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Beschreibung
Technisches Gebiet

[0001] Die Erfindung betrifft Materialien und Methoden, um die Ausbreitung einer Non-A-, Non-B-Hepatitis-Vi-
rusinfektion (NANBYV) in den Griff zu bekommen. Genauer betrifft sie diagnostische DNA-Fragmente, diagnos-
tische Proteine, diagnostische Antikérper und schitzende Antigene und Antikdrper gegen einen atiologischen
Erreger der NANB-Hepatitis, d.h. das Hepatitis-C-Virus.
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Stand der Technik

[0002] Die Non-A-, Non-B-Hepatitis (NANBH) ist eine ibertragbare Krankheit oder Familie von Krankheiten,
von denen man annimmt, daf} sie durch Viren induziert werden, und daR sie sich von anderer Formen von vi-
rus-assoziierten Lebererkrankungen einschlieRlich derer unterscheiden, die durch die bekannten Hepatitisvi-
ren, d.h. das Hepatitis A-Virus (HAV), das Hepatitis B-Virus (HBV) und das &-Hepatitisvirus (HDV) verursacht
werden, ebenso wie von der Hepatitis, die durch das Cytomelgalovirus (CMV) oder das Epstein-Barr-Virus
(EBV) hervorgerufen wird. NANBH wurde zuerst bei Transfusionspatienten identifiziert. Die Ubertragung vom
Menschen auf den Schimpansen und die schrittweise Weitergabe in Schimpansen erbrachte den Beweis, daf}
die NANBH auf einen Ubertragbaren infektiosen Erreger oder mehrere Erreger zuriickzufihren ist. Jedoch ist
der Ubertragbare Erreger, der fir die NANBH verantwortlich ist, immer noch nicht identifiziert, und die Anzahl
der Erreger, die die Krankheit hervorrufen kénnen, ist unbekannt.
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[0003] Epidemiologische Nachweise legen nahe, dal® es drei Typen von NANBH geben kann: der epidemi-
sche Typ, ubertragen durch das Wasser; der Blut- oder Nadel-assoziierte Typ und der sporadisch auftretende
Typ (in der Gemeinschaft erworben). Jedoch ist die Zahl der Erreger, die NANBH verursachen kénnen, unbe-
kannt.

[0004] Die klinische Diagnose und Identifizierung von NANBH wurde in erster Linie durch Ausschlufd anderer
viraler Marker durchgefiihrt. Unter den Verfahren, die zum Nachweis vermutlicher NANBV-Antigene und -An-
tikdrper verwendet wurden, sind Agargeldiffusion, Gegenstromimmunelektrophorese, Immunfluoreszenzmik-
roskopie, Immunelektronenmikroskopie, Radioimmunassay und Erzym-gebundener Immunabsorptionstest.
Jedoch erwies sich keiner dieser Assays als ausreichend empfindlich, spezifisch und reproduzierbar, um als
ein diagnostischer Test auf NANBH verwendet werden zu kénnen.

[0005] Bis jetzt gab es weder Klarheit noch eine Ubereinstimmung hinsichtlich der Identitat oder Spezifitat der
mit den NANBH-Erregern assoziierten Antigen-Antikdrper-Systeme. Dies ist. zumindest teilweise auf die fri-
here oder begleitende Infektion von HBV mit NANBV bei den Patientin und auf die bekannte Komplexizitat der
I6slichen und teilchenférmigen HBV-assoziierten Antigene, ebenso wie auf die Integration von HBV-DNA in das
Genom von Leberzellen zurlickzufihren. Zusatzlich besteht die Méglichkeit, dals NANBH durch mehr als einen
infektidsen Erreger hervorgerufen wird, sowie die Moéglichkeit, daf NANBH fehldiagnostiziert wurde. Ferner ist
unklar, was die serologischen Assays im Serum von NANBH-Patienten nachweisen. Es wurde postuliert, da®
die Agargeldiffusion und die Gegenstromimmunelektrophoreseassays Autoimmunantworten oder nichtspezifi-
sche Proteinwechselwirkungen, die manchmal zwischen den Serumproben auftreten, nachweisen, und daf}
sie keine spezifischen NANBV-Antigen-Antikérper-Reaktionen darstellen. Die Immunfluoreszenz und der En-
zym-gebundene Immunabsorptionstest und die Radicimmunassays scheinen niedrige Gehalte eines einem
rheumatoiden Faktor ahnlichen Materials, das haufig im Serum von NANBH-Patienten ebenso wie bei Patien-
ten mit anderen hepatischen und nicht-hepatischen Erkrankungen vorhanden ist, nachzuweisen. Ein Teil der
nachgewiesen Reaktivitdt kann Antikdrper gegen durch den Wirt bestimmte cytoplasmatische Antigene dar-
stellen.

[0006] Es gibt eine Anzahl von NANBV-Kandidaten. Vergleiche beispielsweise die Ubersichtartikel von Prince
(1983), Feinstone und Hoofnagle (1984) und Overby (1985, 1986, 1987) und den Artikel von Iwarson (1987).
Jedoch gibt es keinen Beweis, dal} irgendeiner dieser Kandidaten den atiologischen NANBH-Erreger darstellt.
[0007] Die Nachfrage fur empfindliche und spezifische Verfahren zum Aufsuchen und Identifizieren von NAN-
BV-Tragern und von NANBV-kontaminiertem Blut oder Blutprodukten ist signifikant. Posttransfusionelle Hepa-
titis (PTH) tritt bei etwa 10% der Transfusionspatienten auf, und NANBH macht bis zu 90% dieser Falle aus.
Das Hauptproblem bei dieser Krankheit ist das haufige Fortschreiten bis zum chronischen Leberschaden (25
bis 55%).

[0008] Die Fiirsorge fiir den Patienten ebenso wie die Verhiitung der Ubertragung von NANBH durch Blut
oder Blutprodukte oder durch engen personlichen Kontakt erfordern zuverlassige diagnostische und prognos-
tische Mittel, um Nucleinsduren, Antigene und Antikérper im Zusammenhang mit NANBV nachzuweisen. Zu-
satzlich besteht auch eine Nachfrage nach effektiven Impfstoffen und immuntherapeutischen, therapeutischen
Mittel zur Verhitung und/oder Behandlung der Krankheit.

Beschreibung der Erfindung

[0009] Die Erfindung betrifft die Isolierung und Charakterisierung eines neu entdeckten, atiologischen NAN-
BH-Erregers, des Hepatitis C-Virus (HCV). Genauer wird durch die Erfindung eine Familie von cDNA-Replika-
ten von Teilen des HCV-Genoms bereitgestellt. Diese cDNA-Replikate wurden durch eine Technik isoliert, die
eine neue Stufe des Absuchens auf Expressionsprodukte aus cDNA-Banken umfalite, die von einem teilchen-
férmigen Erreger in mit Seren aus NANBH-Patienten infiziertem Gewebe erzeugt wurden, um neu synthetisier-
te Antigene nachzuweisen, die sich von dem Genom des bisher nichtisolierten und nichtcharakterisierten vira-
len Erregers ableiteten, sowie der Auswahl der Clone, die Produkte erzeugten, die immunologisch nur mit den
Seren von infizierten Patienten im Vergleich zu nichtinfizierten Patienten reagierten.

[0010] Studien zur Natur des HCV-Genoms, bei denen von HCV-cDNA-abgeleitete Sonden verwendet wur-
den, ebenso wie Sequenzinformation, die in der HCV-cDNA enthalten ist, legen nahe, daf} das HCV ein Flavi-
virus oder ein Flavi-artiges Virus ist.

[0011] Teile der cDNA-Sequenzen, die von HCV abgeleitet sind, sind als Sonden nitzlich, um das Vorhan-
densein des Virus in Proben zu diagnostizieren und nattrlich vorkommende Varianten des Virus zu isolieren.
Diese cDNAs machen auch Polypeptidsequenzen der im (in) HCV-Genom(en) codierter HCV-Antigene verflg-
bar und gestatten die Produktion von Polypeptiden, die als Standard oder Reagentien in diagnostischen Tests
und/oder als Impfstoffkomponenten nitzlich sind. Sowohl polyclonale als auch monoclonale Antikérper gegen
HCV-Epitope, die in diesen Polypeptid-Sequenzen enthalten sind, sind ebenfalls fur diagnostische Tests, als
therapeutische Mittel, bei der Suche nach antiviralen Mitteln und zur Isolierung des NANBV-Erregers, von dem
sich diese cDNAs ableiten, nltzlich. Zusatzlich ist es unter Verwendung von von diesen cDNAs abgeleiteten
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Sonden moglich, andere Teile des HCV-Genoms zu isolieren und zu sequenzieren, wodurch weitere Sonden
und Polypeptide erhalten werden, die zur Diagnose und/oder prophylaktischen oder therapeutischen Behand-
lung von NANBH ntzlich sind.
[0012] Somit stellt die Erfindung einen Polymerasekettenreaktions-(PCR)-Kit zur Verfiigung, umfassend ein
Paar von Primern, die zum Primen der Synthese von cDNA in einer PCR-Reaktion fahig sind, wobei jeder der
Primer ein Polynucleotid ist, das eine benachbarte Sequenz von Nucleotiden umfalt, die zur selektiven Hyb-
ridisierung mit dem Genom von Hepatitis C-Virus (HCV) oder dem Komplement davon fahig ist, wobei HCV
charakterisiert ist durch ein Plussirang-RNA-Genom; wobei das Genom ein offenes Leseraster (ORF) umfalt,
welches ein Polyprotein codiert; und dadurch, dal} die Gesamtheit des codierten Polyproteins eine mindestens
40%-ige Homologie zu dem gesamten Polyprotein eines viralen Isolats hat, von dessen Genom cDNAs herge-
stellt wurden, hinterlegt in einer Lambda gt-11-cDNA Bibliothek bei der American Type Culture Collection
(ATCC) unter der Hinterlegungsnummer 40394.
[0013] Die Erfindung stellt ferner ein Verfahren zur Durchfiihrung einer Polymerasekettenreaktion zur Verfi-
gung, wobei die Primer ein wie vorstehend in Bezug auf die erfindungsgemaflen PCR-Kits definiertes Paar von
Polynucleotiden sind.
[0014] Die Erfindung stellt auch ein Verfahren zum Testen einer Probe auf Gegenwart oder Abwesenheit von
HCV-Polynucleotiden zur Verfiigung, umfassend:
(a) Inkontaktbringen der Probe mit einer Sonde, unter Bedingungen, die die selektive Hybridisierung der
Sonde mit einem HCV-Polynucleotid oder dem Komplement davon in der Probe ermoglichen, wobei die
Sonde ein Polynucleotid umfalit, das eine benachbarte Sequenz von Nucleotiden umfal3t, die zur selektiven
Hybridisierung mit dem Genom von HCV oder dem Komplement davon fahig ist, wobei HCV charakterisiert
ist:
(i) durch ein Plusstrang-RNA-Genom, wobei das Genom ein offenes Leseraster (ORF) umfal3t, welches ein
Polyprotein codiert; und
(ii) dadurch, daR die Gesamtheit des codierten Polyproteins eine mindestens 40%-ige Homologie zu dem
gesamten Polyprotein eines viralen Isolats hat, von dessen Genom cDNAs hergestellt wurden, hinterlegt in
einer Lambda-gt-11-cDNA Bibliothek bei der American Type Culture Collection (ATCC) unter der Hinterle-
gungsnummer 40394, und
(b) Bestimmung, ob Polynucleotidduplexe gebildet wurden, die die Sonde umfassen,

