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Die Erfindung betrifft eine Vakzine zur Immunisierung gegen Tick-Borne-Enzephalitis-Virus (TBE-Virus)-
Infektionen.

Das TBE-Virus ist ein wichtiger Krankheitserreger beim Menschen und gehdrt zur Gattung Flavi-Virus
innerhalb der Familie Flaviviridae. Es ist endemisch in Zentral- und Osteuropa, Skandinavien und Teilen von
Asien und stellt in diesen Gebieten ein signifikantes Problem fiir die Sffentliche Gesundheit dar (Kunz, Acta
ieidensia 60 (1992), 1-14).

Das Flavi-Virus-Virion besteht aus einem Nukleocapsid, weiches das Positivstrang-RNA-Genom in
Verbindung mit dem viralen Capsid (C)-Protein enthdlt. Das Nukleocapsid ist von einer Lipidhille umgeben,
die die Membran-assoziierten Proteine E (50 bis 60 kD) und M (7 bis 8 kD) enthdlt (Heinz und Roehrig in:
van Regenmortel und Neurath (Hrsgb.) "Immunochemistry of Viruses Il. The Basis for Seradiagnosis and
Vaccines. Elsevier Sciences, Amsterdam (1990), 289-305).

Das Haupthillprotein E spielt eine zentrale Rolle in der Biologie von Flavi-Viren, indem es bedeutende
virale Eintrittsfunktionen vermittelt und eine protektive Immunantwort im Wirt ausidst. Es gibt bereits eine
betrdchtliche Menge an Informationen betreffend die Struktur des Hullproteins E des TBE-Virus und es
wurde ein Strukturmodell auf Basis einer Vielzahl von biochemischen und immunologischen Daten vorge-
schlagen (Mandl et al., J. Virol. 63 (1989), 564-571).

in der AT 402897 B sind Vakzinen gegen TBE-infektionen beschrieben, umfassend nicht-infektidse
subvirale Partikel, welche im wesentlichen das Protein E in seiner vollstdndigen nativen Form und
gegebenenfalls das Protein prM/M enthalten, welche Proteine aus dem TBE-Virus abgeleitet sind.

Bei einem Verfahren zur Herstellung dieser subviralen Partikel wurden in einem ersten Schritt die
Kodierungssequenzen fur die aus dem TBE-Virus abgeleiteten Proteine prM/M und E in ein Zellkuitursy-
stem eingefiihrt, worauf dann das Protein E in seiner volistandidigen, nativen Form exprimiert wird und
subvirale nicht-infektidse Partikel gebildet werden. Mittels dieser subviralen Partikel kann das immunogene
Protein E in nativer Form dem immunsystem présentiert werden, so daB eine effiziente Vakzinierung gegen
TBEV-infektion m&glich ist.

Es wurde nunmehr im Zuge weitergehender Forschungsarbeiten iberraschenderweise gefunden, daB
die Nukieinsdure, welche die erwihnten Kodierungssequenzen umfaBt, als soiche zur Immunisierung gegen
TBE-Virusinfektionen verwendet werden kann.

Es ist im Stand der Technik bekannt, daB das Einbringen von "nackter” DNA in Mi&usen eine
immunantwort ausldsen kann. Beispielsweise kdnnen MZuse, denen ein Plasmid, enthaltend eine genom-
ische Kopie des menschlichen Wachstumshormons (hGH) injiziert wurde, Antikdrper gegen menschliches
hGH entwickeln (Nature, 356 (1992), 152-154).

