ved 37°C
med 40 enheder omvendt transkriptase i 100 ml 50 mM Tris
BHCl (pH 8,3), 10 mM MgCls, 1,5 mM 2-mercaptoethanol,
1 mM dATP, dGTP og. 4TTP, 10 yM 4CTP, 0,2 mg/ml actinomy-
cin D, 5 enheder human placental ribonuclease-inhibitor,
500 pCi alpha-32p-daCcTP (3000 Ci/mmol, Amersham) og 20 ug
oligonucleotider vundet ved partiel digerering med NDAse
I fra kalvethymus-DNA (vilkdrlige primere). Efter 15 og
30 minutter blev der tilsat yderligere 10 enheder om-
vendt transkriptase. Efter phenol/chloroform-ekstraktion
og Sephadex G50-sgjlechromatografi blev RNA'et hydroly-
seret med 0,1 M NaOH (1 time ved 65°C), hvorved vandtes
enkeltstrengede cDNA-strenge. Oplgsningen blev neutra-
liseret med 0,1 M eddikesyre og sat direkte til hybri-
diserings-pufferen.

Til cDNA-biblioteket blev der anvendt to separa-
te klonings-protokoller involverende 4T (12-18)-primere
eller vilkarlige {(kalvethymus), DNA-afledte oligonucleo-
tid-primére. RNA polyadenyleret in vitro som ovenfor be-
skrevet anvendtes. Omtrent 1 pg polyadenyleret RNA blev
inkuberet med 10 mM methylkviksglvhydroxid i et 10 ul
volumen i 10 minutter ved stuetemperatur, og overskud af
reagens blev titreret ved tilsatning af 1 pl af 3M
2-mercaptoethanol-oplgsning. Dette denaturerede polyA-

" RNA anvendtes straks i narvarelse af 50 mM Tris pH 8,0,

30

35

1 mM 4ATP, 4GTP, 4CTP og 4TTP, 2,5 ug/ml dT12-18-primere
eller vilkarlige kalvethymus-oligonucleotid-primere, 10
mM MgCls, 10 pg/ml actinomycin D, 100 enheder RNAse-in-
hibitor (BRL) og 60 enheder omvendt transkriptase i et
totalt volumen pa 100 pl.

Prgverne blev fortyndet til 400 ul med en puffer
indeholdende 10 mM Tris 7,0, 100 mM NaCl, 10 mM EDTA
og 0,2% SDS, ekstraheret med phenol/chloroform, befriet
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for dNTP'er ved Sephadex Géo-chromatografi og fzldet med
ethanol.
Den fazldede blanding af RNA~ og cDNA-hybrider (10
ul) blev fortyndet i 50 ml Sl-puffer (500 mM NaCl, 50 mM
5 Na-acetat pH 4,5 og 1 mM ZnCl;) og digereret i 15 minut-
ter ved stuetemperatur med 20 enheder Sl-nuclease. Reak~
tionen blev stoppet ved fortynding af prgven til 500 ml
med en puffer indeholdende 50 mM NaCl, 10 mM EDTA og 50
mM Tris pH 7,0, og digerering blev fortsat i 15 minut-
10 ter ved stuetemperatur ved tilsatning af 20 pg/ml af
RNAse A. Efter phenol- og chloroform-ekstraktion blev
RNA:cDNA-hybriderne koncentreret ved ethanol-fa2ldning og
fraktioneret pd en Sepharose CL4B-sgjle fremstillet i en
1 ml formstof-pipette. Den udelukkede spids, indeholden-
15 de molekyler stgrre end 80 basepar, blev samlet og etha-
nol-~fazldet, hvorved vandtes 50 ng hybrid for de 4T-pri-
mede reaktioner og 200 ng hybrid for de med vilkarligt
kalvethymus-fragment primede reaktioner.
Begge prgver blev "tail'et" for dC-rester under
20 betingelser, der gav 15-25 rester pr. DNA- eller RNA-
termini, og "annealet" til en dG-"tailet" pBR322-vektor
lineariseret ved PstI-stedet (NEN) ved en vektor-koncen-
tration pd 0,1 pg/ml. De "annealede® plasmider blev
transformeret ind i E. coli HB1Ol til AmpR for at opni
25 cDNA-biblioteket.

D.2. Screening af cDNA-biblioteket
Screening gjorde brug af en (+/-)-metode under
anvendelse af mezrkede dDNA'er fremstillet ud fra RNA
30 isoleret fra uinficerede BEKI-celler (-probe) og fra RNA

isoleret fra virus'en wvundet efter fuldstandig 1lysis af
cellerne (+probe). Kolonier af det E. coli-husede cDNA-
bibliotek blev dyrket, lyseret P& nitrocellulosefiltre

(to replikaer) og probet. Hybridiseringspufferen anvendt
35 til +probe indeholdt ogsi et overskud af cellulart RNA
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isoleret fra uinficerede BEKI-celler (10 mg/ml). De ko-
lonier, der gav et klart signal med +probe og ingen re-
spons med -proben, blev udvalgt. Ved denne metode blev
der udvalgt 95 oligo dT-primede og 185 (vilkadrlig pri-
mer)-primede kloner. Lzngden af insertionerne efter
PstI-digerering varierede fra 400 til 4.000 basepar. Der
vandtes intet virus-specifikt fuldlangde-cDNA.

En af klonerne, pDT28, med en 880 bp insertion
udvalgtes til yderligere analyse. Dette fragment fra en
PstI-digerering af plasmid DNA blev renset ved acryl-
amidgel-elektroforese digereret med Ddel og Mbol og der-
efter merket med Klenow-fragmentet af DNA-polymerase I
og de fire 32p ANTP'er, hvorved vandtes 106-10% cpm/mg
af insertion. Mazrket insertion blev. verificeret ved hy-
bridisering til viralt RNA fraktioneret pi en 0,9% aga-
rosegel-elektroforese i narvarelse af formaldehyd (Smi-
ley et al., Anal. Biochem. (1983) 131:365-372). Strin-
gente hybridiseringsbetingelser anvendtes: przhybrodise-
ringer og hybridiseringer foregik natten over ved 42°C,
og 50% formamid anvendtes til hybridiseringer. Vask fo-
regik ved 65°C fgrst med 2xSSC, 0,1% SDS og derefter med
0,2xSSC og 0,1% SDS.

Ved den foregdende verifikation anvendtes RNA fra
uinficerede celler som negativ kontrol. Fravar af exoge-
ne virale sekvenser i genomet fra cellerne blev verifi-
ceret ved manglende evne hos cellulzrt DNA digereret med
BamHI og EcoRI til at binde til pDT28 probe ved Southern
blot-analyse. RNA'et fra inficerede celler efter 24 ti-
mers infektion ved en multiplicitet stgrre end 1, og fra
pellet’en af virus efter fuldstzndig cellelysis anvend-
tes som positiver. Ingen hybridisering blev piavist med
RNA'et fra de uinficerede celler, men insertionerne hy-
bridiserede til et omtrent 13 kb-band af RNA'et isoleret
fra de inficerede celler eller fra virus-pellet'en.

Plasmidet pDT28, der var pavist at indeholde en
PstI-insertion, der binder til det virale RNA, anvendtes
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til at probe cDNA-biblioteket for yderligere kloner, og
den fuldstandige sekvens udvandtes ved "walking"-teknik.
P4 denne mide vandtes otte yderligere plasmider, der
spendte over hele 12,5 kb genomet af virusen. Positio-
5 nerne af de overlappénde insertioner er vist i Fig. 1.
Som vist i Fig. 1, besidder pPDT28-klonen en groft set
central del af genomet. De 8 yderligere plasmider vundet
fra cDNA-biblioteket p2 en mide analog med den ovenfor
beskrevne, men ved anvendelse af den pdgzldende overlap-
10 pende sekvens—holdlge klon som probe, blev dyrket i E.
coli, og plasmid-DNA'et blev isoleret. 1Insertionerne
blev sekvensbestemt og pavist at indeholde overlappende
dele. Resultaterne af denne sekvensbestemmelse er vist i
Fig. 2, der tilvejebringer'den totale genomiske RNA-se-
15 kvens konstateret ud fra insertionerne.

Orienteringen vist i Fig. 2 blev bestemt ved at
subklone pDT28 ind i M13 i begge orienteringer, merke
den resulterende phag og anvende den merkede phag som
probe over for RNA, der var kendt som havende positiv

20 polaritet. Dette foregik ved Plet-hybridisering p& ni-
trocellulosefiltre ved anvendelse af uinficeret celle-
RNA, inficeret celle-RNA og viralt template-RNA. RNA'et
fra inficeret celle og template-RNA'et skulle vere af
positiv polaritet. Derfor indeholder den Ml3-oriente-~

25 ring, der hybridiserer til inficeret celle-RNA og viralt
RNA, en streng af negativ art, og ud fra denne informa-
tion kunne 5'~ til 3'-gsekvensen af insertioner fra pCTé63
til pCT185 udledes.

Denne konklusion blev bekraftet ved analyse af

30 sekvensen af pCT63, der viser dets evne til at danne den

| forventede hirndlestruktur ved 5'-enden, og ved fravar
af yderligere kloner i cDNA-biblioteket med yderligere

5'-sekvenser foruden den fra pCTé63.
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D.3. Ekspression af sekvenser, der indholder gGal-BDV-

fusioner i E. coli.

Tolv dele af BDV-genomet vandtes som fglger:

(1) de totale cDNA-sekvenser per se, (2) produkter fra
restriktionsklgvning (med PstI eller BamHI eller begge)
af de foreg3ende cDNA'er, og (3) en ligeret sekvens wvun-
det ved at ligere pCT185-cDNA'et med et fragment af et
andet. (Se nedenstaende tabel). Disse dele anvendtes til
at indkode BDV-delene af fusions-proteinerne. Disse el-
leve BDV-protein-indkodende sekvenser blev klonet ind i
én af eller en blanding af pUR290, pUR291 og pUR292, der
indeholder restriktionssteder, f.eks. BamHI- og PstI-
steder i alle tre mulige lzserammer med f-gal-codonerne,
sdledes at der blev indkodet fusionsproteiner ved den C-
terminale del af B-galactosidaseproteinet {Ruther, U.,
et al., Embo. J. (1980) 2:1791-1794). Da alle tre mulige
leserammer er tilvejebragt for de anvendte restriktions-
steder, sikres den korrekte leseramme i mindst én af
vektorerne for fusionsproteinet. Tabel I sammenfatter de
fremstillede vektorer og BDV-sekvensen indeholdt i hver.
Nucleotid-tal er som vist i Fig. 2.
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Tabel I
Navn PUR- BDV-insertion BDV-nucleotider
stam- afledt af indeholdt i
produkt PUBVD-vektorer
5 (tal som i Fig.2)
PUBVDl pUR290 : pCT63 1397-2607
PUBVD2 pool pCT36 2037-2574
PUBVD4 pUR292 pCT183 2955-4560
PUBVD5 pool pDT28 5650~6450
10 pUBVD6 pUR290 pCT174 7225-10718
PUBVD7 pool pCT174 ~3500-10811
PUBVD8 pUR292 pCT6S 10442-10811
PUBVDY® pUR292 pDT65 + pCT185 10442-12470
PUBVD10 pUR290 pCT185 11030-12457
15 pUBVD1l1l pUR290 pCT185 11405-12457
PUBVD12 pUR291 pCT63 597-1397
PUBVD13 pUR290 pDT28 + pDT17  ~6000-~7800

Hver af de tolv cDNA-sekvenser blev blandet med

20 T4-ligase i nzrvarelse af PstI-digererede blandinger af
PUR290, 291 og 292 (eller af én af disse, hvis den kor-
rekte leseramme var udledt), og ligationsblandingen blev
transformeret ind i E. coli stamme D1210 (Lacl—-mutant
af HB101) til AmpR. Gunstige transformanter blev bekrzf-

25 tet ved hybridisering med merket insertion, og isoleret
plasmid DNA blev analyseret ved restriktoinsanalyse for
at bekrafte korrekt orientering. Ekspression blev indu-
ceret i gunstige transformanter indeholdende Xorrekt
orienterede insertioner ved behandling med IPTG (1 mM)

30 pd L-dyrkningsmedium indeholdende 40 wg/ml af ampicil-
lin. Tre timer efter induktion blev cellerne indvundet
og lyseret ved lydbehandling. Fusionsproteinerne blev

frembragt som inklusionslegemer, og inklusionslegemerne

blev indvundet ved metoden ifglge Klempnauer et al.,
35 Cell (1983) 33: 345-355, og lagret ved -20°C suspende-
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ret i 10 mM Tris (pH 8,0), 1 mM EDTA. Omtrent 10-30 mg

inklusionslegeme-proteiner vandtes pr. ml kultur.