und wobei ferner das, Polynucieotid ein DNA-Polynucleotid ist und gegebenenfalls einen nachweisbaren Mar-
ker umfaldt.
[0015] Wir beschreiben ferner ein gereinigtes HCV-Polynucleotid, ein rekombinantes HCV-Polynucleotid, ein
rekombinantes Polynucleotid, umfassend eine Sequenz, die von einem HCV-Genom oder von HCV-cDNA ab-
geleitet ist, ein rekombinantes Polynucleotid, das ein HCV-Eptitop codiert, einen rekombinanten Vektor, der ir-
gendeines der vorstehenden rekombinanten Polynucleotide enthalt und eine mit irgendeinem dieser Vektoren
transformierte Wirtszelle.
[0016] Wir beschreiben ferner ein rekombinantes Expressionssystem, umfassend ein offenes Leseraster
(ORF) der DNA, die von einem HCV-Genom oder von HCV-cDNA abgeleitet ist, wobei das ORF funktionell mit
einer Kontrollsequenz, die mit einem gewunschten Wirt kompatibel ist, verknupft ist, eine Zelle, die mit dem
rekombinanten Expressionssystem transformiert ist und ein von der transformierten Zelle produziertes Poly-
peptid.
[0017] Es ist auch moglich, gereinigte HCV-Teilchen, ein Praparat aus Polypeptiden aus dem gereinigten
HCV, ein gereinigtes HCV-Polypeptid, ein gereinigtes Polypeptid, umfassend ein Epitop, das immunologisch
mit einem in HCV enthaltenen Epitop identifizierbar ist, zu erhalten.
[0018] Wirbeschreiben ferner ein rekombirantes HCV-Polypeptid, ein rekombinantes Polypeptid mit einer Se-
quenz, die von einem HCV-Genom oder einer HCV-cDNA abgeleitet ist, ein rekombinantes Polypeptid mit ei-
nem HCV-Epitop und ein Fusionspolypeptid mit einem HCV-Polypeptid.
[0019] Wir beschreiben ferner eine Anti-HCV-Antikdrperzusammensetzung, umfassend Antikorper, die die
antigene Determinante eines erfindungsgemafen Polypeptids binden, das

(a) ein gereinigtes Praparat polyclonaler Antikorper oder

(b) eine Zusammensetzung monoclonaler Antikorper ist.

[0020] Wir beschreiben ferner ein Teilchen, das gegen eine HCV-Infektion immunogen ist, umfassend ein
Non-HCV-Polypeptid mit einer Aminosauresequenz mit der Fahigkeit zur Bildung eines Teilchens, wenn die
Sequenz in einem eukaryontischen Wirt reproduziert wird, und ein HCV-Epitop. Die Erfindung betrifft auch eine
Polynucleotidsonde fir HCV, wobei die Sonde ein erfindungsgemalfes Polynucleotid umfaldt, das auch einen
nachweisbaren Marker umfaf3t. Die Erfindung betrifft auch ein Polymerasekettenreaktions(PCR)-Kit, umfas-
send ein Paar von Primern, mit der Fahigkeit, die Synthese von cDNA in einer PCR-Reaktion zu starten, wobei
jeder der Primer ein erfindungsgemafies Polynucleotid ist. Die Erfindung findet auch Anwendung bei der Her-
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stellung von Kits, wie solchen zum Test einer Probe auf das Vorhandensein oder Fehlen von HCV-Polynucle-
otiden durch (a) Inkontaktbringen der Probe mit einer Sonde, umfassend ein erfindungsgemafes Polynucleo-
tid, beispielsweise eines, das etwa 8 oder mehr Nucleotide enthalt, unter Bedingungen, die die selektive Hyb-
ridisierung der Sonde mit einem HCV-Polynucleotid oder der Komplementarsequenz davon in der Probe er-
mdglichen, und (b) Bestimmung, ob Polynucleotidduplexe gebildet wurden, die die Sonde umfassen.

[0021] Wir beschreiben ferner ein Polypeptid mit einem HCV-Epitop, gebunden an ein festes Substrat, und
ein Antikdrper gegen ein HCV-Epitop, gebunden an ein festes Substrat.

[0022] Wir beschreiben ferner ein Verfahren zur Erzeugung eines Polypeptids, welches ein HCV-Epitop ent-
halt, wobei man mit einem Expressionsvektor, der eine Sequenz enthalt, die ein ein HCV-Epitop enthaltendes
Polypeptid codiert, transformierte Wirtszellen unter Bedingungen inkubiert, die die Expression des Polypeptids
ermoglichen, und ein Polypeptid, das ein HCV-Epitop enthalt, das nach diesem Verfahren erzeugt wurde.
[0023] Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zum Nachweis von HCV-Nucleinsauren in einer Probe, wobei
man die Nucleinsduren der Probe mit einer Sonde auf ein HCV-Polynucleotid unter Bedingungen umsetzt, die
die Bildung eines Polynucleotiddoppelstrangs zwischen der Sonde und der HCV-Nucleinsaure der Probe er-
mdglichen, und einen Polynucleotiddoppelstrang nachweist, der die Sonde enthalt.

[0024] Wir beschreiben ferner Immunoassays.

[0025] Diese umfassen einen Immunoassay zum Nachweis eines HCV-Antigens, umfassend die folgenden
Schritte: (a) Bereitstellung einer erfindungsgemafen Antikdrperzusammensetzung, (b) Inkubieren einer Probe
mit der Antikérperzusammensetzung unter Bedingungen, die die Bildung eines Antikdrper-Antigen-Komplexes
ermdglichen und (c) Nachweis von Antikdrper-Antigen-Komplexen, die Anti-HCV-Antikdrper umfassen. Diese
umfassen auch einen Immunoassay zum Nachweis von Antikérpern gegen ein HCV-Antigen, umfassend die
Schritte: (a) Bereitstellen eines Polypeptids, das eine antigene Determinante umfal3t, die von dem An-
ti-HCV-Antikorper gebunden werden kann, wobei die antigene Determinante eine aufeinanderfolgende Amino-
sauresequenz umfaldt, die von dem Genom codiert wird, (b) Inkubieren einer biologischen Probe mit dem Po-
lypeptid unter Bedingungen, die die Bildung eines Antikérper-Antigen-Komplexes erméglichen und (c) Nach-
weis der Antikdrper-Antigen-Komplexe, die das Polypeptid umfassen.

[0026] Wir beschreiben ferner Impfstoffzusammensetzungen zur Behandlung von HCV-Infektionen, umfas-
send ein immunogenes Peptid, das ein HCV-Epitop enthalt, oder ein inaktiviertes HCV-Praparat oder ein atte-
nuiertes HCV-Praparat.

[0027] Wir beschreiben ferner eine HCV-infizierte Zelle, die in einer Gewebskultur geziichtet wurde, und die
Erfindung umfaldt ein Verfahren zur Ziichtung von HCV, indem Zellen, z.B. Hepatocyten oder Makrophagen,
bereitgestellt werden, die mit HCV infiziert wurden, und solche Zellen in vitro vermehrt werden.

[0028] Wir beschreiben ferner ein Verfahren zur Erzeugung von Antikérpern gegen HCV, wobei man einer
Person ein isoliertes immunogenes Polypeptid, das ein HCV-Epitop enthalt, in einer Menge verabreicht, die
ausreicht, eine Immunantwort hervorzurufen.

[0029] Wir beschreiben ferner ein Verfahren zur Isolierung einer von dem Genom eines nichtidentifizierten,
infektidsen Erregers abgeleiteten cDNA, umfassend die folgenden Schritte: (a) Bereitstellung von Wirtszellen,
die mit Expressionsvektoren transformiert wurden, die eine aus Nucleinsauren hergestellte cDNA-Bank enthal-
ten, die aus mit dem Erreger infiziertem Gewebe isoliert wurden, und Zuchten der Wirtszellen unter Bedingun-
gen, die die Expression des (der) Polypeptids(e) ermdglichen, das (die) von der cDNA codiert wird (werden),
(b) Wechselwirkung der Expressionsprodukte der cDNA mit einer einen Antikérper enthaltenden Kérperkom-
ponente einer Person, die mit dem infektiésen Erreger infiziert ist, unter Bedingungen, die eine Immunreaktion
ermdglichen, und Nachweis der als Ergebnis der Wechselwirkung gebildeten Antikérper-Antigen-Komplexe,
(c) Zuchten von Wirtszellen, die Polypeptide exprimieren, die Antigen-Antikbrper-Komplexe in Stufe (b) bilden,
unter Bedingungen, die ihr Wachstum als Individualclone ermdglichen, und Isolieren der Clone, (d) Zichten
von Zellen aus den Clonen von {c) unter Bedingungen, die die Expression des (der) Polypeptids(e) ermdgli-
chen, das {die) von der cDNA codiert wird (werden), und Wechselwirkung der Expressionsprodukte mit Anti-
korper enthaltenden Kérperkomponenten der Personen aul3er der Person in Stufe (a), die mit dem infektiésen
Erreger infiziert sind, und mit Kontrollpersonen, die mit dem Erreger nicht infiziert wurden, und Nachweis der
als Ergebnis der Wechselwirkung gebildeten Antikérper-Antigen-Komplexe, (e) Ziichten von Wirtszellen, die
Polypeptide exprimieren, die Antikdrper-Antigen-Komplexe mit antikdrperhaltigen Kérperkomponenten infizier-
ter Personen und vermutlich infizierter Personen und nicht mit den Komponenten von Kontrollpersonen bilden,
unter Bedingungen, die ihr Wachstum als Individualclone erméglichen und Isolieren der Clone, und (f) Isolieren
der cDNA aus den Wirtszellclonen von (e).

Kurze Beschreibung der Figuren
[0030] Fig. 1 zeigt die doppelstrangige Nucleotidsequenz der HCV-cDNA-Insertion in Clon 5-1-1 und die ver-

mutliche Aminosauresequenz des davon codierten Polypeptids.
[0031] Fig. 2 zeigt die Homologien der tGberlappenden HCV-cDNA-Sequenzen in den Clonen 5-1-1, 81, 1-2
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und 91.

[0032] Fig. 3 zeigt eine zusammengesetzte Sequenz der HCV-cDNA, abgeleitet von den tberlappenden Clo-
nen 81, 1-2 und 91 und die davon codierte Aminosauresequenz.

[0033] Fig. 4 zeigt die doppelstrangige Nucleotidsequenz der HCV-cDNA-Insertion in Clon 81 und die vermut-
liche Aminosauresequenz des davon codierten Polypeptids.

[0034] Fig. 5 zeigt die HCV-cDNA-Sequenz in Clon 36, das Segment, das mit der NANBV-cDNA von Clon 81
Uberlappt und die von Clon 36 codierte Polypeptidsequenz.

[0035] Fig. 6 zeigt das kombinierte ORF der HCV-cDNAs in den Clonen 36 und 81 und das davon codierte
Polypeptid.