Weiters sind einige erfolgreiche "genetische Immunisierungen” durch nackte DNA beschrieben worden.
Bei dieser genetischen Immunisierung wurde DNA, welche fur ein oder mehrere Antigene eines Virus
kodiert, verabreicht, worauf in vivo die entsprechenden viralen Antigene synthetisiert worden sind, welche
separat jedes fUr sich eine Immunantwort ausiGsen und damit in weiterer Folge einen Schutz vor
Virusinfektionen bewirken kann. Erfolgreiche protektive Immunitat in M3usen durch intramuskulédre Injektion
von Influenza-Virus-DNA wurde in PNAS 91 (1994), Seiten 9519-8523 (Raz et al.) beschrieben. Eine
ebenfalls erfolgreiche Immunisierung von Ratten und Méausen gegen das Hepatitis B-Virus (HBV)-Oberfla-
chenantigen durch intramuskuldre Injektion von Plasmid-DNA, welche fiir das HBV-Oberflichenantigen
kodierende Sequenzen enthilt, wurde in Vaccine 12 (16), (1994), Seiten 1503-1509 (Davis et al.) beschrie-
ben. Viele Versuche zur Immunisierung mit nackter DNA kodierend fir Pathogen-Antigene blieben aber
erfolglos. Beispielsweise wurden Versuche zur Immunisierung gegen HIV mittels direktem DNA-Transfer in
Kérperzellen zwar beschrieben (WO 93/17706), eine erfolgreiche Vakzine konnte bisher mit dieser Methodik
jedoch nicht erhalten werden. Insbesondere scheint es, daB es fiir eine erfolgreiche immunisierende
Wirkung der reinen DNA-Vakzine - neben dem Einbringen der DNA in die Zelle - besonders vorteilhaft ist,
daB das die Immunantwort ausldsende Antigen in der nativen Form dem Immunsystem prasentiert wird. Die
exakte Struktur der nativen Form bzw. die biosynthetischen Vorgénge, die zur Bildung der nativen Form
und Struktur erforderlich sind, sind nur fur wenige Pathogene gesichert, so daB eine effektive Immunisie-
rung mit nackter Nukleinsdure sich in vielen Fallen ZuBerst schwierig gestaltet, wenn nicht - aufgrund von
mangeinden genauen Kenntnissen der Antigenstruktur - gar unrealisierbar ist mit dem gegenwartigen
Wissensstand.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung hat sich herausgestelit, daB eine Immunisierung mit einer
Nukleinsiuresequenz, welche ausschiieBlich fiir das die wesentliche immunantwort bei TBE-Infektionen
ausldsende Protein E kodiert, nicht ausreicht, um eine Immunantwort zu erhalten, die vor einer Erkrankung
schitzt.

Uberraschenderweise konnte eine erfolgreiche Immunantwort nur durch Verabreichung von Nukleinsdu-
resequenzen erhalten werden, welche neben der Kodierungssequenz fur das Protein E in seiner volisténdi-
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gen, nativen Form noch Kodierungssequenzen fiir das Protein prM/M umfaBt. Es zeigte sich weiters, daB
mit einer Nukleinsdure, enthaltend eine Protein E-Kodierungssequenz, welche eine Deletion des Ankerberei-
ches des Protein E aufweist, ebenfalls keine erfolgreiche Immunisierung erhalten werden konnte.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist demgemdB eine Vakzine zur immunisierung gegen Tick-
Borne-Enzephalitis-Virus (TBE-Virus)-Infektionen, umfassend eine Nukleinsdure, weiche fiir Protein E und
Protein prM/M, abgeleitet aus dem TBE-Virus, in deren zumindest im wesentlichen volisténdiger, nativen
Form kodiert.

Mit der vorliegenden Erfindung konnte erstmals eine Nukleinsdureimmunisierung flr Flavi-Viren im
allgemeinen gezeigt werden. Das erfindungsgeméBe Immunisierungssystem ist daher prinzipiell nicht nur
auf TBE-Virusimmunisierungen, sondern - wegen der groBen Homologie aller Flavi-Viren in Bezug auf das
Protein E und prM/M (s. Chambers et al., Annual Review of Microbiology, Vol. 44, 1990, S. 649-688:
Flavivirus Genome Organization, Expression and Replication) - aligemein auf immunisierungen gegen Flavi-
Virusinfektionen anwendbar.