D.4. Karakterisering af fusions-proteinerne

Fusions-proteinerne blev karakteriseret med hen-
syn til deres antigene egenskaber bade i uoplgselige og
oplgseliggjorte former.

Inklusionslegeme-proteiner oplgseliggjort i 1%
SDS eller 7 M urinstof efterfulgt af dialyse til en en-
delig koncentration pd 1 mg/ml er ikke-reaktive med se-
ra fra inficerede kalve eller fra kaniner inficeret med

renset virus.

Fremstilling af antisera.

B3de oplgseliggjorte og ikke-oplgseliggjorte in-
kXlusionslegemer blev injiceret i kaniner ved anvendelse
af peri-lymfeknude-immuniseringer med 500 pg protein
emulgeret med "Freund's complete adjuvant®, idet der
blev forstzrket hver 4 uger (IM-injektion af 500 ug
emulgeret i “adjuvanﬁ") 6g foretaget blodudtagning 10
dage efter forstarkning. Kontrol-antisera blev frem-
stillet fra inficerede kalve eller fra kaniner injiceret
med renset virus. Antisera‘'ne blev testet for immunoak-
tivitet ved ELISA 6g immunofluorescens, og ved Western
blot og immunofzldning. _

Western blot og immunofazldning gav komplementar
information med hensyn til reaktivitet. Ved immunofzld-
ning omszttes den native proteinblanding med test-se-
rum'et, og immunobundfaldet underkastes SDS-PAGE. Der-
for fastsztter immunofzldning immunoreaktivitet med det
native portein.

Ved Western SDS blot-metoden gennemfgres PAGE,
fgr antisera'ne testes for fzldning med proteinerne pa
gelen. Derfor fastsaztter Western blot reaktivitet med
denatureret protein.
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Resultaterne fra disse processer er anfgrt neden-
for.

Resultater _
5 Kontrol-antisera'ne var immunoreaktive med hen-
syn til proteiner ekstraheret fra virus-pellet'en frem-
stillet pd BEKI-celler og viste immunofzldning med 76 kD
Proteinet, der formodedes at vere den antigene hovedkom-
ponent, sivel som mindre komponenter, der formodedes at
10 vere, ihvertfald delvis, virion-proteiner med molekyl-
vagte pa 36, 43, 47, 51 og 56 kD. Ingen immunofaldning
forekom, ndr kontrol-antisera'ne blev testet pa Western
blot. Kontrol-antisera over for infektion reagerer sile-
des med antigener i det native protein, men ikke efter
15 denaturering.

Immunofeldning og Western blot

De fleste af de antisera, der var dannet i re-

spons til fusions-proteinerne, var negative bdde ved im-

20 munofzldningsprgven og, ligesom kontrol-antisera’ne, pa
Western blot.

Der var imidlertid undertagelser. Det antiserum,

der var udviklet af fusionsprotein 7, immunofzlder 36

kD-proteinet fra BEKI-dyrket virus Oog reagerer ved

25 Western blot til 76 kD- og 51 kD-b&ndene. Antiserum fra

fusion 5 immunofzlder 3 stgrrelser af proteiner: 65, 98

©g 105 kD, hvilket er stgrrelser, der ikke fzldes af

kontrol-antisera. Antiserum fra fusion 9 famlder et 58

kD-band, der heller ikke fzldes af kontrol-antisera'ne.

30 Betydningen af materialernes molekylvegt er ikke klar,

da det ikke er klart, hvilket, om noget, af disse prote~

iner, der reprasenterer glycosylerede materialer med

tilsvarende skift i molekylvagt.
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ELISA

ELISA (gennemfgrt ved metoden ifglge Bartlett et
al., Protides of the Biological Fluids, H. Peeters, ed.,
Pergamon Press, Oxford, 1976, 24:767-770) gjorde brug af
delvis renset virus som antigen. Kun det antiserum, der
var fremstillet mod fusionsprotein 7, var positivt ved
en 1:40 titer. Serum fremstillet mod fusionsproteiner 5
og 11 havde titere pa 1:4 og 1:8. Ikke-immune sera var
negative.

Immunofluorescens

Immunofluorescens gennemfgrtes ved anvendelse af
nerkede levende eller fikserede inficerede celler. Det
antiserum, der var fremstillet mod fusionsprotein 11,
var let positivt med@ hensyn til immunoreaktivitet med
levende celler. P3 celler fikseret med methanol, acetone
eller formaldehyd gav serum fremstillet fra fusionspro-
tein 7 den samme starke respons sdm,kontrol-antisera fra
de inficerede dyr, mens antisera 5 og 3 var svagt posi-
tive over for proteiner, der var ekstraheret fra virus-
pellet'en'fremstillet pa BEKI-celler.
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PATENTI XKRAYV

1. Nucleotidsekvens, der koder for et til kveg-
diarré relateret polypeptid, kendeteg h et
ved, at den er en region af den genomiske sekvens for

5 kvegdiarrévirus vist pd figur 2 eller en kombination
af regioner i denne sekvens.

2. Nucleotidsekvens kodende for et viralt poly-
peptid, kendetegnet ved, at dette i dét
vesentlige er identisk med det, der kodes for af den

10 genomiske sekvens for kvagdiarrévirus vist pa figur
2. '

3. Rekombinant ekspressionssystem, der i en
forligelig vartcelle er i stand til at foretage pro-
duktion af et til kvegdiarrévirusrelateret polypep-

15 tid, k ende tegnet ved, at systemet omfatter
en DNA sekvens ifelge krav 1, der operativt er for-
bundet til en med varten forligelig kontrolsekvens.

4. System ifelge krav 3, kendetegnet
ved, at det opstrems for den navnte DNA sekvens og i

20 lazseramme med denne yderligere inkluderer en fusione-
ret nucleotidsekvens kodende for et vartprotein eller
en del deraf.

5. System ifwlge krav 4, k endet e g net
ved, at den fusionerede DNA sekvens koder for en N-

25 terminal del af fB-galactosidase.

6. Rekombinant vektor, kendetegnet
ved, at den omfatter ekspressionssystemet ifelge krav
3. |

7. Rekombinante vartceller, kendeteg -

30 ne t ved, at de er transformeret med vektoren ifgl-

ge krav 6 eller med en vektor omfattende systemet

ifelge krav 4 eller 5.
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8. Polypeptid, kendetegnet ved, at
det i det vasentlige er identisk med hele aminosyre-

sekvensen som vist pa figur 2 eller med en region el-

ler kombinationer af regioner deraf.

9. Polypeptid ifelge krav 8, kendeteg -
net ved, at det yderligere er fusioneret med et
vaertprotein eller en del deraf.

10. Vaccine, der er effektiv mod kyagdiarrévi—
rus, kendetegnet ved, at den omfatter po-
lypeptidet ifelge krav 8 samt farmaceutisk acceptable
excipienser.

11. Vaccine ifelge krav 10, ke n deteg-
net ved, at den yderligere indeholder en immunogen
partikel, hvilken partikel omfatter et polypeptid med
en aminosyresekvens, der kén danne en partikel, nar
sekvensen frembringes i en eukaryotisk veart.

12. Vaccine ifelge krav 11, kende teg -
net ved, at den partikeldannende aminosyresekvens
er afledt af hepatits B virus.

13. Vaccine ifelge krav 12, ke n de teg -
net ved, at den partikeldannende aminosyresekvens
er afledt af HBsAg. '

14. Fremgangsmide til fremstilling af et poly-
peptid ifelge krav 8, kendet egmne t ved, at
man dyrker celler ifelge krav 7 og udvinder det re-
kombinante polypeptid.

15. Fremgangsmade til fremstilling af en vacci-
ne mod kvagdiarré, kendet egnet ved, at den

omfatter udevelse af fremgangsmaden ifelge krav 14

med en yderligere tilsetning af farmaceutisk accep-

table excipienser.
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16. Anvendelse af et polypeptid ifelge et hvil-
ket som helst af kravene 8 og 9 til fremstilling af
prevesat til immunologisk pavisning af fusionsprotei-
ner af kvegdiarrévirus.

5 17. Anvendelse af en nucleotidsekvens ifelge
krav 1 til konstruktion af som ‘diagnostiske sonder
nyttige oligonucleotidsekvenser.

18. Anvendelse af en nucleotidsekvens ifelge
krav 1 til fremstilling af en vaccine, der som barer

10 omfatter levende viral vektor, der tillader ekspres-

sion af et onsket kvagdiarrévirusantigen sammen med

et protein fra bzreren i inficerede celler.
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BDV genom,

A: Afbildning af 9 BDV cDNA kloner, der omspznder hele genomet. Klonerne blev
fremstillet fra oligo 4T primet cDNA (DT kloner) eller fra tilfeldigt pri-
met cDNA ved brug af kalvebrissel oligonucleotider (CT kloner). Navnene pa
klonerne er som felger: 1 - pCT63; 2 - pCT36; 3 — pCT183; 4 - pCT70; 5 -
pDT28; 6 - pDT17; 7 - pCT174; 8 - pDT65; S - pCT185; 10 - pCT40.

B: Anvendte cDNA fragmenter til konstruktion af ekspressionsvektorer for
E.coli ved fusion til E.coli B-galactosidasegenet.
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Pigur. 2

! b
Tt S Y13 Y
ncotl

4 ATGTATACGAGAATTTGCCTAACCTCGTATACATATTEGGCATTCTAAAAATAAATTAGGLC
CATATGCTCTTAAACGGATTGGAGCATATGTATAACCCGTAAGATTTTTATTTAATCCEE

S8 stul, 61 mstll,

63 TAAGGGACAAATCCTCCTTAGCGAAGGCCGAAAAGAGECTAGCCATGCCCTTAGTAGGAC
ATYCCCTGTTTAGGAGGAATCGCTTCCGGCTTTTCTCCGATCEETACGEGAATCATCLTG
100 nhel,
123 TAGCAAAACAAGGAGGGTAGCAACAGTGGTGAGTTCGTTGEATGGCTGAAGCCCTGAGTA
ATCGTTTTGTTCCTCCCATCGTTGTCACCACTCAAGCAACCTACCEACTTCGGEACTCAT
183 CAGGGYAGTCGTCAGTGGTTCGACGCTTCGTGTGACAAGCCTCGAGGTGCCACGTEGACE
GTCCCATCAGCAGTCACCAAGCTECGAAGCACACTGTTCEGAGCTCCACGGTGLACLTGE
223 xhot, ‘
243 AGGGCATGCCCACAGCACATCTTAACCTEAGCEGEGETCGTTCAGETEAAAGCEETTTAA
TCCCGTACGGETGTCETETAGAATTGEACTCECCCCCAGCAAGTLCACTTTCGLCAAATT

246 sphi,

303 CCAACCGCTACGAATACAGCCTGATAGGGTGCTGCAGAGECCCACTETATTIGLCTACTAAA
GGTTGGCGAYGCYTATGTCGGACTATCCCACEACGTCTCCGEGTGAC&TAACGATGATTT

334 psti,

363 AATCTCTGCTGTA

MetGluteulleThrAsnGluleuleuT er‘ThrTXE
TTAGAGACGACAT

ACATGGAGTTGATTACAAATGAACTTTTATACAAAACAT
TGTACCTCAACTAATEGTTTACTTGAAAATATETTTTGTATG

CATGGC

GTACCG
LstlnL sProAlaGlyValGluGluProVal1xrAsnGlnAlaGl¥hi ProLeuPhe
423 AAACAAA ACCCGE:E%?%TGGAGGAACCAGTAT TAACCAAGCAGETGACCCTTTGTTY