[0036] Fig. 7 zeigt die HCV-cDNA-Sequenz in Clon 32, das Segment, das mit Clon 81 Gberlappt, und das da-
von codierte Polypeptid.

[0037] Fig. 8 zeigt die HCV-cDNA-Sequenz in Clon 35, das Segment, das mit Clon 36 Gberlappt, und das da-
von codierte Polypeptid.

[0038] Fig. 9 zeigt das kombinierte ORF der HCV-cDNAs in den Clonen 35, 36, 81 und 32 und das davon
codierte Polypeptid.

[0039] Fig. 10 zeigt die HCV-cDNA-Sequenz in Clon 37b, das Segment, das mit Clon 35 Uberlappt, und das
davon codierte Polypeptid.

[0040] Fig. 11 zeigt die HCV-cDNA-Sequenz in Clon 33b, das Segment, das mit Clon 32 berlappt, und das
davon codierte Polypeptid.

[0041] Fig. 12 zeigt die HCV-cDNA-Sequenz in Clon 40b, das Segment, das mit Clon 37b Uberlappt und das
davon codierte Polypeptid.

[0042] Fig. 13 zeigt die HCV-cDNA-Sequenz in Clon 25c, das Segment, das mit Clon 33b tberlappt und das
davon codierte Polypeptid.

[0043] Fig. 14 zeigt die Nucleotidsequenz und das davon codierte Polypeptid des ORF s, das sich durch die
HCV-cDNAs in den Clonen 40b, 37b, 35, 36, 81, 32, 33b und 25c erstreckt.

[0044] Fig. 15 zeigt die HCV-cDNA-Sequenz in Clone 33c, das Segment, das mit der. Clonen 40b und 33c
Uberlappt, und die davon codierten Aminosauren.

[0045] Fig. 16 zeigt die HCV-cDNA-Sequenz in Clon 8h, das Segment, das mit Clon 33c uberlappt, und die
davon codierten Aminosauren.

[0046] Fig. 17 zeigt die HCV-cDNA-Sequenz in Clon 7e, das Segment, das mit Clon 8h Uberlappt, und die
davon codierten Aminosauren.

[0047] Fig. 18 zeigt die HCV-cDNA-Sequenz in Clon 14c, das Segment, das mit Clon 25c¢ Uberlappt, und die
davon codierten Aminosauren.

[0048] Fig. 19 zeigt die HCV-cDNA-Sequenz in Clon 8f, das Segment, das mit Clon 14c Uberlappt, und die
davon codierten Aminosauren.

[0049] Fig. 20 zeigt die HCV-cDNA-Sequenz in Clon 33f, das Segment, das mit Clon 8f Gberlappt, und die
davon codierten Aminosauren.

[0050] Fig. 21 zeigt die HCV-cDNA-Sequenz in Clon 33g, das Segment, das mit Clon 33f Uberlappt, und die
davon codierten Aminosauren.

[0051] Fig. 22 zeigt die HCV-cDNA-Sequenz in Clon 7f, das Segment, das mit der Sequenz in Clon 7e uber-
lappt, und die davon codierten Aminosauren.

[0052] Fig. 23 zeigt die HCV-cDNA-Sequenz in Clon 11b, das Segment, das mit der Sequenz in Clon 7f liber-
lappt, und die davon codierten Aminosauren.

[0053] Fig. 24 zeigt die HCV-cDNA-Sequenz in Clon 14i, das Segment, das mit der Sequenz in Clon 11b
Uberlappt, und die davon codierten Aminosauren.

[0054] Fig. 25 zeigt die HCV-cDNA-Sequenz in Clon 39c, das Segment, das mit der Sequenz in Clon 33g
Uberlappt, und die davon codierten Aminosauren.

[0055] Fig. 26 zeigt eine zusammengesetzte HCV-cDNA-Sequenz, abgeleitet von den angeordneten cDNAs
in den Clonen 14i, 11b 7f, 7e, 8h, 33c, 40b, 37b, 35, 36, 81, 32, 33b, 25c, 14c, 8f, 33f, 33g und 39c. Ebenfalls
gezeigt ist die Aminosauresequenz des von dem ausgedehnten ORF in der abgeleiteten Sequenz codierten
Polypeptids.

[0056] Fig. 27 zeigt die Sequenz der HCV-cDNA in Clon 12f, das Segment, das mit Clon 14i Gberlappt, und
die davon codierten Aminosauren.

[0057] Fig. 28 zeigt die Sequenz der HCV-cDNA in Clon 35f, das Segment, das mit Clon 39c uberlappt, und
die davon codierten Aminosauren.

[0058] Fig. 29 zeigt die Sequenz der HCV-cDNA in Clon 19g, das Segment, das mit Clon 35f tiberlappt, und
die davon codierten Aminosauren.

[0059] Fig. 30 zeigt die Sequenz von Clon 26g, das Segment, das mit Clon 19g tberlappt, und die davon co-
dierten Aminosauren.

[0060] Fig. 31 zeigt die Sequenz von Clon 15e, das Segment, das mit Clon 269 tberlappt, und die davon co-
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dierten Aminosé&uren.

[0061] Fig. 32 zeigt die Sequenz in einer zusammengesetzten cDNA, die durch Anordnen der Clone 12f bis
15e in der 5'-3'-Richtung abgeleitet wurde. Sie zeigt auch die von dem kontinuierlichen ORF codierten Ami-
nosauren.

[0062] Fig. 33 zeigt eine Fotografie von Western-Blots eines Fusionsproteins, SOD-NANB,_,_,, mit Schimpan-
senserum aus mit BB-NANB, HAV und HBV-infizierten Schimpansen.

[0063] Fig. 34 zeigt eine Fotografie von Western-Blots eines Fusionsproteins, SOD-NANB,_,_,, mit Serum aus
mit NANBYV, HAV, HBV-infizierten Menschen und von Kontrollpersonen.

[0064] Fig. 35 ist eine Karte, die die signifikanten Merkmale des Vektors pAB24 zeigt.

[0065] Fig. 36 zeigt die vermutliche Aminosauresequenz des Carboxylterminus des Fusionspolypeptids
C100-3 und der Nucleotidsequenz, die es codiert.

[0066] Fig. 37A ist eine Fotografie eines mit Coomassie-Blau gefarbten Polyacrylamidgels, das C100-3 iden-
tifiziert, das in Hefe exprimiert wurde.

[0067] Fig. 37B zeigt einen Western-Blot von C100-3 mit Serum aus einem NANBV-infizierten Menschen.
[0068] Fig. 38 zeigt ein Autoradiogramm eines Northern-Blots von RNA, isoliert aus der Leber eines BB-NAN-
BV-infizierten Schimpansen, die mit BB-NANBV-cDNA von Clon 81 abgesucht wurde.

[0069] Fig. 39 zeigt ein Autoradiogramm einer NANBV-Nucleinsaure, die mit RNase A oder DNase | behan-
delt wurde und mit BB-NANBV-cDNA, von Clon 81 abgesucht wurde.

[0070] Fig. 40 zeigt ein Autoradiogramm von Nucleinsauren, die aus NANBV-Teilchen extrahiert wurden, die
aus infiziertem Plasma mit Anti-NANB, , , gewonnen worden waren und mit *P-markierter NANBV-cDNA aus
Clon 81 abgesucht worden waren.

[0071] Fig. 41aund b zeigen Autoradiogramme von Filtern, die isolierte NANBV-Nucleinsauren enthalten, die
mit 3*P-markierten plus- und minus-strangigen DNA-Sonden, abgeleitet von NANBV-cDNA in Clon 81, abge-
sucht worden waren.

[0072] Fig. 41-1 zeigt die Homologien zwischen einem Polypeptid, das von HCV-cDNA codiert wird, und ei-
nem NS-Protein aus dem Dengue-Flavivirus.

[0073] Fig. 43 zeigt ein Histogramm der Verteilung der HCV-Infektion in Zufallsproben, bestimmt mittels eines
ELISA-Absuchtests.

[0074] Fig. 44 zeigt ein Histogramm der Verteilung der HCV-Infektion in Zufallsproben unter Verwendung von
zwei Konfigurationen von Immunglobulinenzymkonjugaten in einem ELISA-Test.

[0075] Fig. 45 zeigt die Sequenzen in einem Primer-Mix, abgeleitet von einer konservierten Sequenz in NS1
der Flaviviren.

[0076] Fig. 46 zeigt die HCV-cDNA-Sequenz in Clon k9-1, das Segment, das mit der cDNA in Fig. 27 Uber-
lappt, und die davon codierten Aminosauren.

[0077] Fig. 47 zeigt die Sequenz in einer zusammengesetzten cDNA, die durch Anordnen der Clone k9-1 bis
15e in der 5'-3'-Richtung abgeleitet wurde. Sie zeigt auch die Aminosauren, die von dem kontinuierliche ORF
codiert wurden.

|. Definitionen

[0078] Der Begriff "Hepatitis C-Virus" wurde von Forschern auf dem Gebiet fur einen bisher unbekannten ati-
ologischen Erreger von NANBH reserviert. Folglich bezeichnet der hier verwendete Begriff "Hepatitis C-Virus"
(HCV) einen Erreger, der NANBH hervorruft, wobei der Erreger ein Virus ist, das charakterisiert ist durch: ein
Plusstrang-RNA-Genom, wobei das Genom ein offenes Leseraster (ORP) umfalit, das ein Polyprotein codiert;
und dadurch, daf} die Gesamtheit des codierten Polyproteins eine mindestens 40%-ige Homologie zu dem ge-
samten Polyprotein eines viralen Isolats hat, von dessen Genom cDNAs hergestellt wurden, hinterlegt in einer
Lambda-gt-11-cDNA Bibliothek bei der American Type Culture Collection (ATCC) unter der Hinterlegungsnum-
mer 40394. Dieser Erreger wurde friher als NANBV und/oder BB-NANBYV bezeichnet. Die Begriffe HCV, NAN-
BV und BB-NANBYV werden hier austauschbar verwendet, aber sie bezeichnen alle das vorstehend definierte
Virus.

[0079] Als Erweiterung dieser Terminologie wird die von HCV hervorgerufene Erkrankung, die friher als
NANB-Hepatitis (NANBH) bezeichnet wurde, als Hepatitis C bezeichnet. Die Begriffe NANBH und Hepatitis C
kdnnen hier austauschbar verwendet werden.