Wesentlich fiir eine Nukleinsdure-Vakzine zur Immunisierung gegen TBE-Virus ist, daS Protein E in
seiner im wesentiichen volistindigen nativen Form von der Nukleinsiure kodiert wird. Selbstverstiandlich
fallen Vakzine mit Nukieinsduren, welche sich aus der Degeneration des genetischen Kodes aus dem
Austausch von nichtstrukturwesentlichen Aminosdurekodons oder aus natiirlichen oder im Labor erzeugten
Mutationen ergeben, ebenfalls unter die vorliegende Erfindung, solange mit diesen Nukieinsiuremodifikatio-
nen der Kodierungssequenz des Proteins E eine erfolgreiche Immunantwort hervorgerufen werden kann.
Vakzinen enthaltend Nukleinsduren mit Deletionen oder Insertionen in der Kodierungssequenz des Proteins
E, welche die fir die immunisierung erforderliche Struktur des Proteins E im antigenen Epitopbereich im
wesentlichen unverédndert lassen, sind ebenfalls als in den Rahmen der Erfindung fallend anzusehen, da sie
als von der TBE-Virussequenz abgeleitet gelten. Entsprechendes gilt selbstversténdlich auch fir die
Kodierungssequenz des Proteins prM/M. Da das Protein PrM/M bedeutend ist fiir eine zuverldssige Bildung
und Sekretion der subviralen Partikel, sind Sequenzabweichungen beziglich des Proteins prM/M von nicht
so entscheidender Bedeutung wie bei Protein E, solange das erfolgreiche Assembling des Partikels
gewdhrleistet ist. Die Natur der Nukleinsiure ist nicht erfindungswesentlich. RNA und DNA kdnnen
gleichermaBen verwendet werden, wobei DNA wegen der erhShten Stabilitdt gegeniiber RNA in manchen
Anwendungsbereichen Vorteile bietet. Die Nukleinsdure kann gleichermaBen biologisch oder durch chemi-
sche Synthese hergestellt werden.

Vorzugsweise ist die fiir Protein E kodierende Nukleinsiure aus dem europdischen oder ferndstlichen
Subtyp des TBE-Virus abgeleitet, da dies besonders verbreitete Subtypen sind.

Besonders bevorzugte Vakzinen sind solche, bei denen die Nukleinsiure ein Plasmidvektor ist. Als
besonders geeignete Plasmidvektoren haben sich solche herausgestelit, welche starke Promotoren, wie z.B.
den HSV-, RSV-, EBV-, g-Actin-, Adeno-, MMTV-, hsp-und hGH-Promotor enthalten. Starke Promotoren
ermdglichen eine effiziente Genexpression.

Zu den geeignetsten Vektoren bzw. Promotoren zihlen die vom Plasmid pCMVg (Mac Gregor et al.)
abgeleiteten Plasmide, welche den CMV-"immediate Early” -Promotor enthalten.

Selbstverstindlich kdnnen die Nukleinsduren der erfindungsgemiBen Vakzine noch weitere kodierende
oder nicht-kodierende Sequenzen umfassen, insbesondere wenn die Nukleinsdure als Nukleinsdurevektor
zur Verfligung gestellt wird.

Beispiele fiir solche weiteren Sequenzen sind - neben den Promotoren - noch Markergene, weitere
Regulatoren betreffend Transkription, Translation oder Posttranslations-Modifikationen, etc. Bei diesen
komplexeren Nukleinsdure-Konstrukten ist jedoch stets darauf zu achten, daB nach der Einbringung der
Nukleinsédure in die Zielzelle durch Translation der Nukleinsiure kein infektibses Virus gebildet werden
kann, die Vakzine also ein "Totimpfstoff” ist bzw. bileibt.

Die erfindungsgemiBe Vakzine kann in der einfachsten Form die "nackte” Nukleinsdure, gegebenen-
falls in einem geeigneten Puffersystem, enthalten. Weitere Bestandteile, wie arzneimitteltechnische Zusatz-
stoffe, Tragersubstanzen oder spezielle verabreichungsspezifische Substanzen kénnen selbstverstindiich
ebenfalls vorhanden sein.

Die Applikation der erfindungsgemzBen Vakzine erfolgt bevorzugterweise durch Injektion, insbesondere
durch intramuskuldre, intradermale oder subkutane Injektion, kann aber gleichwohi auch oral erfolgen.

Die verabreichte Menge der erfindungsgemiBen Vakzine richtet sich nach der Art der Verabreichung
und dem verwendeten Adjuvans. Im Fall einer intramuskuléiren Administration ist die verabreichte Menge in
der Regel hdher als bei einer intradermalen Administration, um die gleiche protektive Immunantwort zu
erhalten. Die bevorzugt verwendete Menge liegt im aligemeinen im Bereich von 0,01 ng bis 10 mg/Dosis,
am meisten bevorzugt im Bereich von 1 ng bis 1 mg/Dosis.
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Die erfindungsgemaBe Vakzine hat den wesentlichen Vorteil, daB keine Zellkultursysteme zur Herstel-
lung der subviralen Partikel eingesetzt werden miissen, sondern daB die Partikel in vivo gebildet werden
und so direkt eine immunantwort ausldsen kénnen.