TITGTTITIGGGC ACCTCCTTEGTCATATATYGETTCGTCCACTGGGAAACAAA
4468 bstEZ,

GlyGluArgGlyValValHis
GGEGAGAG GGAGTYGGTTCAT

AlaThrLeuLXSLeuProHlsLstrzg&
CCGCTYCTCTLCTCACCAAGRT

1 6
AEGCGACGCTAA ACTGCCACATAARAG 6
TCCGCTGCEATTTTGACGGTGTATTIVCTCCCC

A

erLeuProLstr a1l AsetgsAr SerGl
CTCETGCCAAAAAGAGGTGALTGCABGTCGGGTA
GAGACGGTTTTTCTCCACTgACGICCAGCCCAT

ro
483 (1]
GC

A
ArgGluValProThrAsnbteu
CG%GAAGTACCYACTAATCTG
GCGCTTCATGGATGATTAGAC

587 psti,

P

c

G

A

543 G
c

G lu
c AG
G 7€
1a5 sn
CGT AC
GCA 76

SerLysGlyProValSer6l lléT rleul sProGlzProLeuPheT rGlnAngxr
603 AGCAAGGGXCCCGIGAGTGG ATCTACCTGAAACCGGGECCGTTATTCTACCAGGATTAC
TCGTTCCCTGGGCACTCACCTTAGATGGACTTTGGCCCCGGC&ATAAGATGGTCCTAATG

LysGlzPranlT rHisArgAlaProlLeuGluPhePheGinGluAlaSertetCysGlu
663 AAAGGACCCGTCTATCATAGAGCTCCATTGEAGTTCTTTCAGGAAGCCTCTATET TGAG
TTICCfSGGCAGATAGTATETCGAGGTAACCTCAAGAAAGTCCI?CGGAGATACACACTC

682 saci,

ThrfhrkrgAr IleGl&ArgValThrGl SerAs Gl{L steu? rHlsllerrVal
723 AACTAGAAGGATTGGGAG GTAACTGG‘AGTGA 66 AXATTGT CCACATTTATGTG
GTITGATCTTCCTAACCCTCTCATTGACCATCACTACCATTTAACATGETGTAAATACAC
s

C

& llehigslxc :llelleVale|SIrAlnThrL sTyrHisGlnlLysValleulys
CATAGATGG TECATAATAGTTA GAGCGCCACAAAATATCATCAAAAGETACTCARA

6TATCTACCIACGTATIATCAAT1CTCGCGETGTTTTATAGTAGTTYTCCATGAGTTT

c
94 Qva3,

783

euTrpValSer

sLeuAsnCysProl SanEiSerlETherihl
843 ACTAAATTECCCTCTATG GTYTCAAGCTGCTCCGACACAAAAGC
TGATTTAACGGGAG YCGACGAGGCTEYGTTYTTICO

Pdd N D=HO =D

(ol sl

?ValﬂisksnL
1G1CCACAACAX
CCAGGTGTTGTY

-S>

ATACCCAAAGT
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Alale AlaVlllIoAlaLouValL.uPhoGlnV.lAllVllGlxﬁluAnnlll
GCATGEGCRG?A“YAGCCTTGGTTTTGTTYC‘AG‘CGCGS’GGG GAGAACATA
CGTACCCGTCATTATCGGAACCAA‘ACAA‘STTCAGCGYC‘CCCTCYC?TGT&'

u

G

[

n1rEAsnLcuGlnAsgAsn61 ?hrGluGlxllcGlnAraAlbnltPh.GlnArx
A AACTTACAAGA AATGGEACGGAASG ATACAACS GCCATGYTCSAAAG
TACCTTGA&TGTTCTGITACCCTGCC1TCCTTATG!TGCtQGﬁTACAGE TYTCY
1
A

AsnAriserLouﬂisslelcTr Pro6lul sllchuThrﬁl VaiProBSer
AATAGAAGTCTGCATGRG ATCTGGCCAGAGAAAATCT TACAGEYGTCECCTLE
TTTATCTTCAGACGTACCC!AGQCCGGTCTCTTTTAGACATGTCCACAGGGGAGS

1290 tal1,
HisLeuAlaT

heAspThrGlul eul salall-ﬂls5l¥ﬁutnntst A:.s-rsnutx- :

1323 CACTTGGCCACTGATACAGAACTEA sccanrrgntss 9’89'32‘ GCTAGCEAGAAG
BTBAACCEETEACTATETCTIGACTTCCETTAAGTACCATACTA TACGATCECTCTYC
1327 balt, 1333 tthlllf, 1371 nhet,

ThrAsnTerhrCEscEsAr LeuGlnAr!HlsGluTtEAsantHl-El 7reCz|Aln
1383 ACAAATTACACAT CTGCAGGCTYCCAACE CATGAGTGGAACA GCAYGETTEEGT CAAT
TGTTTAATGTGTACEACGTCCGASBITECGS!ACTCACCTTGTYCG?ACCAACCACGTTA

1397 pst1,

TrngiAsnllesluPr ,rE!)eValLouH!tAtansThrGlnAlaA:nLeuA
1443 TYGGT gC?IIgIYchATGA‘t‘ AACCCAAGCCAACCT

ol
CAATATYGAACCTY 16
ACCATGTTATAACTTGGAA AGAGTACTTATTTTGGETTCGETTEEAAC

1449 sxpi, .

1aGlu
CYGAG
GACTC

61¥GlnProProAr GluCgsAlcVolThrC sAraTxrAl AvgAspSerAspleuAsn
1503 66 CAGCCACCAAGZGAGT TGCCGTTACATGCCERTATGALCE GATAGTGACCTAAAT
: CCAGTCGGTGSTTCCCTCACACGGCAATGTACSGCCATACTGGCTCYA!CACTSGATTTA

: ValVaiTheGlnAlaAr AsnScr?roThrPraLnuThrGI!C;BL sLysGlylysAsn
1543 5TAGTAACACAAECTAGZAA:AGCcccacacCAtIGACAss L AGELAAGAAC
, CATCATTGTGTTCSATCCTTGTCGGGGTGTEGTAACTGTCCGACGTTCTTTCCGYTCTTG

PheSecPheAlaGlyV ILeuValEinGlyProC lﬂln'hislul1|AIIVIIS!rAI¥
1623 TTCTCCITTGCAGG‘S?GTTGGTACAAGG CCTY CAACTTTGAAAIAGCTGTAAGTGA
AAGAGGAAACSTCCACACAACCATGiTCCCGGAACBTTGAAACTT!ATCGACAT?CACTA

VallruPheAr GluleAs¥CnghrSirVallllGInEl ThrAlaHisYyrleuVal
1683 GTGCTGTTTAGAGAGCACEATT CACAAGTGTEATTCAAGGLACEGCTCACTATETEETA
: CACGACAAATCTCTCGIGCTAAQGTGTTCACACTAAGTTCCGTGCCGAGTGATAGACC

AT
AspG) Hetthrk:nScanuGluStrAlnAr €In6l ThrAlaLxs#nuThrThrTre
1743, GACGE ATGACCAATTC!CTAGAAASYGCCAG CAAGGGACCGCAAAG TAACTACTTG
CTGC:CTACTGGTTAAGQGATCTTTCACﬁGTcCGTYCCCYGGCGTYYQAATTGAIGAACC

17460 nbat, 1790 hpat,

LeuGlyArgGlnteut ysl sleuGlylLyslysLeuGluAsnLysSerl sTheYrpPha
1803  TTGGGTAGACACETTALES ACTAGGEARGARACTEoAMARCRREAET AL ERET P

AR AT e T CGAATTCTTTEATCCCTTCTT TEACCTTTTETTCIEATT Cr e A Eann
1815 afyqg,
GlyAlaTyca
6GEGCATATEL

3Al
GCATATGCAGCCTCTCC:Y
CCCtETATACETCG

cSchroTer iGluv.lsluArghr L-uGI¥!xrllcTr Tye
CTGCEAGETAGAACGOAGACTTEGTTACATCTLETILS
CYTGCCTCCEAACCA!7GTAGACCATA

1843
GAGAGGGATEACGETCCAT
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i Pigur 2
ThelyaAsn( sanProAlansLouProLstsnThrL slltVaIGdEProGl'Ara
1923 ACAAKGAAi! CACCCCTIGCCTIGTTITACCAA AAA!ACAAXGAICGT!GG CCCGG‘AG
: YGTTYCTTAACGTOGOGGACGRACAAATGGTTTTTTATGTITYCYAGCAACCGOGGCCATCC
PheAs ThrAsnAlaGluAs?6l¥Lxslch-uHstlunetGl GlyHisLeuSerGilu
1983 TICGAEACCAATGCGGAGGA GGTA AATAC7GCAYGAGAIGGGEGGECACYTGYCAGAG
AAGCTGYGGTTACGCIYCCTACCATTYITAYGACGYACTCYACCCCCCGGTGAACAGTCTC
VallLeuLeuleuSerValvaivalleuSecAspPheAlaProGluThrAlaServalval
2043 GYGCTACTACTCTICAGTGGTAGTGCYTTCCOATTTCGCTCCAGAGACAGCCAGTGYIGGTA
CACGATGATGAGAGTCACCATCACGAAAGGCTAAAGCGAGGTCTCTGTCEGGTCACACCAT
TerculchcuHstheS-rlleProBlnGl HisThrAs lchlnksECzsAs?Lxl
2103 TATTTAATTCTACATTTCTYCCATCCCACAAGH CACAC!GABAIACATGA TETGATAAA
ATAAATTAAGATGTAAAGAGGTAGGGTGTTCCYGTGYGACTGTATGTACTGACACTATTT
AsnGlnLeuAsnLeuThrvalGl LcuThthrAlaGluValllcProGlES¢rVAer
2163 AACCAACTAAACCTCACCGTAGGACTCACAACAGCTGAAGTAATACCTGG TCAGYYTGE
. TTGGTTGATTTGGAGTGGCATCCIGAGTGIYgTCGaCTICATTATG§ACCCASICAAACC
2194 pvutlt, 2209 tthlllg,

AsnLeuGl Ll‘TeralC slleArgProAspTrpTrpProlyrGluThecAlaThePhe
2223 AATYTTGGGCAAATATGYTTLTATAAGACCAGATTGGTGGCCTTATGAGACAGCCACGYTC
TTAAACCCGTYTATACAAACATATTCTGGTCTAACCACCEGAATACTCTGTCGETGCAAG

2250 bstxl,

LeuValPheGluGluvalGlyGinVallleArqlleVallLeuArgAlaLeuArgAspleu
2283 CYAGIGYTYGAAGAGGTGGGTCAAGTGATCAGOGATAGTCTYGAGOGCTTTAAGAGATCTA
GATCACAAACTTCTCCACCCAGYTCQCYAGTCCYATCAGAACTCCCGAAATYCICTAGAT

2308 bcl1, 2336 bglis,

Thrkrallcfr IhrAlAAlAThrThrThrAlaPthouVAlCéthuValL sValval
2343 ACGCGCATTTGGACCGCTGCTACGACTACTGCAYTICCTGGTATOCTCTGGTGAAGGTIGGTG
TGCGCOTAAACCTGGCGACGATGLTEATGACGTAAGGACCATACAGACCACTTCCACCAC

ArgGl GinValleuGinGlylleLeuTrploeulleleulleThrGlyAlaGinGlyleu
2403 AGAGGLCAAGTGTTGCAAGGLATACTGTGETTYGATYACTCATAACAGGGGCACAAGEGCTC
TCICCGGTTCACAACGTTCCGYAYGACACCAACTAVGAGTATIGTCCCCGTGTTCCCGAG

ProValCyslLysProGlyPheT rTyrAlalleAllLysAsnAsnGlu!IQGIEProLnu
2443 CCAGTTT&CAAACCCGG TYTTRACTACGCCATAGCCAAAAATAATGAGATCGGECCTCTT
GGTCAAACGTTTGGGCCGAAAATGATGCGGTATCOGGTTTTTATTACTCTAGCCGGEAGAA

GlEAlaThrGl LeuThrThrGlnYrET rGluTyrSerAspGlyMetArgleuGinAs
2523 GGGGCTACGGGCCTCACCACTCAGTG TXTGAAT CTCGGATGGGATECGECTEGCAGGA
CCCCGATGCCCGGAGTGGTGAGICACCATACTTATGAGCCTACCCTACGCC§ACGTCCTG