[0080] Der hier verwendete Begriff "HCV" bezeichnet einen Virustyp, der NANBH hervorruft, und attenuierte
Stamme oder defekte interferierende Teilchen, die davon abgeleitet sind. Wie nachstehend gezeigt, besteht
das HCV-Genom aus RNA. Es ist bekannt, dal} RNA-haltige Viren eine relativ hohe spontane Mutationsrate
besitzen, d.h. wie berichtet wird, in der GréRenordnung von 107 bis 10~ pro Nucleatid (Fields & Knipe (1986)).
Daher fallen diese multiplen Stdamme unter die nachstehend beschriebenen HCV-Typen. Die hier beschriebe-
nen Zusammensetzungen und Verfahren ermoglichen die Fortpflanzung, Identifizierung, den Nachweis und
die Isolierung der verschiedenen verwandten Stamme. Ferner ermdglichen sie auch die Herstellung von Dia-
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gnostika und Impfstoffen auf bzw. gegen verschiedene Stamme und sind bei Absuchverfahren auf antivirale
Mittel zur pharmakologischen Verwendung dahingehend niitzlich, dal® sie die HCV-Replikation hemmen.
[0081] Obwohl die hier angegebene Information von einem HCV-Stamm abgeleitet ist, der nachstehend als
CDC/HCV1 bezeichnet wird, reicht sie aus, um einem Virustaxenomisten die Identifzierung anderer Stamme,
die unter den Typ fallen, zu ermdglichen. Wie bereits beschrieben, haben die Erfinder gefunden, dall HCV ein
Flavivirus oder ein flaviartiges Virus ist. Die Morphologie und die Zusammensetzung der Flavivirusteilchen sind
bekannt und sind in Brinton (1986) diskutiert. Allgemein enthalten Flaviviren morphologisch ein zentrales Nu-
cleocapsid, das von einer Lipiddoppelschicht umgeben ist. Die Virionen sind kugelférmig und besitzen eine
Durchmesser von etwa 40 bis 50 nm. lhre Cores besitzen einen Durchmesser von etwa 25 bis 30 nm. Entlang
der aulieren Oberflache der Virionenumhiillung sind Projektionen, die etwa 5 bis 10 nm lang sind und terminale
Knoten mit einem Durchmesser von etwa 2 nm besitzen.

[0082] HCV codiert ein Epitop, das immunologisch mit einem Epitop in dem HCV-Genom, von dem die hier
beschriebenen cDNAs abgeleitet sind, identifizierbar ist. Bevorzugt wird das Epitop von einer hier beschriebe-
nen cDNA codiert. Das Epitop ist im Vergleich mit anderen bekannten Flaviviren HCV-spezifisch. Die Einzig-
artigkeit des Epitops kann durch dessen immunologische Reaktivitdt mit HCV und durch die fehlende immu-
nologische Reaktivitat mit anderen Flavivirustypen bestimmt werden. Verfahren. zur Bestimmung der immuno-
logischen Reaktivitat sind auf dem Fachgebiet bekannt, beispielsweise mittels Radioimmunassay, mittels Eli-
sa-Assay, mittels Hamagglutination und verschiedene Beispiele geeigneter Techniken sind hier angegeben.
[0083] Zusatzlich zu den vorstehenden Angaben sind die folgenden Parameter anwendbar, entweder allein
oder in Kombination, um einen Stamm als HCV zu identifizieren. Da HCV-Stamme evolutionar verwandt sind,
wird angenommen, dafl die Gesamthomologie des Genoms auf der Nucleotidebene 40% oder gréfler, bevor-
zugt 50% oder gréler und noch bevorzugter 80 oder grofer, ist, und es zusatzlich dazu entsprechende Se-
quenzen von mindestens etwa 13 aufeinanderfolgenden Nucleotiden gibt. Die Entsprechung zwischen der Ge-
nomsequenz des vermutlichen HCV-Stammes und der CDC/HCV1-cDNA-Sequenz kann nach auf dem Fach-
gebiet bekannten Techniken bestimmt werden. Beispielsweise kann sie durch direkten Vergleich der Sequenz-
information des Polynucleotids aus dem vermutlichen HCV und der (den) HCV-cDNA-Sequenz(en), die hier
beschrieben ist (sind), bestimmt werden. Sie kann beispielsweise auch durch Hybridisierung der Polynucleoti-
de unter Bedingungen, die stabile Doppelstrange zwischen homologen Bereichen (beispielsweise denjenigen,
die vor der S,-Spaltung verwendet werden) bilden, durch anschliefiende Spaltung mit einer einzelstrangspezi-
fischen Nuclease bzw. Nucleasen und anschlielender GréRenbestimmung der gespaltenen Fragmente be-
stimmt werden.

[0084] Wegen der evolutionaren Verwandtschaft der HCV-Stamme sind vermutliche HCV-Stamme durch ihre
Homologie auf der Polypeptidebene identifizierbar. Im allgemeinen sind HCV-Stamme mehr als 40% homolog,
bevorzugt mehr als 60 homolog und noch bevorzugter mehr als 80% homolog auf der Polypeptidebene. Die
Techniken zur Bestimmung der Homologie einer Aminosauresequenz sind auf dem Fachgebiet bekannt. Bei-
spielsweise kann die Aminosauresequenz direkt bestimmt werden und mit den hier angegebenen Sequenzen
verglichen werden. Beispielsweise kann auch die Nucleotidsequenz des genomischen Materials des vermutli-
chen HCVs bestimmt werden (liblicherweise Gber ein cDNA-Zwischenprodukt). Die davon codierte Aminoséau-
resequenz kann bestimmt werden und die entsprechenden Bereiche verglichen werden.

[0085] Der hier verwendete Begriff ein Polynucleotid "abgeleitet von" einer bestimmten Sequenz, beispiels-
weise der HCV-cDNA, insbesondere solchen, die in den Sequenzen der Fig. 1 bis 47 beispielhaft aufgefuhrt
sind, oder von einem HCV-Genom, bezeichnet eine Polynucleotidsequenz aus einer Sequenz von etwa min-
destens 6 Nucleotiden, bevorzugt mindestens 8 Nucleotiden, bevorzugter mindestens 10 bis 12 Nucleotiden
und noch bevorzugter mindestens 15 bis 20 Nucleotiden, entsprechend, d.h. homolog zu oder komplementar
zu, einem Bereich der bezeichneten Nucleotidsequenz. Bevorzugt ist die Sequenz des Bereichs, von dem sich
das Polynucleotid ableitet, zu einer Sequenz homolog oder komplementar, die fir ein HCV-Genom einzigartig
ist. Ob eine Sequenz fiir das HCV-Genom einzigartig ist oder nicht, kann nach einem Fachmann auf dem Ge-
biet bekannten Techniken bestimmt werden. Beispielsweise kann die Sequenz mit Sequenzen in Datenban-
ken, beispielsweise Genebank, verglichen werden, um zu bestimmen, ob sie in dem nichtinfizierten Wirt oder
anderen Organismen vorhanden ist. Die Sequenz kann auch mit den bekannten Sequenzen anderer viraler
Erreger einschlieBlich derer, die bekanntlich Hepatitis induzieren, z.B. HAV, HBV und HDV, und anderen Mit-
gliedern der Flaviviridae verglichen werden. Die Entsprechung oder Nichtentsprechung der abgeleiteten Se-
quenz mit anderen Sequenzen kann auch durch Hybridisierung unter den geeigneten stringenten Bedingun-
gen bestimmt werden. Die Hybridisierungstechniken zur Bestimmung der Komplementaritat der Nucleinsaure-
sequenzen sind auf dem Fachgebiet bekannt und werden nachstehend diskutiert. Vergleiche beispielsweise
auch Maniatis et al. (1982). Zusatzlich keinen Fehlpaarungen der durch Hybridisierung gebildeten Doppel-
strang-Polynucleotide nach bekannten Techniken bestimmt werden, die beispielsweise die Spaltung mit einer
Nuclease, wie S1, die spezifisch einzelstrangige Bereiche in Doppelstrang-Polynucleotiden spaltet, bestimmt
werden. Bereiche, von denen typische DNA-Sequenzen abgeleitet werden kénnen, umfassen z.B. Bereiche,
die spezifische Epitope codieren, wie nichttranskribierte und/oder nichttranslatierte Bereiche, sind aber nicht
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darauf beschrankt.

[0086] Das abgeleitete Polynucleotid mufd nicht notwendigerweise physikalisch von der gezeigten Nucleotid-
sequenz abgeleitet sein, aber kann auf jede beliebige Weise erzeugt werden, umfassend beispielsweise che-
mische Synthese oder DNA-Replikation oder reverse Transkription oder Transkription, die auf der Information
durch die Basensequenzen in dem (den) Bereich(en), von dem (denen) das Polynucleotid abgeleitet ist, be-
ruht. Zusatzlich kénnen Kombinationen von Bereichen entsprechend der der bezeichneten Sequenz nach Ar-
ten, die auf dem Fachgebiet bekannt sind, und die der beabsichtigten Verwendung entsprechen, modifiziert
werden.

[0087] Ruf ahnliche Weise bezeichnet ein Polypeptid oder eine Aminosauresequenz, die sich von einer be-
zeichneten Nucleinsduresequenz, beispielsweise den Sequenzen in Fig. 1 bis 47, oder einem HCV-Genom
ableitet, ein Polypeptid mit einer Aminosauresequenz, die mit der eines Pclypeptids, das von der Sequenz co-
diert wird oder mit einem Teil davon identisch ist, wobei der Teil aus mindestens drei bis funf Aminosauren und
bevorzugter aus mindestens 8 bis 10 Aminosauren und noch bevorzugter aus mindestens 11 bis 15 Amino-
sauren besteht, oder das immunologisch mit einem von der Sequenz codierten Polypeptid identifizierbar ist.
[0088] Ein rekombinantes oder abgeleitetes Polypeptid ist nicht notwendigerweise von einer bezeichneten
Nucleinsauresequenz, beispielsweise den Sequenzen in den Fig. 1 bis 47, oder von einem HCV-Genom trans-
latiert. Es kann auf jede beliebige Weise erzeugt werden, einschlieRlich beispielsweise chemischer Synthese
oder Expression eines rekombinanten Expressionssystems oder Isolierung aus einem mutierten HCV.

[0089] Der hier verwendete Begriff "rekombinantes Polynucleotid" bezeichnet ein Polynucleotid genomischen
Ursprungs, aus cDNA, semisynthetischen oder synthetischen Ursprungs, das kraft seines Ursprungs oder sei-
ner Manipulation: (1) nicht mit dem gesamten Polynucleotid oder einem Teil davon assoziiert ist, mit dem es in
der Natur oder in Form einer Bank assoziiert ist, und/oder (2) an ein Polynucleotid geknipft ist, auRer an das,
an das es naturlicherweise geknupft ist.

[0090] Der hier verwendete Begriff "Polynucleotid" bezeichnet eine polymere Form von Nucleotiden beliebi-
ger Lange, entweder Ribonucleotide oder Desoxyribonucleotide. Dieser Begriff bezeichnet nur die Primarstruk-
tur des Molekiils. So umfalit dieser Begriff doppel- und einzelstrangige DNA ebenso wie doppel- und einzel-
strangige RNA. Er umfallt auch modifizierte, beispielsweise durch Methylierung und/oder durch Capping, und
unmodifizierte Formen des Polynucleotids.

[0091] Der hier verwendete Begriff "HCV enthaltend eine Sequenz entsprechend einer cDNA" bedeutet, daf?
das HCV eine Polynucleotidsequenz enthalt, die einer Sequenz der bezeichneten DNA homolog oder komple-
mentar ist. Der Grad an Homologie oder Komplementaritat zu der cDNA betragt etwa 50% oder gréfer, bevor-
zugt mindestens etwa 70% und noch bevorzugter mindestens etwa 90%. Die entsprechenden Sequenzen sind
mindestens etwa 70 Nucleotide, bevorzugt mindestens etwa 80 Nucleotide und noch bevorzugter mindestens
etwa 90 Nucleotide lang. Die Entsprechung zwischen der HCV-Sequenz und der cDNA kann nach auf dem
Fachgebiet bekannten Techniken bestimmt werden, einschliellich beispielsweise eines direkten Vergleiches
des sequenzierten Materials mit den beschriebenen cDNAs oder Hybridisierung und Spaltung mit Einzel-
strangnucleasen mit anschlieRender Grolienbestimmung der gespaltenen Fragmente.