Die erfindungsgeméBe Vakzine hat weiterhin im Gegensatz zu Vakzinen, welche auf der Grundlage von
Proteinen beruhen, den Vorteil, daB sie eine groBe Stabilitdt aufweist, insbesondere, wenn die Nukleinsdure
eine DNA ist. Damit ist es mdglich, Vakzinen auch ohne groBen Kiihlungsaufwand flr sehr lange Zeit zu
lagern, wobei durch diese Lagerung keine wesentlichen Aktivitdtsverluste zu erwarten sind. Insbesondere in
lyophilisierter Form kann die Nukleinsdure fiir eine praktisch unbegrenzte Zeitdauer unbeschadet sogar bei
Raumtemperatur gelagert werden. Auch die Rekonstitution einer lyophilisierten erfindungsgemaBen Vakzine
kann viel einfacher erfolgen als die Rekonstitution einer lyophilisierten Proteinlésung, welche erfahrungsge-
maB oft auf Grund der Natur des Proteins Probleme aufwerfen kann.

Ein weiterer Vorteil der erfindungsgeméBen Vakzine ist, daB im Gegensatz zu konventionellen Totimpf-
stoffsystemen, das immunisierende Antigen in vivo synthetisiert wird und zur Ausbildung einer effizienten
zelluiaren Immunantwort fUhrt (Science, Vol. 259, 19. Marz 1993, S. 1691-1692, Research News: Naked
DNA Points Way to Vaccines).

GemiB einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung Nukleinsduresequenzen, insbesondere Nukleinsdu-
revektoren, umfassend die gesamte Kodierungssequenz der vom TBE-Virus abgeleiteten Proteine E und
prM/M als Arzneimittel. Bisher konnte im Stand der Technik noch {iber keine einzige erfolgreiche Nuklein-
sdureimmunisierung mit Flavi-Virus-DNA berichtet werden. Die medizinische Verwendung dieser Nuklein-
saure(-vektoren) stelit daher eine Uberraschende neue Verwendungsmdglichkeit dar. Unter Vektor wird
erfindungsgemaB jegliches Nukleinsdurevehikel verstanden, also insbesondere Plasmide, Viren oder Trans-
posons.

Bisher wurde lediglich ein von SV40 abgeleiteter Plasmidvektor, welcher die Proteinsequenz der von
TBE-Virus abgeleiteten Proteine prM/M und E enthait, beschrieben (Allison et al., Virus-Genes 8 (3), (1994),
Seiten 187-198). Fir diese SV40-Plasmide wurde jedoch die Mdglichkeit einer Immunisierungswirkung nicht
diskutiert.

Die erfindungsgemédBen Plasmidvektoren unterscheiden sich vor allem von den bisher beschriebenen
Plasmidvektoren durch ihre Eignung zur Immunisierung. Daher liegen die erfindungsgemé8en Plasmidvek-
toren insbesondere als verabreichungsfertige L&sungen oder Lyophilisate in einer zur Verabreichung
geeigneten Spritze bzw. Ampulle vor.

Bei Plasmidvektoren haben sich erfindungsgemaB Promotoren als wirksam herausgestellt, weiche aus
der Gruppe CMV-, HSV-, RSV-, EBV-, 8-Actin-, Adeno-, MMTV-, hsp- und hGH-Promotor ausgewihlt sind,
wobei sich insbesondere der CMV-"Immediate Early"-Promotor als besonders effizient erwiesen hat.

GemdfB einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung einer Nukleinsiure,
umfassend die gesamte Kodierungssequenz der vom TBE-Virus abgeleiteten Proteine prM/M und E zur
Herstellung einer Vakzine.

Die Erfindung wird anhand der nachfolgenden Beispiele und der dazugehd&rigen Zeichnungsfigur, auf
die sie jedoch nicht beschrankt sein soll, noch weiter erlautert.

Es zeigen:

Fig. 1 die verwendeten Inserts; Fig. 2a, b, ¢ eine vollstindige Nukieotid- und Aminosduresequenz des
Proteins prM/M und E des Inserts des Plasmids CMV-PEwt.