2574 pstt,

ThrGlyValvalVallirpCysiysGl GlyGlu[chysTereullcThrCEIGIuAra
2583 ACGGGAGTTGTAGYGIGEYETA&AGG GGAGAGATCAAATATCTAATTACATGTGAGAG
YECCCTCAACATCACACCACATTYCCACCTCTCTAGTTTATAGATTAATGTACACTCTCC
GluAtlaAr TereuAl.ll!LeuNltThrArzAlaLeuProThrS.rValValPthlu
24643 GAAGCCAGZT TCTGGCCATTCTACACACGAGAGCCCTGCCOACGTICTGTAGTATTTGAA
CTTC§GTCtATAGgCCGGTAAGAIGYGYGCTCICGGGACSGSTGCAGACATCATAAACTT

2647 bstXl, 2656 baltl, 2684 aatll,

LysllelleAs GlyLysGluGlnGluAsanlV.lGluHrtAlgAn AsnPheGluleu
2703 AAAATCATAGATGGAAAAGAACAAGAGGACGTAGTEGAAATGGATGATAACTTTGAACTC
. TTTTAGYATCIACCITTYCTTGTTCTCCTSCAYgACCYTTACCTACIAIIGAAACTTGAG

61¥Leuc sProCysAspAlalysProleuValAr Glexle-A'nihrThrL-uL-u
GGICYTTGCCCGIGTGATGCTAAACCCTTGEYAAGGEGGAAAAT T TAATACAACACTTCTG
CCAGAAACGGGCACACTACGATTTGGGAACCATTCCCCTTTTAAATTATGTTGTEAABAL

AsnGlyProAlaPheGlnmetValC sProll.Glxtr The6lyThcValSerLeuCys
2823 AATGGLCCAGLCTTCCABATGETTTECCCTATAGGATGEACAGGAACTGTEAGTCTGTET
TTACCCGETCGEAAGGTCTACCAAACGGEATATCCTACCTGTCCTTEACACTCAGACACA

HisTrpSerAsnLysAspThrievAlatetThrValValArgThrTyrLysArgHisAr
2883 CACTGETCCAATA GGA?ACGTTAGCCATGACCGTTGTACGRACAT CAAGAGLCACAG
GTGACCAGETTATICCTAYGCAAYCGGTACTGGCAACATGCTYGTAYSTTCTCCGYGICC

2763

2940 stut,

ProPheProPheArgGinGlyCysllaThe6inLysvallileGlyGlyAsplauTyrAs
2943 CCTYTCCCCTTTAGECAAGGETECATTACCCAGAXAGTCATCGGEGGXGA CICTACGA

GGAAAGGGGAAATCCGTTCCGACGTAATGEETCYTTCAGTAGCCCCCTLTE6AGATGCTG
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GTGCCI?GGGAGGGAACTGGACTYGTGT&CCGGGGGACATACTACGATA1GTAGATGGG
CACGGAACCCTCCCTTGACCTGAACACATGGCCCCCTGTAYGATGCTATACATCTACCC

oValGluSerCysLysTrp(C sGl¥Ter sPheHisLysSerGluGlyleuProHis
T GYICTTGCA GTGET&YGG 1 CA-GTT?CATAXAABTGAGGG CTGCCACAC
A AGAACGTICACCACACCAATGTTCAAAGTATTYTCACTCCCAGACGGTGTG

aon

C

EGIELXSC slysLeulysAsnGluSerG) TxrAr 61nYalAspGluThe
TGGCAAGTGCAAGCTYGA GAAYGAAAGIGG%T CAG CAAGTAGA?GAGACC
ACCGTTCACGTICGACTTCTTACTTTCACCGAYGTCTGYTCATCTACTCTGG

rgAs Gl¥ValAlal)¢ValProThrGl SeerlesC slLyslleGl
GAGACGGTIGTIGGCT YAGTACCAACYGG¥TCGGTGA ATGCA GATAGGE
CTCTGCCACACCGA ATCATGGTTGACCAAGCCACTTYALGTTCTATCCC
GlnVallleAl
GC
G

al
TGCAAGTCATA
ACGTYCAGTATC

= OOV OO

T1GGA GCTAGGGCCTATGCCTTEGEAGACCA

A

7

HetAs?As?LsteuGl ProHetProCysArgPro
A GATA
TACCTACTATTCGATCCCGGATACGGAACGTCTGQT

a
A
T
3301 nde1,
TyrGlullelleProSerGlu6l PraValGlulLysThrAlacC
TATGAAATCATTCCCAGTGAGGG&CCGGTAGAAAAGACGGCAT
ATAETTTAGTAAGGGTCACTCCCCGGCCATCTTTTCTGCCGYA
3306 lnni;

EsThrPheA:nY cThr
YACCTTCAACTXCACA
CATGGAAGTTGATETGT

LxsThrLeuLstsnL sTye? rGluProAraAs AsnY rPheGlnGlnTeretLeu
AAAACATTAAAGAACA GTXTT TGAGCCTAGGGATAATTATTITCCAACAAT CATGTTIA
TTT1GTAATTTCTYGTTCATAATACTC§6ATCCCTAYTAATAAAGGTTGTTATGTACAAT

3390 avr2,

LysGlEGluT rGlnTxr1r PheAs LeuGlullethAnglsHlsArzAs¥Terhe
AAAGGGGAGTACCAAT TTGETTTGA CTAGAGATCACTGALCACCACCGGGATTACTTC
TTTCCCCTCATGGITATAACCAAACTGGATCTCTASTGACTGGTGGTGGCCCIAATGAAG

3434 sspti, .
AlaGluSerLeuLeuVillleValValAliLeuLeuGl Gl AraTeralLeuTr Leu
GCTGAGTCCCTACTGGTGAIAGTGGTTGCACTCCTGGG GGTAGGTACGTGCTCTGGTTA
CGACTCAGGGATGACCACTATCACCAACGTGAGGACCCGCCATCCATGCACGAGACCAAT

LeuValiThrY rHetlleleuSerGluGinMet ThrSerGlyArgProvVal TrpAlaGl
CTGGTYACATXTATGATCCTATCAGAACAAATGACCTCGGG CGTCCAGTATGGGCAGG
GACCAATGTATATACTAGGATAGTCTTGTTTACTGGAGCCETGCAGGTChTACCCGTCCA

3583 aatll,.

GlulleValHetMetGl AsnLeuLeuThrHisAspSer!leGluValValThrTerhe
GAAATAGYGATGAIGGG{AACCTGCTAACACATGACAGTATTGAAGTGGTGACTTATTTC
CTTTATCACTACTACCCGTTGGACGATTGTGTACTGTCATAACTTCACCA;TGAATAAAG

LeuLeuteuTyrLeuleuleuAr GluGluAsnllelysLysTr VallleLeulleTxr
TTACTACTATXCCTACTACTAAGRGAGGAAAACATCAAAA ATGGGTTATACTTATATAC
AATGATGATATGGATGATGATTCTCTCCTTTTGTAGTTTTTTACCtAATATGAATATATG

HisllelleValMetHisProleul sSerValThrVallleleuleuMetValGlyGl
CACATCATAGTAATGCACCCACTAAXATCAGTGACGGTGATACTGCTAATGGTTGGAGG
GTGTAGTATCAT?ACGTGGGTGATTTTAGTCACTGCCACTATGACGATTACCAACCTCCC

MetAlaArgAlaGluProG) AlaGInSerPheleuGluGlnvValAsplLeuSerPheSer
ATGGCAAGEGCAG&ACCAGG{GCCCAGAGCTTCCJAGAGCAGGTGGA CTIGAGTTTTICA
TACCGTTCCCGTCTIGGTECGCGGGTCTCGAAGGATCTCGTCCACCTGGACTCAAAAAGT

3801 nari,

HetlleThrLeulleValValGlyleuvallleAlaArgArgAspProThrValValPro
AYGATChCGCTCATTGTAGTAGG‘CTGG1C&TTGCCAG CGLGAUCCCACTGYGGYGCCA
TACTAGYGCGAGTAACATCATCCAGACCAGIAACGGTCCGCGCTGGGG!GACACCACGG!

3844 becll, 3902 spet,

LeuValThrlleValAlaAlaleuArgVal TheGlytLeuGlyPheGlyProGl ValAs
CTAGTCACAATAGT T6CAGCACTGAGRGTAACGGGAL FAGGETTTRELCE COCAET 6O

GATCAGTGTYATCAACGTCGTGACTCCCATTGCC:IGATCCGAAAECCGGGCCTCACCTA
3948 apat,

DK 175413 B1
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Figur 2

ValAlanetalavallLeuthrleuThrieuleulet!leSerT rValThrAsplerhe
63 GTAGCTATGGCAGTCCTAACCTIGACE[TACTGAYGAITAGTTX1GTGACAGACT C11C
CATCGATACCGTCAGGATTGGAACTGGGATGACTACTAATCAATACACTGTILTGATGAAG

ArgTerysAr JrplLeuGinC slletLeuSerleulleAlaGlyvalPheLeulleAr
J23 TACAAAAG TGGCTACAAIETATCCTCAGC!TAATAG CGGEGTTTTCCTiATACG
TCCAIGTTYTCCACCGATGTTACAIAGGAGTCGAATTATCGGCCCCAAAAGGAATATGCT

SerLeulysHisLeuGlyGlulle6luThrProGluLeuThrlleProAsnTrpArgPro
083 AGCCTTAAACATCYGGGEGAGATTGAGACCCCTGAGCTGACCATACLEGAACTG AG CCA
TCGGAAYTTGTAGACCCGCTCTAACTCTGGGGACTCGALTGGTATGGCTTGALCTCCGGT

. LeuThrPhelleleuleuTyrLeuThrSerAlaThrValvValThrAr 2 ELlealAs
143 CTAACCTTCATACTATTGTACCTGACTTCAGCAACAGTTGTCACACE AAAGTTGA
GATTGGAAGTATGATAACAYGGACTGAAGYCGTYGTCAACAGTGTGC1ACCTTTCAACTG

lleAlaGl{!leLeuLeuGlnGl ProGinSecrPheCysOP
-203  ATAGCTGG ATAT?ACTGC&AGGECCCCAATCCYYCT CYGATTIGCCACCTATGGGCT
TATCGACCGTATAATGACGTTCCCGGGGTIAGGAAGACGACTAACGG TGGATACCCGA

4224 apat,

1261 GACTTCCTIGACCCTTGTATIGATCCTGCCCACCCACGAATTAGTCAAGTTGTACTACCTG
CTGAAGGACTEGGAACATAACTAGEACGGGTGGGTGCTTAATCAGTTCAACATBATGGAL

+321 AAGACCGTCAAGACTGATGTGGAAAAGAGTTGECTAGEGGGEGTGGACTACAAGACAATT
TYCTGGCAGTTCTGACTACACCTTTTICTCAACCGATCCCCCCCACCTGATGTTCTGTTAA
HetAspGluSerGlyGluGlyValTyrLeuPheProSerLysGlin

381 GGCYCTATTTATGATATGGA?GAAAGIGGXGAGGG GTIGTACCTTTTCCCATCCAAACAG
CCGAGATAAATACTATACCTACTTTCACCTCTCCCGCACATEGGAAAAGGETAGGTTTGRTC
AsnGlZ X sAsnValiSerlleleuleuProleulleAr AlnThrLeulleSchEs

4441 AATGGLAAGAAAAAYGTCAGCATACTCTTGCCCCTCATTAGAGCTACACTAATAAGCTGY
TYACCOTTCTTTTTACAGTCGTATGAGAACGGGGAGTAATCTCGATGTGATTATTCGACA

4497 tthilly,

1leSerSerLysTrpGlintMetValTyrMetAlaYyrlLeuThrLeuAs Pheneth
4504 ATCAGCAGCAAATGGCAGATGGTGTACATGGCTTACCTAACCTIGGACTTTATGYACT C
TAGTCGTCOGTTTACCGTCTACCACATGTACCGAATGGATTGGAACCTGAAATACATGATG

IleHisArglysVallleGluGlulleSerGlyGlyThrAsnVallleSecArgVallle
4561  ATACACAGAAAGGTTATAGAAGAGATCTCAGGGGGCACCAATGTGATATCTAGGGTGATA
TATGTGICTTYCCAAIATCTTC7CTAGAGTCCCCCGTGGTYACAETATAGATCCCACTAT

4583 bgl11, 4405 ecorS,

AlaAlaleulleGlulLeuAsnTrpSerMetGluGluGluGluSerly sGl{ cuLysLx

4621 GCAGCACTCATAGAGCTAAACTGGTCTATGGAAGAAGAAGAARGCAAGGGETTAAAGAAG
COTCGYGAGTATCYCGATTTGACCAGATACCTTICTICTTICTTTCGTTCCCOAATTICTTC