[0092] Techniken zur Reinigung viraler Polynucleotide aus viralen Teilchen sind auf dem Fachgebiet bekannt
und umfassen beispielsweise Aufbrechen des Teilchens mit einem chaotropen Mittel und Abtrennung des Po-
lynucleotids bzw. der Polynucleotide und der Polypeptide durch lonenaustauschchromatographie, Affinitats-
chromatographie und Dichtegradientensedimentation.

[0093] Techniken zur Reinigung viraler Polypeptide sind auf dem Fachgebiet bekannt und Beispiele fiir diese
Techniken werden nachstehend diskutiert.

[0094] "Rekombinante Wirtszellen", "Wirtszellen", "Zellen", "Zell-Linien", "Zellkulturen" und andere derartige
Begriffe bezeichnen Mikroorganismen oder hdhere eukaryontische Zell-Linien, die als einzellige Einheiten ge-
zuchtet wurden, und beziehen sich auf Zellen, die als Empfanger fir einen rekombinanten Vektor oder eine
andere Transfer-DNA verwendet werden kdnnen oder verwendet wurden und umfassen die Nachkommen der
urspringlichen Zelle, die transfiziert wurde. Selbstverstandlich miissen die Nachkommen einer einzigen El-
ternzelle nicht notwendigerweise vollstandig in der Morphologie oder im Genom oder dem gesamten
DNA-Komplement mit der urspriinglichen Elternzelle infolge zufélliger oder gezielter Mutationen identisch sein.
Die Nachkommen der Elternzellen, die mit der durch die relevanten Eigenschaft zu charakterisierenden Eltern-
zelle ausreichend ahnlich sind, wie das Vorhandensein einer Nucleotidsequenz, die ein gewiinschtes Peptid
codiert, fallen unter die durch diese Definition umfalRten Nachkommen und werden von den vorstehenden Ter-
mini gedeckt.

[0095] Ein"Replicon" ist jedes beliebige genetische Element, z.B. ein Plasmid, ein Chromosom, ein Virus, das
sich als autonome Einheit der Polynucleotidreplikation in einer Zelle verhalt, d.h. die Fahigkeit zur Replikation
unter seiner eigenen Kontrolle besitzt.

[0096] Ein "Vektor" ist ein Replicon, an den ein anderes Polynucleotidsegment geknipft ist, um die Replika-
tion und/oder Expression des angeknipften Segments zu bewirken.

[0097] "Kontrollsequenz" bezeichnet Polynucleotidsequenzen, die notwendig sind, um die Expresion der co-
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dierten Sequenzen, an die sie ligiert sind, zu bewirken. Die Natur solcher Kontrollsequenzen unterscheidet sich
je nach dem Wirtsorganismus; in Prokaryonten umfassen solche Kontrollsequenzen allgemein einen Promotor,
eine ribosomale Bindungsstelle und Terminatoren. In Eukaryonten umfassen solche Kontrollsequenzen allge-
mein Promotoren, Terminatoren und in einigen Fallen Enhancer. Der Begriff "Kontrollsequenzen" soll mindes-
tens alle Komponenten, deren Vorhandensein zur Expression notwendig ist, umfassen und kann auch zusatz-
liche Komponenten umfassen, deren Vorhandensein vorteilhaft ist, beispielsweise Leader-Sequenzen.

[0098] "Funktionell verknipft" bezeichnet eine Nebeneinanderordnung, bei der die so beschriebenen Kom-
ponenten in einer Beziehung stehen, die ihre Funktion in beabsichtigter Weise ermdglicht. Eine Kontrollse-
quenz, die "funktionell" an eine codierende Sequenz "gebunden" ist, ist so ligiert, daf3 die Expression der co-
dierenden Sequenz unter Bedingungen, die mit den Kontrollsequenzen kompatibel sind, bewirkt wird.

[0099] Ein "offenes Leseraster" (ORF) ist ein Bereich einer Polynucleotidsequenz, der ein Polypeptid codiert.
Dieser Bereich kann einen Teil einer codierenden Sequenz oder eine vollstandige codierende Sequenz dar-
stellen.

[0100] Eine "codierende Sequenz" ist eine Polynucleotidsequenz, die in mRNA transkribiert wird und/oder in
ein Polypeptid translatiert wird, wenn sie unter die Kontrolle geeigneter Regulatorsequenzen gestellt wird. Die
Grenzen der codierenden Sequenz werden durch ein Translationsstartcodon am 5'-Terminus und ein Transla-
tionsstoppcodon am 3'-Terminus bestimmt. Eine codierende Sequenz kann mRNA, cDNR und rekombinante
Polynucleotidsequenzen umfassen, ist aber nicht darauf beschrankt.

[0101] "Immunologisch identifizierbar mit/als" bezeichnet das Vorhandensein eines Epitops (von Epitopen)
und eines Polypeptids (von Polypeptiden), das (die) auch auf dem (den) bezeichneten Polypeptid(en), ubli-
cherweise HCV-Proteine, vorhanden und fir sie einzigartig ist (sind). Die immunologische Identitat kann durch
Antikérperbindung und/oder kompetitive Bindung bestimmt werden. Diese Techniken sind einem Durch-
schnittsfachmann bekannt und werden auch nachstehend erlautert. Die Einzigartigkeit eines Epitops kann
auch durch Computerrecherchen bekannter Datenbanken, beispielsweise Genebank, auf die Polynucleotidse-
quenzen, die das Epitop codieren, und durch Aminosauresequenzvergleiche mit anderen bekannten Proteinen
bestimmt werden.

[0102] Der hier verwendete Begriff "Epitop" bezeichnet eine antigene Determinante eines Polypeptids. Ein
Epitop kann 3 Aminosauren in raumlicher Konformation, die fiir das Epitop einzigartig ist, umfassen. Im allge-
meinen besteht ein Epitop aus mindestens 5 solchen Aminosauren und lblicherweise aus mindestens 8 bis
10 solchen Aminosauren. Verfahren zur Bestimmung der rdumlichen Konformation von Aminosauren sind auf
dem Fachgebiet bekannt und umfassen beispielsweise Réntgenkristallographie und zweidimensionale kern-
magnetische Resonanz.

[0103] Ein Polypeptid ist "immunologisch reaktiv" mit einem Antikorper, wenn es an einen Antikdrper infolge
der Antikdrperkennung eines spezifischen Epitops, das in dem Polypeptid enthalten ist, bindet. Die immunolo-
gische Reaktivitat kann durch Antikérperbindung, genauer durch die Kinetiken der Antikérperbindung und/oder
kompetitive Bindung unter Verwendung eines bekannten (bekannter) Polypeptids(e), das (die) ein Epitop, ge-
gen das der Antikorper gerichtet ist, enthalt (enthalten), als Kompetitor(en) bestimmt werden. Die Techniken
zur Bestimmung, ob ein Polypeptid immunologisch mit einem Antikdrper reaktiv ist, sind auf dem Fachgebiet
bekannt.

[0104] Der hier verwendete Begriff "immunogenes Polypeptid, enthaltend ein HCV-Epitop" umfal3t natdirli-
cherweise vorkommende HCV-Polypeptide oder Fragmente davon, ebenso wie Polypeptide, die durch andere
Mittel, beispielsweise chemische Synthese oder die Expression des Polypeptids in einem rekombinanten Or-
ganismus, hergestellt wurden.

[0105] Der Begriff "Polypeptid" bezeichnet eine Molekulkette aus Aminosauren und bezieht sich nicht auf eine
spezifische, Lange des Produkts. So fallen Peptide, Oligopeptide und Proteine unter die Definition eines Poly-
peptids. Dieser Begriff bezieht sich auch nicht auf postexpressionelle Modifikationen des Polypeptids, bei-
spielsweise Glycosylierungen, Acetylierungen, Phosphorylierungen und dgl.

[0106] Der hier verwendete Begriff "Transformation" bezieht sich auf die Insertion eines exogenen Polynuc-
leotids in eine Wirtszelle, unabhangig von dem zur Insertion verwendeten Verfahren, beispielsweise direkte
Aufnahme, Transduction oder f-Paarung. Das exogene Polynucleotid kann als nichtintegrierter Vektor, bei-
spielsweise als ein Plasmid, beibehalten werden, oder kann alternativ in das Wirtsgenom integriert werden.
[0107] Der hier verwendete Begriff "Behandlung" bezieht sich auf Prophylaxe und/oder Therapie.

[0108] Der hier verwendete Begriff "Individuum" bezieht sich auf Vertebraten, insbesondere Mitglieder der
Saugerspezies, und umfallt Haustiere, beim Sport eingesetzte Tiere, Primaten und Menschen, ist aber nicht
darauf beschrankt.

[0109] Der hier verwendete Begriff "Plusstrang” einer Nucleinsdure enthalt die Sequenz, die das Polypeptid
codiert. Der "Minusstrang" enthalt die Sequenz, die zu der des "Plusstranges" komplementar ist.

[0110] Der hier verwendete Begriff "positiv-strangiges Genom" eines Virus ist eines, in dem das Genom, ent-
weder RNA oder DNA, einzelstrangig ist und das ein virales (firale) Polypeptid(e) codiert. Beispiele fir posi-
tiv-strangige RNA-Viren umfassen Togaviridae, Coronaviridae, Retroviridae, Picornaviridae und Caliciviridae.
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Eingeschlossen sind auch die Flaviviridae, die friiher als Togaviridae klassifiziert wurden. Siehe Fields & Knipe
(1986).

[0111] Der hier verwendete Begriff "antikérperhaltige Kérperkomponente" bezeichnet eine Komponente des
Korpers eines Individuums, die als Quelle fur die Antikérper von Interesse ist. Antikdperhaltige Kérperkompo-
nenten sind auf dem Fachgebiet bekannt und umfassen beispielsweise Plasma, Serum, Spinalflissigkeit, Lym-
phflissigkeit, die externen Bereiche des Atmungs-, Intestinal- und Urogenitaltrakts, Tranen, Speichel, Milch,
weille Blutkérperchen und Myelome sind aber nicht darauf beschrankt.

[0112] Der hier verwendete Begriff "gereinigtes HCV" bezeichnet ein HCV-Praparat, das aus den zellularen
Bestandteilen, mit denen das Virus normalerweise assoziiert ist, und aus anderen Virustypen, die in dem infi-
zierten Gewebe vorhanden sein kdnnen, isoliert wurde. Die Techniken zur Isolierung von Viren sind einem
Fachmann bekannt und umfassen beispielsweise Zentrifugation und Affinitdtschromatographie. Ein Verfahren
zur Herstellung von gereinigtem HCV wird nachstehend diskutiert.