Beispiel:

Zur Immunisierung mit nackter DNA wurden Plasmide verwendet, welche die in Fig. 1 dargestellten Inserts
unter der Kontrolle des CMV-"Immediate Early"-Promotors enthielten. Diese Plasmide (CMV-PE wt, CMV-
PEst, CMV-Ewt, CMV-Est) wurden durch Umkionierung der Inserts aus den in Allison et al. beschriebenen
Plasmiden SV-PEwt, SV-PEst, SV-Ewt und SV-Est in das Plasmid pCMVg (Clontech) gewonnen (Mac
Gregor et al.,, Nucleic Acids Research, IRL Press, Vol. 17, Nr. 6, 1989, S. 2365: "Construction of plasmids
that express E. coli g-galactosidase in mammalian cells”) und durch CsCl-Dichtegradientenzentrifugation
gereinigt (Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor, N.Y. 1982)

CMV-PEwt enthilt die Sequenzen fiir die Wild-Typ-Proteine prM und E.

CMV-PEst enthidlt die Sequenzen fiir das Wild-Typ-Protein prM und eine deletierte Sequenz des
Proteins E, wobei die Codons flir 61 carboxyterminale Aminosduren, welche den Membrananker des
Proteins E bilden, fehlen.

In CMV-Ewt ist der GroBteil der prM-Sequenz nicht vorhanden, jedoch die vollstdndige Sequenz des
Wild-Typ-Proteins E.
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CMV-Est enthilt keine prM-Sequenz und die deletierte Protein E-Sequenz aus CMV-PEst.

Jedes dieser vier Plasmide wurde in zwei Konzentrationen (60 ug/ml und 300 wg/ml in PBS) zur
Immunisierung von M&usen (Swiss albino) eingesetzt, wobei fiir jede Plasmidpréparation 10 Miuse (5
Weibchen und 5 Ménnchen) verwendet wurden. Jeder Maus wurden 2 mal 100 ul der jeweiligen DNA-
Préaparation im Abstand von 2 Wochen intradermal injiziert. Als Kontrollen wurden das Plasmid pCMV§ in
einer Konzentration von 300 wg/ml sowie PBS in gleicher Weise verwendet. Zum Vergleich mit der
konventionelien Immunisierung wurden Gruppen von je 10 Mausen mit dem Formalin-inaktivierten Virus in
Konzentrationen von 1 ug/mi und 5 Lg/ml ebentalls 2 mal im Abstand von 2 Wochen immunisiert, wobei 0,2
ml pro Maus subkutan injiziert und 0,2 % AI(OH); als Adjuvans verwendet wurden. Eine Woche nach der
zweiten Immunisierung wurde den M3usen zum Nachweis spezifischer AntikGrper im ELISA Blut abgenom-
men, und gleichzeitig erfolgte eine intraperitoneale Challenge-infektion mit 500 LDs, des TBE-Virus. Die
Beobachtungszeit betrug 3 Wochen. Die Ergebnisse des AntikSrpernachweises und des Schutzversuchs
sind in der Tabelle 1 zusammengefaBt. Wie daraus hervorgeht, konnte bei der DNA-Immunisierung ein
Schutz gegen eine tédliche Infektion mit dem TBE-Virus nur mit jenem Plasmid erreicht werden, das die
Gene fiir die volistindigen prM- und E-Proteine enthilt. Dies ist wahrscheinlich dahingehend zu interpretie-
ren, daB die Anwesenheit des prM/M-Proteins fiir den Zusammenbau von subviralen Partikein, in welchen
Protein E in immunogener Form vorliegt, notwendig ist.