’ PhePhelleleuSerGlyArglLeulLysAlateullellel sHis sValArgAsnGlin
4681 TTTITTITATACYATCTGGLAGGTTGAAGGCCCTYATAATAAAGCATAAGETTAGGAACCAG
. AAAAAATATGATAGACCCTCC&ACY!CCGGGAATAT1A1TTCGTATTCCAATCCTTGGTC
ThrValAlaSerTrpTyrGlyGluGluGluValT Gl{ﬂetProLstclValThrllt

L7461 ACCGYAGC&AGCTGET TGGGGAGGAAGAAGTCTACGGLATGCCAAAAGTAGYGACCATA
TGGCATCGTTCGACCATACCCCTCCTTCTTCAGATGCEGYACGGTTTTCATCACTGGTAT

47718 sphi,

lleArgAlaCysSerLeuAsnl ysAsnLysHisC sllclleCétThrValC sGluAla

4801 ATAAGGGCTTGCTCACTAAACAAGAACAAGCATTGCATAATATGCACAGTATGETEAGECTY
TATTCCCGAACGAGTGATTTIGTTCTTETTCGTAACGTATTATACGTETCATACACTCCEA

sTe 61 AsnCysProlys(ysGl isGlyLysProlleTheCys

Y -Y%! GTGEAXEGG GG AACTGCCCTAAATGCGE CG CACGGEAXGCCCATCACYT T
TTCTTCACCYTCCCACCGTTGACGGGATTTACGCCGGCGGTGCCCTTCGGBTAGTGAACA

4893 nwal,

GlyMetThrleuAlaAspPheGluGluAr Hii’erysArzllePhnlloAr 6luGl
4921 GGGATGACTCTAGCGGATTTTGAAGAGAGGCACTACAAGAGAATTTTCATAAGAGAGGG
CTACTGAGATCGCCTAAAACTTCTCTCCGTGATETTCTCTTAAAAGTATTCTCYCCCA

cPheGluGlyProPheArgGInGluHisSecrGl PheValG!nferhrA\cArzG\x
ATTCGAAGGACCCTT CAGaCAGGAACATAGCGG TTTGTACAATACACCECTAGGEGE
TAAGCTTCCTGGG cCcCey

c
h
C
6 AAGYCCGTCCTTGTATCGCCCAAACATGTTATGTGECGAT

- O

4981
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Figur 2

. GlnLecPhel euAr AsnLeuPrnlleLeuAlathL sVallLysMetlLeuMetV v
33 cAnrrcrrcchAGaAArr1acccara1TsccaaccaxacvaaXAAIGCTlArcc?%@%%
. GTTAACAAQGACTCCTTAAA?GGGTAYAACCGTTGGTYTCATTTTTACGAA?ACCATCCG

5049 mstll,

ASﬂLeuleValGluIXeGl¥As LeuGlthsLeuGlyTrEI!eLeuLstetGlnlle
101 AACCTAGGGGTAGAAATCGE GATCTAGAACACCTAGGATG ATCTTAAAAATGCAGATC
TT§GATCCCCATCTTTAGCCACTQGATCTTGTQGATCCTACCTAGAATTTTTACGIC1AG
5103 avr2, 5124 wbat, 5133 aver2, S154 bglig,
Phevall SsThriLeuThrGl LysThrl!eThrLeuGluValGluProSerAs Thrile
161 TTCGTGAKAACCCTGACCGGKAAGACCATCACCCTGGAGGTGGAGCCCAG!GA@ACCATc
AhGCACTTTTGGGAC!GGCCGTTCT§GTAGIGSG&CCTCCACCTCGGGTCAC7GYGGIAG

S186 bstx],

GluAsnVallysAlal slle6lnAsplysGluGl 1leProProAspGlnGlnAr Leu

221 GAGAACGTGAXGGCCAXGATCCAGGA?AXGGAAGGZATTCCCCCTGAECAGCAGAGECIC
CTCTTGCACTTCCGGTTCTAGGTCCTATTCCTTCCGTAAGGGGGACTGG7CGTCTCCGAG
5251 xmnt,

1lePheAlaGl LysGlnLeuGluAspGlyAr SerLeuSerAs?TxrAsnlIeGlnLys
-284 AYCTTTGCCGG{AAGCAGCTGGAAGA?GG CGCTCTCTITCIGATT CAACATCCAGAAA
TAGAAAEGGCCGTTC§TCGACCTTCTACCGGCGAGAGAAAGACTAATGTTGTAGGTCTTT

5287 naes, 5294 pvuig,

. GluSerThrLtuHisLeuValLeuAr LeuArg6l SerGlEProAlaValc sLyslLys
31341 GAGTCGACCCTGCACCTGGTCCYCCG?CTGAGEGG AGTGGLECCTGCCGTGTGCAAAAAG
CTEaGCTGGGACGTGGACCAGGAGGCAGACTCCCCATCACCCGGACGGCACACGTTTTTc

5343 sal1,

- lleThrGluHisGlulysc sHisValAsnIleLeuAsngsLeuThrAlaPhePheGl
- 3601 ATTACTGAGCATGAGAXATECCATGTCAACATACTAGA A ATTGACCGCATTTTTCGGE
TAATGACTCGTACTCTTTACGGTACAGTTGTATGATCTGTTTAACTGGCGTAAAAAGCCC

ValMetProArgGl TheTheProAr AlaProValesllePrnThrAlaLeuLeuLxs
S461 GTTATGCCAAGxGG ACCACACCAAGEGCTCCGGIGA GATTCCAACCGCATTGCTAAAA
CAATACGGTTCTgCAIGGTGTSGTTCCCGAGGCCACTTCIAAGGTTGGCGTAACGATTTI

5473 kpnt,
ValArgArgG} LeuGluThrGlyTrpAlaT rThrHisGlnGlgsl{ll:SenSerVil'
€821 GTGAG&AG GGACTGGAAACCGGATE GCCTXCACACACCAAGG GGCATAAGCTCAGTA
CACTCCTCCCCTGACCTTTGGCCTACCCGGATGTGTGTGGTTCCGCCG1ATTC6AGTCAT
AngisValThrA!aGl LysaAs LeuLeuvalczsAs SerMetGlyAr thkrszl
5581 GA CATGTGACCGCAGGEAAAGAECTACTGGTTT TGATAGTATGGGTAG ACAAGAGTG
CTGGTACACTGGCGTCCGYTTCTGGATGACCAAACACYAYCATACCCA1CCTGTTCTCAC
Vaic sGlnSerAsnAsnL sLeuThrAngluThrGluTer1¥ValL sThrAiESer
S&641 GTTIECCAAAGTAACAACAXGTTAACTGA GAGACAGAATATGGTIGTCA GACGGALYCC
CAAACGGTTTCATTGTTGTTCAAYTGACTACTCTGTCT!ATACCACAGTTCTGCCTGAGG
5661 hpat,

GlngsPrnAs GlyAlaArqCysT rValLeuAsnProGluAlaValAsnIleSchlg
S701  GGATGETCCAGA GG GCCAGaTECTXCGTATTAAATCCAGAGGCAGT&AATAYATCAGG
CCTACAGGTCTACCACGGTCCACGATGCATAATTTAGGTCTCCGTCATTTATATAGTCCC

SeersﬁlxhlaAlaValHisLeuGlnLysThrGl Gl GluPheThrCESValThrAll
5761  TCCAAGGG GCTGCTGTACACCTCCAAAAAACAGGT GG GAATTCACATGET6TTACTGCA
AGGTTCCCTCGACGACATGTGGAGGTTTTTTGTCCACCCETIAAGTGTACACAATGACGY

Sa00 ecort,

SerG!xThrProAlaPhePheAs Leul sAsnLeuLstlXTreSerGl¥LouProllo
5821 TCGGG ACTCCAGCCTTCYTTGALCTGA AAATTTGAAGGGATGGTCAGGTCTACCCATA
AGCCCTTGAGGTCGGAAGAAACTGGACTTTTTAAACTTCCCTACCAG!CCAGATSGGT&T
PheGluAlaSerSerG] Avr UnlvalslgAr ValLysValGlexiAsnGluGluSer
5881 TT?GAGGCTTCTAGTGGEAG GYGETCOGLAGAGTTAAAGTAGGAA GAATGAGGAATCC
AAACTCCGAAGATCACCGTCCCACCAGCCGTCTCAATTYCATCQTTTCTTACYCCTTAGG
LysProThrl sLeuMetSerGl IchlnThrValSeersSerThrdlaAs LeuThr
5941 A GCCCACAAXATTAATGAGTGG¥ATCCAAACCGTCTCAA AAGCACAGCCGA TTAACA
TTCGGGTGTITTAATTACTCACCATAGGTITGGCAGAGTTTTTCGTGTCGGCTAAATTGT
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Figur 2
: GIUH.iVAILx‘L tlltThtStrHeLAsnAraGlxkl ?thxsﬁinXXeihrLeuAla

€004 GAGATGGTCAAGAAGATAACCAGCATGAACAGLEG GAETT?A GCAGATAACCCTTGCA

CTCYACCAGTICTTCIAYTGGTCGTACTIGYCCCCTFYGAAA?TCGYC!ATTGGGAACET

ThrGlelaGle sTheThrGluLeuProlysAlaVallleGluGlulleGlyArgHis
€061 ACAGGGGCAGGAA ARCTACAGAACTCCCAA GGCAGTGATAGAGGAGATAGGXAG CAC

TGTCCCCGYCCTTTTTGATGTCTTGAGGGTTICCGYCACTATCTCCTCTATCCT?CTG?G

LstraValLauVJlLtullcProLouArzAlaAlaAlaGluSurVaiT rElnTyrnet
121 AAGCG GTGCTAGTGCTYATACCATTGAG GCAGCAGCYGAGYChG?CYXTCAAYXCATG

YTCGCCCACSAYCACGAATATGG?AACTtTCGYCETCQACTCAGYCASATAGY1AYGTAC

6188 pvuld, 6158 tthlilg,

Ar!LeuL sHisProSer]lleSerPheAsnlenAr llaGlEAa MetlysGluGlyAs
6181 AGATTEA ACATCCCAGTATCTCCTTCAACTTAAGAATAGGGEGACATGA AGAAGGGEA

TCTAACTTYGTAGGGTCATAGAGGAAGTT§AATTCTTATCCCCTGTACITTCTTCCCCTS

6210 afl11,

NetA

laThrSlE!lofhrTyrAlaSQrI rGlyYyrPheC sGlnHetProGthrans
6241 ATGELAACTGEBATCACCTACGCCTCAT YSGX?X!TTTT CCAAATGCCGCAGCCGAAS
fACCGYYGACtCTAGTGGATGCGGAgTATACCTATAAAAACGGTTT‘CSGCSYCGGCT'C

6266 ndej,
" LeuAr AlaAlamMetValGluTyrSerTyrllePheleuAs GluTeristEsAlnThr
6301 crcae%cccccaarcstasasrXrtcarXcaratTtcrssA?GAsT TCACTETGCTACT
GABTC CGGCSYTACCATCTCAYAA67A1GTATAAA6ACCTACTCATAG!GACACG‘TSA
ProGluGintLeuAlaVallleG]yl slleHisArgPheSerGluSerlleArgValvel
6361 CCTGAGCAGTTGECT6TCATACELS aarrcacaExrrvrargaaascaraaggcrssrt
GGACTCGICAACE ACAGTATCCTTTYYAAGTIGTCTAAAAGACYTTCETATTCECACCAA
AlaMetThrAlaThrProAlaGl SerValThrThrThrGtEGlansﬂlsProx!eGlu
d&24 GCTATGACCEECACCCCASCAGGETCAG7AACTAtAACAGG CAAAAACACCCAATAGA
COGATACTGE 6TGE66TCATCCCAGTCATTGATETTGTCCCETTTITTGTEGGETTATLYT
GluPhelleAlsProGluvalMetlys6ly6luAspleu6l SerGinPheLeuAsplle
6481 GAATTCATAGCTCCYGAGGTGATGAXAGG&GAﬂGAECTTSG‘AGCCAGTTCCTTGA ATA
STYAAGTAYQGA§GACTCCACTACYTTCCCtTTCTSGAAC(TTCGG?CAAGGAACTG?A!
6483 mcorl, 6493 wmstlIl,
AlnGlgLeuL slleProValGiuGluMetl 561¥AsnﬂttLQuValPh¢Va1ProThr
6541 GCGEGE CTAA‘AATCCCGGTTGAGGAGATG&‘GGG AACATGCTGGTCTTICEGTACCLEACA
CGCCCCGATTYTTAGGGCCAACTCCICTACYTCcCATTGTACGACCAGAAGCATBGG?GT
AsnMetAlaValAspValAla