Il. Beschreibung

[0113] Bei der Durchfihrung der Erfindung werden, aul3er wenn es anders angegeben ist, herkdbmmliche
Techniken der Molekularbiologie, der Mikrobiologie, der DNA-Rekombination und Immunologie verwendet, die
auf dem Fachgebiet eingefuhrt sind. Solche Techniken sind vollstéandig in der Literatur beschrieben. Vergleiche
beispielsweise Maniatis, Fitsch & Sambrook, Molecular Cloning; A Laboratory Manual (1982); DNA Cloning,
Bd. I und Il (D.N. Glover Hrsg., 1985); Oligonucleotide Synthesis (M.J. Gait Hrsg., 1984); Nucleic Acid Hybri-
dization (B.D. Hames & S.J. Higgins Hrsg., 1984); Transcription and Translation (B.D. Hames & S.J. Higgins
Hrsg., 1984); Animal Cell Culture (R.l. Freshney Hrsg., 1986); Immobilized Cells and Enzymes (IRL Press,
1986); B. Perbal, A Practical Guide To Molecular Cloning (1984); die Serien, Methods in Enzymology (Acade-
mic Press, Inc.); Gere Transfer Vectors For Mammalian Cells (J.H. Miller und M.P. Calos Hrsg., 1987, Cold
Spring Habor Laboratory), Methods in Enzymology Bd. 154 und Bd. 155 (Wu und Grossmann bzw. Wu, Hrsg.),
Mayer und Walker, Hrsg. (1987), Immunochemical Methods in Cell and Molecular Biology (Academic Press,
London), Scopes (1987), Protein Purification: Principles and Practice, 2. Auflage (Springer-Verlag, N.Y.) und
Handbook of Experimental Immunology, Bd. I-IV (D.M. Weir und C.C. Blackwell Hrsg. 1986).

[0114] Auf alle sowohl vorstehend als auch nachstehend erwahnten Patente, Patentanmeldungen und Publi-
kationen wird hiermit Bezug genommen.

[0115] Die nuitzlichen Materialien und Verfahren der vorliegenden Erfindung werden durch die Bereitstellung
einer Familie von eng homologen Nucleotidsequenzen ermdglicht, die aus einer cDNA-Bank isoliert wurden,
die von Nucleinsauresequenzen stammt, die in dem Plasma eines HCV-infizierten Schimpansen vorhanden
sind. Diese Familie von Nucleotidsequenzen ist nicht menschlichen Ursprungs und stammt auch nicht von ei-
nem Schimpansen ab, da sie mit genomischer DNA von nicht-infizierten Individuen weder des Menschen noch
des Schimpansen hybridisiert, da die Nucleotide dieser Sequenzfamilie nur in Leber und Plasma von Schim-
pansen mit HCV-Infektion vorkommen und da die Sequenz in Genebank nicht vorhanden ist. Zusatzlich zeigt
die Sequenzfamilie keine signifikante Homologie zu Sequenzen, die in dem HBV-Genom enthalten sind.
[0116] Die Sequenz eines Mitglieds der Familie, die in Clon 5-1-1 enthalten ist, besitzt ein kontinuierliches of-
fenes Leseraster (ORF), das ein Polypeptid mit etwa 50 Aminosauren codiert. Seren von HCV-infizierten Men-
schen enthalten Antikorper, die an dieses Polypeptid binden, wahrend Seren von nichtinfizierten Menschen
keine Antikdrper gegen dieses Polypeptid enthalten. SchlieRlich, wahrend die Seren von nichtinfizierten
Schimpansen keine Antikdrper gegen dieses Polypeptid enthalten, werden Antikdrper in Schimpansen nach
akuter NANBH-Infektion induziert. Ferner werden Antikdrper gegen dieses Polypeptid bei Schimpansen und
Menschen, die mit HAV und HBYV infiziert sind, nicht nachgewiesen. Anhand dieser Kriterien ist die Sequenz
eine cDNA gegen eine virale Sequenz, wobei das Virus NANBH hervorruft oder damit assoziiert ist. Diese cD-
NA-Sequenz ist in Fig. 1 gezeigt. Wie nachstehend diskutiert, unterscheidet sich die cDNA-Sequenz in Clon
5-1-1 von der anderer isolierter cDNAs dahingehend, dal} sie 28 zusatzliche Basenpaare enthalt.

[0117] Eine Zusammenstellung anderer identifizierter Mitglieder der cDNA-Familie, die unter Verwendung ei-
ner synthetischen Sequenz, die einem cDNA-Fragment in Clon 5-1-1 &quivalent ist, als Sonde isoliert wurden,
ist in Fig. 3 gezeigt. Ein Mitglied der cDNA-Familie, das unter Verwendung einer synthetischen Sequenz, die
von der cDNA in Clon 81 abgeleitet ist, isoliert wurde, ist in Fig. 5 gezeigt, und die Zusammensetzung dieser
Sequenz mit der von Clon 81 ist in Fig. 6 gezeigt. Andere Mitglieder der cDNA-Familie einschlieRlich derjeni-
gen, die in den Cloven 12f, 14i, 11b, 7f, 7e, 8h, 33c, 40b, 37b, 35, 36, 81, 32, 33b, 25c, 14c, 8f, 33f, 33g, 39c,
35f, 199, 26g und 15e vorhanden sind, sind in Absatz IV.A. beschrieben. Eine Zusammensetzung der cDNAs
in diesen Clonen ist in Absatz IV.A.19 beschrieben und in Fig. 32 gezeigt. Die zusammengesetzte cDNA zeigt,
dafd sie ein kontinuierliches ORF enthalt und so ein Polyprotein codiert. Diese Daten entsprechen den nach-
stehend diskutierten Vorschlagen, dal HCV ein Flavivirus oder ein flaviartiges Virus ist. Clon k9-1 Gberlappt
mit der Sequenz von Fig. 32. Eine zusammengesetzte cDNA ist in Fig. 47 gezeigt.

[0118] Die Verfugbarkeit dieser cDNA-Familie, die in Fig. 1 bis 47 einschlief3lich gezeigt ist, ermdglicht die
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Konstruktion von DNA-Sonden und Polypeptiden, die zur Diagnose von NANBH als Folge einer HCV-Infektion
und zum Absuchen von Blutspendern ebenso wie. Spenderblut und Blutprodukten auf Infektion nitzlich sind.
Beispielsweise ist es, ausgehend von der Sequenzen, mdglich, DNA-Oligomere mit etwa 8 bis 10 Nucleotiden
oder gréRRer zu synthetisieren, die als Hybridisierungssonden nitzlich sind, um das Vorhandensein des viralen
Genoms in beispielsweise Seren von Individuen, die vermutlich das Virus beherbergen, nachzuweisen oder
um Spenderblut auf das Vorhandensein des Virus abzusuchen. Die Familie von cDNA-Segenzen ermdglicht
auch die Entwicklung und Produktion von HCV-spezifischen Polypeptiden, die als diagnostische Reagentien
auf das Vorhandensein von Antikdrpern, die wahrend einer NANBH erzeugt wurden, nitzlich sind. Antikérper
gegen gereinigte Polypeptide, die von den cDNAs abgeleitet sind, kdnnen auch verwendet werden, um virale
Antigene in infizierten Individuen und im Blut nachzuweisen.

[0119] Die Kenntnis dieser cDNA-Sequenzen ermoglicht auch die Entwicklung und Produktion von Polypep-
tiden, die als Impfstoffe gegen HCV verwendet werden kdnnen, und auch die Produktion von Antikérpern, die
ihrerseits zum Schutz gegen die Krankheit und/oder zur Therapie von HCV-infizierten Individuen verwendet
werden kénnen.

[0120] Ferner ermdglicht die Familie von cDNA-Sequenzen die weitere Charakterisierung des HCV-Genoms.
[0121] Von diesen Sequenzen abgeleitet Polynucleotidsonden kénnen verwendet werden, um cDNA-Banken
auf zusatzliche Uberlappende cDNA-Sequenzen abzusuchen, die ihrerseits verwendet werden kénnen, um
mehr Gberlappende Sequenzen zu erhalten. Auer das Genom ist segmentiert und den Segmenten fehlen ge-
meinsame Sequenzen, kann diese Technik verwendet werden, um Sequenzen des vollstandigen Genoms zu
gewinnen. Wenn jedoch das Genom segmentiert ist, konnen andere Segmente des Genoms erhalten werden,
indem man das A-gt11-serologische Absuchverfahren, das zur Isolierung der cDNA-Clone, wie hier beschrie-
ben, verwendet wurde, wiederholt oder alternativ das Genom aus gereinigten HCV-Teilchen isoliert.

[0122] Die Familie der cDNA-Sequenzen und der von diesen Sequenzen abgeleiteten Polypeptide ebenso
wie die gegen diese Polypeptide gerichteten Antikdrper sind ebenfalls nutzlich, um den (die) BB-NANBV-Erre-
ger zu isolieren und zu identifizieren. Beispielsweise kdnnen Antikérper gegen HCV-Epitope, die in den von
den cDNAs abgeleiteten Polypeptiden enthalten sind, in Verfahren verwendet werden, die auf der Affinitats-
chromatographie beruhen, um das Virus zu isolieren. Alternativ kdnnen die Antikérper verwendet werden, um
die nach anderen Techniken isolierten viralen Teilchen zu identifizieren. Die viralen Antigene und das genomi-
sche Material in den isolierten viralen Teilchen kann dann weiter charakterisiert werden.

[0123] Die durch weitere Sequenzierung des (der) HCV-Genoms(e) sowie aus der weiteren Charakterisie-
rung der HCV-Antigene und der Charakterisierung des Genoms erhaltene Information ermdglicht die Entwick-
lung und Synthese weiterer Sonden und Polypeptide und Antikérper, die zur Diagnose, zur Verhitung und zur
Therapie der HCV-induzierten NANBH und zum Absuchen von infiziertem Blut und Blutprodukten verwendet
werden kénnen.

[0124] Die Verfugbarkeit von HCV-Sonden, einschlieBlich Antigene und Antikérper, und von Polynucleotiden,
abgeleitet von dem Genom, von dem die Familie der cDNAs abgeleitet ist, ermdglicht auch die Entwicklung
von Gewebskultursystemen, die von grof3erem Nutzen bei der Aufklarung der Biologie des HCV sein werden.
Dies seinerseits kann zur Entwicklung neuer Behandlungsstrategien auf der Basis antiviraler Komponenten
fuhren, die bevorzugt die Replikation von oder Infektion durch HCV hemmen.