Tabelle 1

Ergebnisse des M3useschutzversuches
Immunogen Schutz | AntikSrper-positiv
Plasmide
PE-wt 60 wg/ml 6%/10° 1¢/10¢°
PE-wt 300 wg/ml 910 5110
E-wt 60 ug/mi 0/10 0110
E-wt 300 wg/ml 010 0/10
PE-st 60 ng/ml 010 0110
PE-st 300 ug/mi 0110 010
E-st 60 wg/mi 0/10 010
E-st 300 ng/ml 010 0/10
CMV-8 300 ug/ml 0/10 0/10
Kontrollen
HCOH Virus 1 ug/mi 4/10 410
HCOH Virus 5 ug/ml 10/10 10/10
PBS 0/10 0/10

2 Anzahl der geschiltzten Miuse
® Anzahl der untersuchten Miuse
© Anzahl der ELISA-positiven M3use
9 Anzahl der untersuchten Miuse

Patentanspriiche

1. Vakzine zur Immunisierung gegen Tick-Bome-Enzephalitis-Virus (TBE-Virus)-Infektionen, umfassend
eine Nukleinsdure, welche fiir Protein E und Protein prM/M, abgeleitet aus dem TBE-Virus, in deren
zumindest im wesentlichen volisténdiger, nativer Form kodiert.

2. Vakzine nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dag die fiir Protein E und prM/M kodierende
Sequenz aus dem europiischen oder ferndstlichen Subtyp des TBE-Virus abgeleitet ist.

3. Vakzine nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, da8 die Nukleinsiure ein Plasmidvektor
ist.
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Vakzine nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB der Plasmidvektor ein von CMV8 abgeleite-
ter Plasmidvektor ist.

Nukleinsiurevektor, umfassend die gesamte Kodierungssequenz der vom TBE-Virus abgeleiteten
Proteine E und prM/M, als Arzneimittel.

Nukleinsaurevektor, umfassend die gesamte Kodierungssequenz der vom TBE-Virus abgeleiteten
Proteine prM/M und E, ausgenommen ein von SV 40 abgeleiteter Plasmidvektor.

Nukleinsiurevektor nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, da8 er ein Plasmidvektor ist.
Plasmidvektor nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB der Promotor des Plasmidvektors
ausgewihlt ist aus der Gruppe CMV-, HSV-, RSV-, EBV-, g-Actin-, Adeno-, MMTV-, hsp- und hGH-

Promotor.

Plasmidvektor nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, da8 der Promotor des Plasmidvektors ein
CMV-Promotor ist.

10. Verwendung einer Nukleinsdure, umfassend die gesamte Kodierungssequenz der vom TBE-Virus

abgeleiteten Proteine prM/M und E, zur Herstellung einer Vakzine.

Hiezu 4 Blatt Zeichnungen
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2209 CTG ACA GTG ATA GGA GAG CAC GCC TGG GAC TTC GGT TCT GCT GGA GGC 2256
E413 Leu Thr Val Ile Gly Glu His Ala Trp Asp Phe Gly Ser Ala Gly Gly E428

2257 TTT CTG AGT TCA ATT GGG AAG GOG GTA CAT ACG GTC CTT GGT GGC GCT 2304
E429 Phe Leu Ser Ser Ile Gly Lys Ala Val His Thr Val Leu Gly Gly Ala E444

2305ﬂCAACAGCA‘I‘C'I'PCGGGGGAG’IGGGG‘I‘ITCIACCAAAACI‘T'ITA'I'I‘A2352
E445 Phe Asn Ser Ile Phe Gly Gly Val Gly Phe Leu Pro Lys Leu Leu Leu E460

2353 GGA GTG GCA TTG GCT TGG TTG GGC CTC AAC ATG AGA AAC CCT ACA ATG 2400
E461 Gly Val Ala Leu Ala Trp Leu Gly Leu Asn Met Arg Asn Pro Thr Met E47¢

2401TCCATGAGC'I'I'I‘CTC'I'IGGCTGGAGGTCTGGTC‘I‘IGGCCA’FGACCC'I‘I‘2448
E477 Ser Met Ser Phe Leu Leu Ala Gly Gly Leu Val Leu Ala Met Thr Leu E492
>NS1
2449GGAG'IGGGGG(I;GATGI‘TGGT'IGCGCI‘G’IGGACACGGAACGAA'IGGAG 2496
E493 Gly val Gly Ala Asp Val Gly Cys Ala Val Asp Thr Glu Arg Met Glu Ni12

2497CI‘CCGC'IGTGGCGAGGGCC'I‘GGTCG'IG‘IGGAGAGAGGTCTCAGAA’IGG2544
N13 Leu Arg Cys Gly Glu Gly Leu Val Val Trp Arg Glu Val Ser Glu Trp N28

2545 TAT GAC TAG OGGCCGOGGGGATCC
N29 Tyr Asp +

Fig. 2c
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