Ar LystysLeulysAlalysGlyTyrAsnSerGlyTyr
64601 ﬁGXAhCATGGCGGTTGA GTAGCCAAGA ACTAAXAGCC“ GGG{TXCAACTCAGGZ?XT

TCTTTGTACCGTCAACTACATCGGTTCTTYGATTTTCGGTTECCEATGTYGAGTCCCATA

TyrTyrSer6lyGluAapProAl aAsnl euAr VnlanThrBtrG)nSerFroTeral
6b41 TXCT CAGTGGEEAAGALCCGECTAACTTGAGGETGGTAACATCACAGTCCCEAT CGTCL
ATGATGTCACCCCYYCTGGGCCGATTGAACTCCCACCAYTGTAGTGTCASGGGTATGCAG

ValValAlaThrAsnAlalleGluSerGl ValThrleuProAspleuAspThevalval
6721 GTAG?AGCCACCAATGCCATTGAGTCAGGEGTAACGCTGCCAGA TTAGATACAGTIGTT
CATCATCGETGETTACGGTAACTCAGTCCCCATTGCEACGETCTAAATCTATGTCAACAA

 ASPThrGlylwulysCysGlul ysArgValArgValSerEert slleProPhelleVal
6781 GACACAGETCTCANGTETOAARNEACILT CALRETETEnT caklsilaprobhellaval
CTGTETCCAGACTTCACACTTTTCTCCCACTCCCACAGTAGTTTTTATGGAAAGTATCAT

ThrGlyleulysArghietAlaVal TheVal6lyGluGinAlaGInArgArgGlyArgVael
6841 ACAGG crraXAAEXarGGctsrcacrs:essEsAACAGGthascs!as 6GLAGEGTA
. TGTCCGGAATTYTCTTACCGACAGTGACACCCGCTTGTCCGAETCECTTCTCCGTCCCAT

6843 stut,
1yArgVal 1yArgTyeTyrAcgSerGInGluThrAlaTheGlySerLysAs

6901  oLYABILTEA BEcectTacaIXETLTAE AGCCAGEAAACABCGALCEEET CARKEEA
CCATCTCACTTCE66CCATCCATGATATCTTCGGTCCTTTETCGETEECCCAGTTITCLTG
6945 tthlllt,

TyrHisTyrAspLeuleuGinAlaHisArgTycGlylleGluAspGl lisAsnvalThe
4981 TRCCACTATOARETETTACACCLACACACRTLTCLEATREARRRREL I ARV aLTRE
AVGGTGATAC?GQACAATGTCCGYGTGTCCATACCCTATCTTCTACCTTAGT?SCAEYGT

6973 tthllle, 7017 tthizly,
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Figur 2
LysSerPheArgGluMetasnTyrag TrpSerLauTyrGiuGliuAspSecLueuleulle
AkBTCCTTTAGOEARNT GanTTLEAS TeEAGEc T T EeaceatasbsartyaLeulle
7TCAGGAAATCCCTT1A(TYAAYGCTAACCTCSGACATGCTCCTCCTGTCGAACGACTA!
ThrGlnLnuGlulleLcuAsnAonLnuLoul1¢SorGluA| LeuProAlaAlaVallys
ACCCAGCTGGAGATACTGAACAATCTACTCATCTCTGAAGAECTACCAGCAGCAGYAA*A
TGGETCGACCTCTATGACYYGTThGATGAGTAGQGACTYC1GGATSGTCGTCSTCAYTYT

7084 pvuiy,

AsnlieMetAloArgThrAas HisProGluProlleGinLeuAlaTY cAsnSertyrGlu
AACATCATGGCAAG ACTGA?CACCCAGAACCAA?CCAGC!TGCA?XCAACAGTTZIGAG
lTGYAGTQCCGTTCCTSQCTAGTGGG?CITGGTY&GGTCGAACSTA!GTTGTCAATACYC
7158 belt, )
ValGlnValProValleyPheProL slleArgAsnGly6luVal TheAsgTheY réi
G CCAGETCCCTGTACTGTTTCCAMKARTAAGEARTCLLCACET TACACRT LT NEELY
CAGGTCCAGGGACGTGACAAA661ITTTA!TCCTTACCCCICCAATGTCTATGAAYGCTC
AsnTyrSerPhelLeuAsnAlaarglL sLeub! GluAs¢ValProv|lT rileYyrals
AACTACTCATYYCCTAAATGCAAGKA ACTAGGEGAAGA GYACETGYGT CA?TTXTGCC
thATGASlAAGGATTTACGTYCTTTtGATCCCCTYCTACATGGACACA1GTAA&TAC6€
ThrGluas GluAsELcuAlaVAIAs LnuL-uGl{LouA; TrgPrnAs ProGIFAsn
ACCOAAGATGAAGA CTEGCASTAGALLTICTAGE YTGGAETG CCCGAgCClGBaAAC
TGGCYTCYACTTCTGGACCGYCATCTGGA‘GATCCGAACtTGACCGGGCTGSGTCC:TTG
5lHGanllVllGluThrGIELXIAIILIHLXlGanIIVAlGIXLIUS.rBQrﬁl0510
CAGCAAGTAGTGGAGACTGEG AAAGCACTEAAGCAAGTGETAGS CYGTYCCTCTECTGAE
GTCGYTCA?CACCTCTGACCCYTYCGTGACYTtGTTCACCATCCTGACAGGAGGCGACTS
7“0 b'-1'

AsnAlaleuteulleAlsleuPheGlyT erlSlyTerlnAIthuSUrL sApghis
AATGCCCTGC?CA?AGCCCTGTTTGGEY‘TG!AGSAT TCAAGCTTTGTCAAAAAGACAC
TTACGGGACGAGTATCGGGACAAACCCATACAICETATAGITCGAAACAGTTTTTCTGTS

7475 ecocS, 7481 hindi11,

SHLLERNTEL e ThTAte L aT e L aG uAnpiaeqLeus LuAspThe Thets
A
CAGBGTYQCTAGTGTCTG'ATATGTGETATCTTCYAGTTTCYGATCYCCTG!GTTGGGTG

7508 bolt,

LeuGlnTyrAlaProAsnAlalleAr ThrSluGlngsGluThrGIuLcuL 86luleu
CYCCAATXTGCACCTAATGCTATAQG ACTGAGGGEAAGGAGACTGAACTAAAGGAATTA
GAGSTTAYACGTGGAYTACGATAT1CTYGAC1tccCTTCCItTGACT?GAT?TCCTTAAT

AleValGlyAspMetAspArglletetGluSerlleSerAspT rAlsSurblyGliyLau
6C:57GGG¥GA A:GG: AGRAT:ATGGA:!CCATCTChSA?TXTGCATCAGEXGGxTTS

CGYCACCCACTGYACCTGICTYASYACCTTAGGIAGAGTCTAAIACGTAGTtCTCCCAAC
76645 aval,

GerAlaProAlaPhelysGluAsnVal
TCTGCCCCTGCATTCAAAGAAAACGTE
AGACGGGEACGTAAGTITCTITYTRCAL

ThrPhoI)tArgSQrGlnAchluLstnlArz
ACATYCATAAGATCTCAGGCAGAGAAAGTAAG
TETAAGTATTCTAGAGTCCETCTCTTTCATICT

7690 bgle1, 771% bglte,

GluAlaAlalysGlyTyrValGlinLysPhelleAs AlaleulleGluAsnlysGluthe
5“55CTGC:AX‘GGETXEGYCCA:AXGTTTATTGA GCTCTTATTGAAAACARAGAAACET
CTTCGACGTTTTCCCATECAGETTTTCAAATAACTACGAGAATAACTTITTGTTTCTTTES

llelleArgTyrGlylauTrp6lyThriisThrAlaleuTyrl sSurlieAlaAlaAr
ATzATEAEZTx:GG T;ATG EGXACACACACGGC&CTTTXCA €AGTA715CC6CAAGR
YAT!AGYCTAYACCGAA?ACCCCTTGTGYGIGCCGTSAAATGTTCTCATAACGGCGTTCT

LeuGlyHisGluTheAlsPheAlaThrLeuValllplysTe LeuAlaPheGlyGly6lu
C?gﬁGlCA¥GA:AC:Gé:TTIGCTACGCTkGTGATAAxGTG CTAGCCTTCGGOGEYGASE
GACCCCGTACTTTG7CGTAAACEATGC‘A‘CACTATTICACEGAYCBGAQGCCCCC!CTC

7902 nhet,

i heValAs L.;VllVllT rTyrValMatAsn
2228%&?2:2:?2:#2#&221&12&%21:29715. e166Tc6TTTETTETETeATEARE
6GCCACAGTCTAGTACACTCTGTCCEETEECAACTGGACCAGCAAATAATACACTACTTE

M084L tentrTe

DK 175413 B1
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Fiqur 2
LysProSerPheProGléhs?SQrGlufhrGlnGlnGIuGl ArgArgPheValAlaSer
7981  AAACCCTCTTTCCCAGGLGA 1CCGAAACCCAGCAGGAGGGEAG CGATTCOTTGCCAGE
TTTGGGAGAAAGGGTCCCCTAAGGCTTITGGGTCGTCCTCCCCTCCE6CTAAGCAACGGTCG

8041 TTATTCATCTCCGCTCTGGCAACCTACACATACAAGACTTGGAACTACCACAACETCTCE
AATAAGTAGAGGCGAGACCGTIGGATGTGTATGT TCTGAACCTTGATGEGTGT TGGAGAGG

LstalValGluProAlaLeuhlaTereuProTxrAlaThrSerAlaLauL stetPhe
8101 AAGGTAGTAGAACCAGCTTIGGCATACCTCCCCT CGCIACCAGYGCACIGAKAATGTTC
TTCCATCATCTTGGTCGAAACCGTA!GGAGGGGATGCGATGGTCACGTGACTTTTACAAG

8151 xmni,
ThrProThrArxLeuGluSerGluValIleLeuSerThrfhrlleferysThrT rLeu
8161 ACCCCAACTAG CTGGAGAGCGAGGTTATACTTAGCACTACAATATACAAAACTTXCCIC
TGGGGTTGATCTGACCTCTCGCTCCAAYATGAATCGTGATGTTATATGTTTTGAATGGAG
. SerlleArzLysGl LysSerAs 61yLeuLeuGl¥ThrGl lleSerAlaAlaMetGly
8221 TCAATAAGGAAGGGGAAAAGTGATGGACTCTITGGGTACAGG ATTAGTGCGGCAATGGAA
AGTTATTCCYTCCCCTTTTCACTACCTGAGAACCCATGTCCCTAATCACGECGTTACCTY
lleleuSerGinAsnPraoValServalGlylleSerValMetleuGlyValGlyAlalle
8281 ?:IgIGTCACAGAACCCGG!ATCGGTAGGZAYATCIGTTATGCTGGGEGTGGG GCAATT

CAGTGTCTTGGECCATAGCCATCCGTATAGACAATACGACCCCCACCCCCGTTAA
8284 tthllld,

AlnAlaHisAsnAlalleGluSanerGluGlansAr ThriLeulLeutMetLysValPhe

8341 GCCGCTCACAATGCCATTGAGTCTAGCGAACAAA AAGaACCCTGTYGATGA AGTGTTC

CGGCGAGTGTTACGGTAACTCAG&TCGCTYGTTTTTTCCTGGGACAACIAEYTTCACAAG
839t xmnt,

ValLysAsnPheTrpSerGlnAlaAlaThrAspGluLeuVallysGluAsnPcoGlulys
8401 GTAAAAAACTTCTGGAGCCAGGCAGCAACAGATGAATTGGTGAAGGAAAATCCAGAAAAA
CATTTTTTGAAGACCTCGGTCCOTCEGTTGTCTACTTAACCACTTCCTTTTAGGYCTTTTT

llelleHetAlaLeuPheGluhlaValGln1hrrleGl¥AsnProLeuAr LeulleTyr
8461 ATAATAATGGCCCTATTTGAAGCAGTTCAGACAATTGGTAACCCTCTGAGRCTTATATATY
IATTATTACCGGGATAAASYTCGTCAAGTCIGTTAASCATTGGGAGACTCCGAATATATA