[0125] Das zur Identifizierung und Isolierung des atiologischen NANBH-Erregers verwendete Verfahren ist
neu, und es kann auf die Identifizierung und/oder Isolierung von bisher nichtcharakterisierten Erregern ange-
wendet werden, die ein Genom enthalten und die mit einer Vielzahl von Erkrankungen einschlieBlich solcher,
die durch Viren, Viroide, Bakterien, Pilze und Parasiten induziert werden, assoziiert sind. Bei diesem Verfahren
wurde eine cDNA-Bank aus in infizierten Gewebe aus einem infizierten Individuum vorhandenen Nucleinsau-
ren erzeugt. Die Bank wurde in einem Vektor erzeugt, der die Expression der von der cDNA codierten Poly-
peptide ermdglichte. Clone der Wirtszellen, die den Vektor enthalten, die ein immunologisch reaktives Frag-
ment eines Polypeptids des atiologischen Erregers exprimierten, wurden durch immunologisches Absuchen
der Expressionsprodukte der Bank mit einer antikdrperhaltigen Kérperkomponente aus einem anderen Indivi-
duum, das zuvor mit dem mdéglichen Erreger infiziert wurde, selektioniert. Die Stufen bei der immunologischen
Absuch-Technik umfalRten die Wechselwirkung der Expressionsprodukte der cDNA-enthaltende Vektoren mit
der antikérperhaltigen Kérperkomponente eines zweiten infizierten Individuums und den Nachweis der Bildung
von Antikorper-Antigen-Komplexen zwischen dem Expressionsprodukt bzw. den Expressionsprodukten und
den Antikdrpern des zweiten infizierten Individuums. Die isolierten Clone werden weiter immunologisch durch
Wechselwirkung ihrer Expressionsprodukte mit den antikérperhaltigen Kérperkomponenten anderer Individu-
en, die mit dem vermutlichen Erreger infiziert wurden, und mit Kontrollindividuen, die mit dem vermutlichen Er-
reger nicht infiziert wurden, und Nachweis der Bildung von Antigen-Antikdrper-Komplexen mit Antikdrpern aus
den infizierten Individuen abgesucht. Die cDNA-enthaltenden Vektoren, die Polypeptide codieren, die immu-
nologisch mit den Antikérpern aus den infizierten Individuen und den vermutlich mit dem Erreger infizierten In-
dividuen, aber nicht mit den Kontrollindividuen, reagieren, werden isoliert. Die zur Konstruktion der cDONA-Bank
und zum immunologischen Absuchen verwendeten infizierten Individuen missen nicht der gleichen Art ange-

13/136



DE 38 86 363 T3 2004.09.09

horen.

[0126] Die als Ergebnis dieses Verfahrens isolierten cDNAs und ihre Expressionsprodukte und die Antikérper
gegen die Expressionsprodukte sind nitzlich zur Charakterisierung und/oder zum Einfangen, des atiologi-
schen Erregers. Wie nachstehend ausfihrlicher beschrieben, wurde dieses Verfahren erfolgreich verwendet,
um eine Familie von cDNAs, die von dem HCV-Genom abgeleitet ist, zu isolieren.

[I.LA. Herstellung der cDNA-Sequenz

[0127] Vereinigtes Serum aus einem Schimpansen mit einer chronischen HCV-Infektion, das einen hohen Ti-
ter des Virus, d.h. mindestens 10° Schimpanseninfektionsdosen/ml (CID/ml) enthielt, wurde verwendet, um die
viralen Teilchen zu isolieren. Die aus diesen Teilchen isolierten Nucleinsduren wurden als Matrize zur Konstruk-
tion einer cDNA-Bank fur das virale Genom verwendet. Die Verfahren zur Isolierung der vermutlichen HCV-Teil-
chen und zur Konstruktion der cDONA-Bank in A-gt11 ist in Abschnitt IV.A.1. diskutiert. A-gt11 ist ein Vektor, der
spezifisch entwickelt wurde, um die insertierten cDNRs als Fusionspolypeptide mit B-Galactosidase zu expri-
mieren, und um eine gro3e Anzahl von rekombinanten Phagen mit spezifischen Antiseren gegen ein definier-
tes Antigen abzusuchen. Die A-gt11-cDNA-Bank, die aus einem cDNA-Pool erzeugt wurde, der cDNA mit einer
ungefahren mittleren Gréf3e von 200 Basenpaaren enthielt, wurde auf codierte Epitope abgesucht, die spezi-
fisch mit Seren binden konnten, die von Patienten stammten, die zuvor eine NANB-Hepatitis hatten. Huynh,
T.V, et al. (1985). Etwa 10° Phagen wurden abgesucht und fiinf positive Phagen wurden identifiziert, gereinigt
und dann auf die Spezifitat ihrer Bindung an Seren aus verschieden Menschen und Schimpansen, die zuvor
mit dem HCV-Erreger infiziert worden waren, getestet. Einer dieser Phagen 5-1-1 band an 5 der 8 getesteten
Humansera. Diese Bindung schien selektiv zu sein flr die Seren aus Patienten mit vorherigen NANB-Hepati-
tisinfektionen, da 7 normale Blutspenderseren keine solche Bindung zeigten.

[0128] Die Sequenz der cDNA in den rekombinanten Phagen 5-1-1 wurde bestimmt und ist in Fig. 1 gezeigt.
Das von dieser clonierten cDNA codierte Polypeptid, das im gleichen Leseraster wie der N-terminale B-Galac-
tosidaserest des Fusionspolypeptids ist, ist, Uiber der Nucleotidsequenz gezeigt. Dieses Translations-ORF co-
diert daher ein Epitop(e), das (die) spezifisch von Seren von Patienten mit NANB-Hepatitisinfektionen erkannt
wird (werden).

[0129] Die Verfugbarkeit der cDNA in dem rekombinanten Phagen 5-1-1 erméglichte die Isolierung anderer
Clone, die zusatzliche Segmente und/oder alternative Segmente der cDNA des viralen Genoms erhalten. Die
vorstehend beschriebene A-gt11-cDNA-Bank wurde unter Verwendung eines synthetischen Polynucleotids,
das von der Sequenz der clonierten 5-1-1 cDNA abgeleitet ist, abgesucht. Dieses Absuchen ergab drei weitere
Clone, die als 81, 1-2 und 91 identifiziert wurden. Die cDNAs, die in diesen Clonen enthalten waren, wurden
sequenziert. Vergleiche Abschnitte IV.A.3. und IV.A.4. Die Homologien zwischen den vier unabhangigen Clo-
nen sind in Fig. 2 gezeigt, in denen die Homologien durch die vertikale Linien angegeben sind. Die Sequenzen
von Nucleotiden, die nur in den Clonen 5-1-1, 81 und 91 vorhanden sind, sind durch kleine Buchstaben ange-
geben.

[0130] Die clonierten cDNAs, die in den rekombinanten Phagen in den Clonen 5-1-1, 81, 1-2 und 91 vorhan-
den sind, sind stark homolog und unterscheiden sich nur in zwei Bereichen.

[0131] Erstens, das Nucleotid Nummer 67 in Clon 1-2 ist ein Thymidin, wohingegen die anderen drei Clone
einen Cytidinrest in dieser Position enthalten. Diese Substitution andert jedoch nicht die Natur der codierten
Amincsaure.

[0132] Der zweite Unterschied zwischen den Clonen ist, daf® Clon 5-1-1 28 Basenpaare an seinem 5'-Termi-
nus enthalt, die in den anderen Clonen nicht vorhanden sind. Diese Extrasequenz kann ein 5'-terminales Clo-
nierungsartefakt sein. 5'-terminale Clonierungsartefakte werden Ublicherweise bei den Produkten der cD-
NA-Verfahren beobachtet.

[0133] Synthetische Sequenzen, die von der 5'-Region und der 3'-Region der HCV-cDNA in Clon 81 abgelei-
tet sind, wurden verwendet, um die cDNAs aus der A-gt11-NANBV-cDNA-Bank abzusuchen und zu isolieren,
die mit der cDNA von Clon 81 Uberlappten (Absatz IV.A.5.). Die Sequenzen der so erhaltenen cDNAs, die in
Clon 36 bzw. Clon 32 vorhanden sind, sind in Fig. 5 und Fig. 7 gezeigt.

[0134] Auf ahnliche Weise wurde ein synthetisches Polynucleotid auf der Basis des 5'-Bereichs von Clon 36
verwendet, um die cDNAs der A-gt11-NANBV-cDNA-Bank abzusuchen und zu isolieren, die mit der cDNA von
Clon 35 Uberlappten (Absatz IV.A.8.). Ein gereinigter Clon der rekombinanten phagenhaltigen cDNA, der mit
der synthetischen Polynucleotidsonde hybridisierte, wurde als Clon 5 bezeichnet, und die NANBV-cDNA-Se-
guenz, die in diesem Clon enthalten ist, ist in Fig. 8 gezeigt.

[0135] Unter Verwendung der Technik zur Isolierung tiberlappender cDNA-Sequenzen wurden Clone erhal-
ten, die zusatzlich stromaufwarts und stromabwarts HCV-cDNA-Sequenzen enthielten. Die Isolierung dieser
Clone ist nachstehend in Absatz IV.A. beschrieben.

[0136] Die Analyse der Nucleotidsequenzen der HCV-cDNAs, die von den isolierten Clonen codiert wird,
zeigt, dall die zusammengesetzte cDNA ein langes kontinuierliches ORF enthalt. Fig. 26 zeigt die Sequenz
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der zusammengesetzten cDNA von diesen Clonen zusammen mit dem vermutlichen HCV-Polypeptid, das da-
von codiert wird.

[0137] Die Beschreibung des Verfahrens zur Gewinnung der cDNA-Sequenzen ist vor allem von historischem
Interesse. Die so erhaltenen Sequenzen (und ihre Komplementarsequenzen) werden hier bereitgestellt, und
die Sequenzen oder jeder Teil davon kénnte unter Verwendung synthetischer Verfahren oder durch eine Kom-
bination von synthetischen Verfahren mit Gewinnung von Teilsequenzen unter Verwendung von Verfahren, die
ahnlich den hier beschriebenen sind, hergestellt werden.

[0138] Die A-gt11-Stdmme, die von der HCV-cDNA-Bank und von den Clonen 5-1-1, 81, 1-2 und 91 repliziert
wurden, wurden gemafl dem Budapester Vertrag bei der American Type Culture Collection (ATCC), 12301
Parklawn Dr., Rockville, Maryland 20852 hinterlegt und erhielten die folgenden Hinterlegungs-Nr.

A-gtll : ATCC-Nr. Hinterlegungsdatum
HCV-cDNA-Bank 403x94 1. Dez. 1887
Clon 81 40388 17. Nov. 1987
Clon 91 40389 17. Nov. 1987
Clon 1-2 40390 17. Nov. 1887
Clon 5-1-1 40391 18. Nov. 1987

[0139] Die bezeichneten Hinterlegungen werden flr eine Zeitspanne von dreiflig (30) Jahren vom Hinterle-
gungsdatum an oder von funf (5) Jahren nach der letzten Nachfrage nach der Hinterlegung oder fir die durch-
setzbare Lebensdauer des US-Patents, je nach dem, welche Frist Ianger dauert, aufbewahrt. Diese Hinterle-
gungen und andere hier erwahnte hinterlegte Materialien sind nur aus Grinden der ZweckmaRigkeit angege-
ben und werden nicht bendtigt, um die vorliegende Erfindung angesichts der angegebenen Beschreibung
durchzufihren. Auf die HCV-cDNA-Sequenzen in allen hinterlegten Materialien wird hiermit Bezug genommen.
[0140] Die vorstehende Beschreibung des "Genom-Walkings" durch Isolierung Uberlappender cDNA-Se-
quenzen aus der HCV-A-gt11-Bank bietet ein Verfahren, nach dem cDNAs entsprechend dem vollstandigen
HCV-Genom isoliert werden kénnen. Jedoch sind angesichts der hier angegeben Information andere Verfah-
ren zur Isolierung dieser cDNAs fur einen Fachmann offensichtlich. Einige dieser Verfahren sind in dem nach-
stehenden Abschnitt IV.A. beschrieben.