8479 xmni, 8497 bstE2,

HisLeuTerlealTererstl 1rgGluAlaLstluLeuSerGluAr ThrAla
8521 CACCTGTATGGAGTTTACTACAAAGGLTGGGAAGCAAAAGAACTATCCGAGAGGACAGCA
e GTGGACAYACCTCAAATGATETTTCCGACCCTTCGTTITYICTTGATAGGECYCTCLTIGTCGT
GIEArcASnLeuPheThrLeulIehetPheGluAlaPheGluLeuLeuGlzhetAs Ser
GGLAGGAACCTGTTCACTTITGATAATGTTC6AAGCTTTCGAACTGTTAGGEATGEACTCY

8se1 CCGTCCTTEGGACAAGTGAAACTATTACAAGCTTCGAAAGCTTGACAATCCCTACCTGAGA

8586 xmni1, 8617 hind111,

GluGlylyslleArgAsnLeuSerGlyAsnTyrlleleuAspleulleTyrSecLeuHis
GAAGGGAAGATAAGGAACCTGTCTGGAAATTATATCTTGGATTTGATCTATAGTTTACAT
8441 CTTCCCTYICTATTCCTTGGACAGACCTTTAATATAGAACCTAAACTAGATATCAAATGTA

LysGinlleAsnAr SefLeuL sLysValValleuGlyTrpAlaProAlaProPheSer
AXACAGAIAAACAG AGCTTGAAGAAAGTGGTCCTE6GETGEGCTCCCGCACCTTITAGY
8701 TTTGTCTATTTGTCYITCGAACTTCTTTCACCAGGACCCCACCCEAGGECGTGRAAAATCA

8715 hindi11,

ACTCC GAGAGAATTAGGTTACCCACAGALAACTATCTAAGAGTG
8761 ACACTGACCTGAGE ACTCTCTTAATCCAATGGGTGTCTGTTEATAGATTCTCAC

8792 bstE2,

GluThrlysCysProCysGl IerluhetLysAlaLeuAr AsnValSerGlySerLeu
GAGACTAAGTGCCCAY TGG¥T TGAGATGAAAGCACTAAGGAACGTTAGTGGLAGTCTT
CTYCTGATTCACGEGTACACCAATACTCTACTTTCGTGATTCCTTGCAATCACCGTCAGAA

ThelleValGluGlulysGl ProPthauczsAr AsnArgPro6lyArgGlyProval
ACTATAGTGGAAGAG&AAGGECCYTTTCTCT TAGOGAACAGOCCTGETAGAGELCCAGTT
BBBY  TGATATCACCTTCTCTTTICCCEGARAAGAGACATCCTTGTCCGBACCATCTCLCEGTCAA

8920 stul, 8938 hpal,
AsnTxrAr ValThrelysTyrTyrAs AsnLeuAlaGlullelLysProValArgAr

A
AACTATAGAGTTACAAAATACTATGA G: AACCTICGCAGAGATAAAGCCAGYTCGAAG
TTGATATCTCAATGTTTTATGATACTACTGTTGGAGCGTCTCTATTTCGGTCAAGCTTCY

CysAspTr ThrProSerAngluAr IleAr LeuProThrAsEAsnT rlLeuArgVal
TETGAETG T?ETE?
ATCA

8821
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laAe lcher rGlylys,
AAGGATAGA YXYGG 15;
TCCTATCTAATACCGTTIC

GlyllevalThrargLeu
G& AYCGYAAcTAGETTG
CCATAGCAT!GATCC&AC

laTyrLeuGlyas 6luProAsnHis
GCATACCYGGETGA GAGCCCAACCAC
CACAACCCAAGTTcCCTCG!ATGGACCCACYGCYCGGGYTSGYG
Lys

XA

rélyvValGlyPhelysG)ya

TGG¥ E X

AC
uArgAsngsAlcThr!lo!hrLysAsnThrVatGlnPheLuu
AAGAGACT

T

sSA

Alas
6C6 GYTGGETTCAAGGE
CGC

Ar?Asth

CGTGACLTA
GCACTGGAT

T
HothsLstl 1aPheThrTyrAs LcuScrLauSerAsnLruThrhr Leulln
ATGAAGAAAGGE zTGCATTTACCT TGAFTTSTCCCTGTCCAATTTGACCAGZYTAATY
YACTTCVTYCCGACACGTAAATGGAT&CTGAACAGGGACAGGTTAAACTSGTCCAATTAA

6luLluVAlHisLstsnAsnLcuGluGluLyuAs 1lePeroA 1aThrLeuTheThe
GAAT1GGTGCACA AAATAACCTTGAAGAGAAAGA ATACCAG

laa
CEGCCACATTAACAACA
CTTAACCACS’GTYTTtATTGGAQCTTCTCTTTCTGTA!GGTCSGCGSTGTAATTGT167
str
AC

CzchuAlaT TYhePheValAsnGluAs lloGlEThrIloL nVA!LeuGIEGlu
T6CCTAGCTY CACAYTTGTGAATGAAGA ATCGGGACTATAA CAGTACTGGREGAG
ACGGATCGAATGTGTAAACACTTACTTETATAGCCCTGAYATTYTGGICATGACCCCCTC

9388 ecorS, 9408 sca,

h
c
G
i
AAAG !GCAACCATAACCAAAAATACAGTTCAGTTTTYGA

rY
CA
134
i
44 CYCIGACACGTTSG?ATTGGIT1ITATGYCAAGTCAAAAACTTT
EC

T

AriVallleklaAs ProValValAsglleAsnLcuGlnProGlanlGanalAs The
AGAGTGATAGCCGA CCAGTGGTAGA ATTAACTTACAACCAGAAGTGCAGGTGGA ACA
TCTCACTATCGGCTGGGTCACCATCTGTAATTGAATGTTGGTCTTCACGICCACCTAYGT
SecGluvalGl 1leThrlLeuvalg) ArxAlaAlaLeunetfhrThrGl¥llcThrPro
TCAGAGGTTGGEATCACTCTGGTTGG A6 GCAGCCTTGATGACAACAGG ATTACACCC
AG‘CTCCAACCC!AGTGAGACCAACCTTCTCGTCGGAACTACTGTTGTCCATAATGTBG

ValvValGlul sThr6luProAsnA) aAsp6l s-rProS!rSerlleLxsl!!Gl Leu
GTGGTTGAAAXAACAGAECCTAATGccsAch{AGrCCAASCYCYATAA GATTGGAETE
CACCAACTYTT!TGYC?CGGATTACGGCTACCGYCAGGTTCGAGATATYTCTAACCTGAC
AngluGl CysTyrPro6l Prekfz?roslnAlgﬂisThrLeuAIaAsEGlu!chLi
6A GAAGGXT TYXCCCAGG CCTAGACCGLAAGA CACACTTTAGCTGA GBAAATACATY
CTGCTTC(YACAATGGG?CCCGGATCTSGCGTTCTGGTGTGAkATCGACTGCTTthYGIA
SerkrzAx 6luAr PrnPh.Va1LeuVaILtuGl¥SerAr SerSerMetSecAsnAr

TCTAG GA?GAA&G CCCTTIGTITIGGTCTITGGG TCAAGAAGTTCCATGYCAAATAG

AGATCECTACYTTCCGGGAAACAAAKCC&EAACCCAAGYTCT?CAAGGTACAGTTTATCT

AlalysThrAlaArga nlleAsnCyeThrGinlysAr ProGlnGlul leArgAsplLeu
SCAAXAACTGCgAng:CATCAACY!TACACAGA AAG CCCCAGG&AATTAGxGA CT6
CGTTTTTGACGATCTTTG!AGTT

CACATGTGTCTITTCTGGGETCCTTTAATCTCTAGAC
9774 bglyq,

HetAlaGlnGlya et ValValAlaleuArgs rPheAsnPro6luleuSerGlu
ATGGCACAACLLEE A?G%?XG?nstsscrrrAaGxazrrrcaarccrcasrvsvcrsnu
TACCGTGTTCCCGCATACGATCAICACCGAAATYCTTCAAAGTTASGACTCAACAGAC?I

9840 cpet,
L-uValAs?Pth 261y ThrPheleuAspAr VAIAlaLnuGluAlaLouSarLﬂuGlE
CTAGTTGA X&eck

TTCAAGGGGACTTTCTTGGATAG GTTGCCTTGGAAGCCETTAGCCTEGG
GATCAACYAAAG?TCCCCYGAAAGAACCTATCCCAACGGAACCTTCGGGAQTCGGACCCE

9900 bgt1, _

Ceestacareot SEATRTARCEACAGLEREVHILYXE UL euL suELugtnG1uG)y
GGCCCTTCCGGGTTCGTQCATTGGTSTCGGTGTCAhTTCCTCAACGATCTCSTTCTCCTT
9918 bete2,

ElnValGlulleProAsnTrpPheGlyAlaks ASpProvalPheteuSluvalAlsLeu
CAAGTCGAGATCCCCAACTGETT COGTGLECS GACCCAGTCTTCTTGGAAGTAGCTETE

GT?CAGCTCIAGGGGYYGACCAAGCCACGCCT&QTGGGTCAGAAGAACC?TCA?CGAGAC
9994 tthplpt,
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(Figur 2}
2 LvsGlyAsplyslyrMisLeuValGlyAspValAsplysVailysAspGlinAlalysGl
10021 Lys Gy An gy AT TACTAGG] CATGTAGATALAGTAARAGAT CAAGCAARGGGR
TTCCCACTGI11ATGG1GAA1CATCCACTACAYC!AT1TCA1717CTAGTTCG‘TYCCCY
10081 tLeuGl AlaThrAsEGlnlhrhrxlleValesGluValGl AlaAr Thr?xr!hrhet
CT“GGEGCCACGGA CAAACTAGAATAGTAAAAGAAGTAGGTGCGAGAACCTACACAATG
GAICCCCGG!GCCIGGIIIGATCTTATCATTTTCY‘CATCCACGCYCTTGGATGYGYTAC
10141 LsteuSerSerTr PheLeuGlnAlaSerSeersGlnHetSerLeuThrProLouPho
A GCIGTCIAG1TGETT1CTICAA6CATCAAGTA ACAGATGAGCTTGACCCCTITIGTTC
TTCGACAGAYCAACCAAAGAAGTTCGlAGTTCATITGTCIACTCGAACTGGGGAAACAAG
GluGluLeuleuleuArgCysProProLysHetlLysAsnAsnlys6lyHislleGlyEer
10201 U e g Cy s e AT CAKCAACAATARACGECATAT CEGRTCA
CTCCTTGACAACEAAGCAACGGGAGGGTTCTACTTCTTGTTATTTCCCGTATAGCLTAGT
10261 AlaferlnLeuAlaGlnGI AsnTe GluPrnLeuAsgCE|61lelHtlLeuGl The
GCCY CC&ACTAGC!CAGGEEAACTGEGAACCCCTCGA TGTGGAGTACACCTIGGGEACC
CGGATGGTTEATCGAGTCCCGTTGACCCTTGGGGAGCTAACACCTCATETEGACCCGTEG
llePraAlaArgAcqVallyslleHisProTyrGluAlaTyrLeulysieutysAspleu
10321 gLy O AT TCABGCCTATETRARACTCARGEATTTA
TATGGACGGTQCTCCCAYTTCYAGG!GGETA!ACICCGGATAGACYTTGACTICCYAAAY

10349 ndet, 10355 stutl, :

LeuGluGluGluGluArgl sProGluGlyArgAspThrVallleArgGluHlsAsnlys
10381 TIAGAACAAGAAGACAGOARECCAGAGEGT AGRGATACAGTGATAAGAGAACATAACAAG
AATCTTCTTCTICTCTCCTTCEETCTCCCATCTCTATGTCACTATTICTCTTETATTGTTC

TrglleLeuLst sValAr ProProAraLxcPrnﬁlnT rLysGiuAsnProGinPro
TGGATCCTCA AAXAGTGAGECCACCAAG AAACCTCAATACAAAGAAAATCCTCAACCC
AECTAGGAGTTTYTTCACTCCGGTGGTTCCTTTGGAGVTATGTTTCTTTYAGEAGT?GGG

10442 bamhi,

10441

T eArgAlaThrAcgleuGluLysGl lleLxsﬁlufhrSerllnll-Thr
10501 T1GGA AGCTATCAGgGCAACtAGRCTAGAGA GGG‘ATAA AGAAACATCTATAATAACC
ACCTTTCGATAGTCTCGTTGATCTGATCTCTTCCCEGTATITTCTTTGTAGATATTATTGG
LsteuAlaSerlleLeuThrGl AlaGl 1luAraLeuGluLle-uProValValArx
10564 A ATTGGCC?CCATACTAACAGG¥6CAGGXATAAG CTGGAAAAATTECCAGTCGTTAG
TTITAACCGGAGGTATGATTGYCCACGICCTTATTCCGACCTTTTTAALGRGTCAGCAATCY
AlaGinThrAspHisl sSerPheﬂlsGluAlalleArxAsFLxsll.AsELstsnGlu
10621 GCCCAAACTGALCATAAAAGTTTCCATGAGGCAATCAGAGATAAGATAGACAAGAACGAA
CGGGTTTGACTGETATTTTCAAAGGTACTCCGTTAGTCTCTATICTATCTEYTCYTGRCTTY
AsnGlnGinSerProGt LequsAsngsLeuLeuGlull.PheHlsThr!chlaGln
10681 AATCAGCAGAGCCCAGGATTACATOATAAATTETTAGAGATCTTTCACACAATAGLCCAA
TTAGTCGTCTCGGGTCC!AATGIACTATT?AACAATCICTAGAAASTGTGII&TCGGGTT

10748 bgl1t,

ProSerLeuLysHisIh§}xr61 GluValThrTrEGluGlnLnuGl

uAl 1leAsn
107414 CCCAGCCTAAAGCACAC CGGLEAAGTGACGTG GAACAGCTTSA%%&
1

a6l

AGGGATCAAC
6GGTCGGATTTCETETGAATECCGETTCACTGCACCCTTIGTCEAACTCCETLCCTAGTTG
ArzLstl AlaAlaGlyPheteuGlutysL sAsnLeuGleluVl LeuAspSer6lu
AGAAAAGGEGCTGCAGELTTTCTAGAAAAGAAGAATCTTGGAGAAGTACTEG
TCTYTTCCCCEACGTCCEAAAGATCTTTTCTTCTTAGAACCTCTICATEACT

10811 psti, 10821 xbal, 10845 scail,
LysHisteuValAspGl 1leArgAspleulysTheGlyArgl
b Y A AR ET AATCAGAGALCTOAR 6hCG

GCACCTYGGTGGALCAACTAATCA CTGAAAACAG ﬁx
TTCGTGGACCACCTEETTGATTAGTCTCTGEACTTTTGYCCTECLTT
r

6

c

10801 ACTCAGAG

TEABTCTC

. raTer r
108461 GATATTAT
CTATAATA

) GluThrAtl
10921 GAGACAG

P AsnGlulysAcgAspValSerAspAs
c E S AR CEACARGAGAGA TG T BeA
CTCTETCE

all
??lécctA EAACCAGALGAGOGATGTCAGTEA
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I
A
k
GGATTCTTGCTCTTCTCCCTACAGTCACTELT Lf

slleA
GATAA
CTATT
?T gG nAllGlgAl
TG6GCAAGCAGGEEA
AACCETTCETCCCCTE
ValAspG) ArgVallleGinTyrPro6luAlalysThrArgleuAla
G?TGz?GA:k Ek :EE:AE G%GATYCAAT*CCCTGAASCTAxGACAAG CY&GLC
CAACTACTTTTCTITGGTTCTCACTAAGTTA1GGGACTTCGATTCTGTTCTGQCCGG

36 ball,
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11044 ?L%ACTAXAGYIAIGT CAACTG GI%?T
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Figur 2

G} Lysthr?roLeuPheLytllcPhcAtnLysVolAr LysGluTrpAspleuPheAsn
GSEAAGACCCCA!TATYCAAGATCTITAACAAGGTAAG AAGGAATGGGACCTGTTCAAT
CCCTYt!GGGGTAAYAAGI1CYAGAA&TTGTICCAT!CTTTCCITACCCTGGACAAG!!A
11120 bgl11,

GluProvValAlavalSerPheAs ThersAIllr A;EThrGanalThrSthr As

GAGCCAGYAGCYGTGAGIT!TGA?ACYA GGCCYGEGA ACCCAAGTCACYAGTAG%GA

CYCGGYCAYCGACACTCAAAACTATGAYICCGGACCCTSTGGSTYCAGIGATCATCCCYA
11189 stul, 11209 spel,

LeuArzLeulleGI GiullcslansTyrreryrAr LstluTr Hlancrthl.
CTACGEETTATTGE] GARATT CARAAATATTACT AEALEARECAETERLBL
GATGCCGAATAACCACTTTAAGTTTTTATAATGATETCCTTCCT CACeeTarT

11246 ssp1, 11278 clal,

A;g?hrlluThrAs HisﬂetVCISIuVIIProVallltfhrAlaA|¥61¥GluValTxr
6A ACC‘TCACCGAECACATGGTGGAGGTACCAGTCATAACAGCAGA GGTGAABTATAC
CTATGG!AGYGGCIGGIGTACCAC(TSCAYGGTCAGTATTSTCGTCY&CCACYTCATATG
11307 &pni,

XleAriAtnGlyGInAr 61¥Ser51 GlnProAspThrSerllGl;AlnSorﬂctL.u
ATAAGAAATGBACAAAGGGGTAGTGE CAGCCAGACACAAGCGCAGE AACAGCATGCTA
TATTCTTYACCTGTT?CCCCATCQCCGGTCGGTCTGTSTTCGCG?CCATTSTSGTACG&T

11364 balt, 11393 sphi,

AsnValleuTheMethetTycAlaPhet :GlnSanhrslgV¢lPruTer sSerPhe
AATGTGTTAACAATGATGY TGCCITCTETGAAAGTQ:GGG GITCCATATAAGAGTYTTT
TTACAQAATTGTTACYACATACGGAAGACACTTTCAYGCCCCCAAGGYATATTCTCAAAA

11406 hpat,

AsnAr ValAlaArclleMisvaiC sGlEAsghngl PheLeulleThrGluAr Glz
AATAEAGT (G ANGGATCCATGTCTETGGEGATGALGGETTCET BATAREACACACISL
TYAYCTCAACGTTCCTABGTACAGACACCCCTACTECCEARGEACTATTGTCT CTECeee
11474 bamhi, 11478 bstxi,

LeuGlyThrLyslilecC GinGlnArgAspAlaAsnPheCysMetArgAr AlaSerSer
CTBEGEACTAKAATT 1B ECARCARALRAS GCAAACTICTECATGAGOCOOGCAREET Eh
BACCCETGATTTTAAACCGTTGTTTCCCTACETTTGAAGACETACT COGECLETTEcacs
LysAsnAsnArgArgGlyl sAsnGluSerLeuProlleGlyl euArgHisAr Valleu
AKAAATAACAGRAGRGS AXGAA?GAXAsc1TGccraraac¥rveacacafaszsr1116
T T ATTGTCTTCCCETTTCTIACTITCOAACGGATATCCAAACT COETATET CARBAL

11607 hindi11,

LzuProHIsThtSerProAr?Lyot anu!lellnProAlnAla?hrTrEPrQVn
CTCCCACACACCAGTCCCCGIAAGT TCTGATAATACCAGCAGCTACATGECEEET
GAGGGTGTGTGS1CAGSGGCATTCAChGACTATTATGGTCSTCGATGTACCGGCC

Thrdlaxlel10Lcu8!rLylﬂetAlaAanstl!Gle-uStrGl GluAr
ACTGCCATTATATTATCAAAGATEGCCAACA GATTGGATTAAGTG6AGAGAG
TEACSGTAATATAATAGTYTCTQCCGGTTGTTCTAACCTAATTCACC1CTCTC

11723 balt, 41755 kpnt,

T

TheAlaTyerGlul sAlaValAlkPhuSchheLeuLeuHstT cSerTrpAsnProleu
ACGGCATXTGAAAXGSCAGTGGCTITCAGTTTCTTSYTGATGT CTCCYGEAATCCACTTY
TGCC§7A1A07771CCG7CACCGAAAGTCAAAGAACAACTACAYGAGGACCTT‘GGTGAA

11765 ndet,

ValArga VallLeuSerGinHisProGluThrAlaProSecTheGlin
GTAAG aEgi%?ga?E?E%?zs?rc??TEKcAEci!ccasaaacascchA1caacccac
CATTCCTCCTAAACASAGGACCAAGAAAGTGTCQTAGGTCTTTGTCSAGGTAGITGGGTC
TheSerYyeTyeT lyAspProlleGiyAlaTyrlysAspgValllieGlyl ysAsn
ACeTCTTRCTX T TR ThXRe e oabe caarncsratey TAKAGATGTTATAGEAALEALD
!GGAGAATGATAATATTTCCYCTGGGTTATCCCCGGAIATTTCTACAATATCCTTTTT!k
LeuSerGlulLesulysAr TheGlyPheGluL sLevAl sAsnLeuAsnleuSerlouSer
CTGAGTGAACTAAXAAG%ACGGG¥11TGAAAIATTGGCTAATCTAAaTcrnasccrcrcc
GACTCACTIGATTTTY:CTGcccaaaAcrrx11AACC5A17A6AT7TA6ATchsacasc
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Figur 2
. YheLeuGl ll-lrgSerLysRisThrSan sArgllelleGinAspCysValThrlle
42701 AtAC!AGGXATCIG TCCAAACATACAAGTAAACBAATAATCCAGGALCTOTGTAACCATC
TGTEATCCTTAGACCAGGTTTGTATGYTCATTTGCYTATTAGGTECTGACACATIGGTAG
GlylysGluAspGlyAsnTrplLeuValAsnAlsAspAr LculloStrSerxsThrGl
12061 GGLAAAGAGGACGGLAATTYG CTGGTAAAYGCCGAEAG CTGATATCAAGCAAAACTGG
CCCT17CTCCTGCCGY?AACCGACCATlYACGGCTGTCCGAQTATAGY?CGTT?TGQCCG

12102 ecors, 12117 bali,

HisLeuYyrlleProAsplysGlyTyrTheleuGinGlyLysHisTyrGluGinteuG]

42121 CATCTGTACATACCTGALARAGETTRTACATIRCAEC KA A AT T e ARE AR ueLn
GTAGACATETATCGACTETTTCCAATATGTAATCTCECTTTTETEATACTTGTTGAAETT
12149 umng, .

LeuGlnAlaArgThrSacrPralleMetGlyval6l thGquraTerst.uﬁl Pro
42181 TTGCAGECAAGAACTAGCCCAATCATEGEAGTAGGEACAGAGAGATATAAACTAGGYCCT
AACGYCCGTTCTTGATCGGGTTAGTACCCYCAICCCYEYC!CTCYAIAYTTGATCCAGSA
l1leValasnleuLeul suArgArgleulysVallLeuleuMetAlaAlaVaiGlyAlaBar
42241 ATAGTAAACTTGCTGCTGAGGAGOTYGA AGTCCYGCYTATGGCAGCTETCE6GTEGCCAGC
TATCATTTGAACGACGACTCCTCCAACTTTCAGEACGAATACCETCGACAECCACGEYCE

12284 pvutt,

SecOP ‘
42301 AGTTGAAATAAATGTATATATTGTA ATAAATCTETATTTIGTATATATTATATATAAACT
1CAACTTTATTTAEAIATAYAACATE!A1TTA&AEATAAACATAYATAA ATATATTTGA

CAAGTAAACACTACACTCAATG

42361 TAGTTGAGATTAGTAG CA
Y GTTCATTYETGATETGAGTTALGY

Y
ATCAACTCTAATCAYCA

a0
[lg}
b o

12421 CAGC?CTTTAGCTGTATGA%

CA
GTGTCGYGAAATCGACATACT
12452 aatll, 124%7 nco

GEAACACECEACETCCATES
CCTTETCEECTGCAGETACE
1

'

12481 TTAACAGCCCCA
AATTETCE66GT
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