I1.B. Herstellung von viralen Polypeptiden und Fragmenten

[0141] Die Verfligbarkeit der cONA-Sequenzen, namlich entweder derjenigen, die unter Verwendung der ¢D-
NA-Sequenzen in den Fig. 1 bis 32, wie nachstehend diskutiert, isoliert wurden, oder der cDONA-Sequenzen in
diesen Figuren, ermdglicht die Konstruktion von Expressionsvektoren, die antigenisch aktive Bereiche des Po-
lypeptids, das von jedem Strang codiert wird, codieren. Diese antigenisch aktiven Bereiche kénnen von
Hull-Antigenen oder von Core-Antigenen, einschliellich beispielsweise Polynucleotidbindungsproteine, Poly-
nucleotidpolymerase(n) und anderer viraler Proteine, die zur Replikation und/oder zum Zusammenbau des Vi-
rusteilchens bendtigt werden, abgeleitet werden. Fragmente, die die gewtinschten Polypeptide codieren, leiten
sich von den cDNA-Clonen unter Verwendung der herkdmmlichen Restriktionsspaltung oder aus syntheti-
schen Verfahren ab und werden in Vektoren ligiert, die beispielsweise Teile von Fusionssequenzen, wie -Ga-
lactosidase oder Superoxiddismutase (SOD), bevorzugt SOD, enthalten. Die Verfahren und die Vektoren, die
zur Produktion von Polypeptiden geeignet sind, die die Fusionssequenzen von SOD enthalten, sind in der eu-
ropaischen Patentpublikation Nr. 0196056, veroffentlicht am 1. Okt. 1986, beschrieben. Vektoren, die die Fu-
sionspolypeptide von SOD und HCV-

[0142] Polypeptiden, d.h. NANB,_, ,, NRNBg, und C100-3 codieren, die von zusammengesetzten HCV-cDNAs
codiert werden, sind in den Abschnitten 1V.B.1, IV.B.2 bzw. IV.B.4 beschrieben. Jeder gewiinschte Teil der
HCV-cDNA der ein offenes Leseraster in jedem Sinnstrang enthalt, kann als rekombinantes Polypeptid, wie als
reifes oder Fusionsprotein, erhalten werden. Alternativ kann ein Polypeptid, das von der cDNA codiert wird,
durch chemische Synthese bereitgestellt werden.

[0143] Die DNA, die das gewinschte Polypeptid codiert, entweder in fusionierter oder reifer Form, die eine
Signalsequenz fur die Sekretion enthalten kann oder nicht, kann in Expressionsvektoren ligiert werden, die fur
jeden beliebigen geeigneten Wirt geeignet sind. Sowohl eurkaryontische als auch prokaryontische Wirtsyste-
me werden gegenwartig zur Bildung rekombinanter Polypeptide verwendet, und eine Zusammenfassung eini-
ger der ublicheren Kontrollsysteme und Wirtszell-Linien ist in dem nachstehenden Abschnitt lll.A. angegeben.
Das Polypeptid wird dann aus den lysierten Zellen oder aus dem Kulturmedium isoliert und bis zum gewuinsch-
ten Grad, der fur dessen Verwendung bendtigt wird, gereinigt. Die Peinigung kann nach Techniken, die auf dem
Fachgebiet bekannt sind, beispielsweise Salzfraktionierung, Chromatographie an lonenaustauscherharzen,
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Affinitdtschromatographie, Zentrifugation und dgl. durchgefiihrt werden. Vergleiche beispielsweise Methods in
Enzymology bzgl. einer Vielzahl von Verfahren zur Reinigung von Proteinen. Solche Polypeptide kdnnen als
Diagnostika verwendet werden, oder solche, die die Bildung neutralisierender Antikérper hervorrufen, kbnnen
in Impfstoffe formuliert werden. Antikorper gegen diese Polypeptide kdnnen auch als Diagnostika oder zur pas-
siven Immuntherapie verwendet werden. Zusatzlich, wie in dem nachstehenden Abschnitt 11.J. diskutiert, sind
Antikérper gegen diese Polypeptide nutzlich, um HCV-Teilchen zu isolieren und zu identifizieren.

[0144] Die HCV-Antigene kénnen auch aus HCV-Virionen isoliert werden. Die Virionen kénnen in HCV-infi-
zierten Zellen in Gewebskultur oder in einem infizierten Wirt geziichtet werden.

[I.C Herstellung von antigenen Polypeptiden und Konjugation mit einem Trager

[0145] Ein antigener Bereich eines Polypeptids ist allgemein relativ schmal — typischerweise weist er eine
Lange von 8 bis 10 Aminosauren oder weniger auf. Fragmente von nur 5 Aminosauren kénnen einen antigenen
Bereich charakterisieren.

[0146] Diese Segmente kdnnen Bereichen des HCV-Antigens entsprechen. Folglich kdnnen unter Verwen-
dung von HCV-cDNAs als Basis, DNAs, die kurze Segmente der HCV-Polypeptide codieren, rekombinant ent-
weder als Fusionsproteine oder als isolierte Polypeptide exprimiert werden. Zusatzlich kdnnen kurze Amino-
sauresequenzen bequem durch chemische Synthese erhalten werden. In Fallen, in denen das synthetisierte
Polypeptid die korrekte Konfiguration hat, so daf’ es das korrekte Epitop ergibt, aber zu klein ist, um immuno-
gen zu sein, kann das Polypeptid an einen geeigneten Trager geknuipft werden.

[0147] Eine Anzahl von Techniker zum Erhalt solcher Verknlpfungen sind auf dem Fachgebiet bekannt und
umfassen die Bildung von Disulfidbindungen unter Verwendung von N-Succinimidyl-3-(2-pyridylthio)propionat
(SPDF) und Succinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)cyclohexan-1-carboxylat (SMCC), erhalten von Pierce Com-
pany, Rockford, Illinois, (wenn dem Peptid eine Sulfhydrylgruppe fehlt, kann diese durch Hinzufiigen eines Cy-
steinrests bereitgestellt werden.) Diese Reagenzien erzeugen eine Disulfidbindung zwischen ihnen selbst und
den Cysteinresten des Peptids auf einem Protein und eine Amidbindung Uber die e-Aminogruppe auf einem
Lysin oder andere freie Aminogruppen in dem anderen Protein. Eine Vielzahl von solchen disulfid/amid-bilden-
den Mitteln sind bekannt. Vergleiche beispielsweise Immun. Rev. (1982) 62:185. Andere bifunktionelle Kopp-
lungsmittel bilden einen Thioether anstelle einer Disulfidbindung. Viele dieser thioetherbildenden Mittel sind im
Handel erhaltlich und umfassen reaktive Ester von 6-Maleimidocapronsaure, 2-Bromessigsaure, 2-lodessig-
saure, 4-(N-Maleimidomethyl)cyclohexan-1-carbonsdure und dgl. Die Carboxylgruppen kénnen durch ihre
Kombination mit Succinimid oder dem Natriumsalz von 1-Hydroxyl-2-nitro-4-sulfonsaure aktiviert werden. Die
vorstehende Liste soll nicht vollstandig sein, und Modifikationen der genannten Verbindungen kénnen nattrlich
verwendet werden.

[0148] Jeder beliebige Trager kann verwendet werden, der seinerseits keine Produktion von Antikérpern in-
duziert, die fur den Wirt schadlich sind. Geeignete Trager sind typischerweise grol3e, langsam metabolisierte
Makromolekiile, wie Proteine, Polysaccharide, wie Latex-funktionalisierte Sepharose, Agarose, Cellulose, Cel-
lulosekiigelchen und dgl., polymere Aminosauren, wie Polyglutaminsaure, Polylysin und dgl., Aminosaureco-
polymere und inaktive Virusteilchen, vergleiche beispielsweise Abschnitt [1.D. Besonders nitzliche Proteinsub-
strate sind Serumalbumine, Napfschneckenhamocyanin, Immunglobulinmolekdle, Thyroglobulin, Ovalbumin,
Tetanustoxoid und andere Proteine, die einem Fachmann gut bekannt sind.

[I.D Herstellung von hybriden teilchenférmigen Immunogenen, die HCV-Epitope enthalten

[0149] Die Immunogenitat der HCV-Epitope kann auch durch ihre Herstellung in Sduger- oder Hefesystemen
verstarkt werden, die mit teilchenbildenden Proteinen fusioniert oder zusammengebaut sind, wie beispielswei-
se diejenigen, die mit dem Hepatitis B-Oberflachenantigen assoziiert sind. Konstruktionen, in denen das NAN-
BV-Epitop direkt an die das teilchenbildende Protein codierenden Sequenzen gebunden ist, erzeugen Hybride,
die bezlglich des HCV-Epitops immunogen sind. Zusatzlich umfassen alle hergestellten Vektoren Epitope, die
fur HBV spezifisch sind und verschiedene Immunogenitatsgrade besitzen, wie beispielsweise das Pra-S-Pep-
tid. So sind Teilchen, die aus dem teilchenbildenden Protein, das HCV-Sequenzen umfalt, konstruiert wurden,
hinsichtlich HCV und HBV immunogen.

[0150] Es wurde gezeigt, dald das Hepatitis-Oberflachenartigen (HBSAQ) in S. cerevisiae (Valenzuela et al.,
1982) sowie beispielsweise auch in Sdugerzellen (Valenzuela, P., et al. (1984)) gebildet und zu Teilchen zu-
sammengebaut wird. Es wurde gezeigt, dal} die Bildung solcher Teilchen die Immunogenitat der Monomerun-
tereinheit verstarkt. Die Konstruktionen kénnen auch das immundominante Epitop von HBSAg mit den 55 Ami-
nosauren des "Prasurface" (Pre-S)-Bereichs (Neurath et al. (1984)) umfassen. Konstruktionen des
Pra-S-HBSAg-Teilchens, das in Hefe exprimierbar ist, sind in der EP-A 174 444, veroffentlicht am 19. Marz
1986, beschrieben. Hybride, umfassend heterologe virale Sequenzen zur Expression in Hefe, sind in der EP-A
175 261, verdffentlicht am 26. Marz 1986, beschrieben. Beide Anmeldungen sind auf den vorliegenden Anmel-
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der Ubertragen und auf sie wird hiermit Bezug genommen. Diese Konstruktionen kénnen auch in Saugerzellen,
wie Ovarzellen des chinesischen Hamsters (CHO), unter Verwendung eines SV40-Dihydrofolat-Reduktase-
vektors (Michelle et al. (1984)) exprimiert werden.

[0151] Zusatzlich kénnen Teile der codierenden Sequenz des teilchenbildenden Proteins durch Codons, die
ein HCV-Epitop codieren, ausgetauscht werden. Bei diesem Austausch kdnnen Bereiche, die zur Vermittlung
der Aggregation der Einheiten zur Bildung immunogener Teilchen in Hefe oder Sdugern nicht bendtigt werden,
deletiert werden, wodurch zusatzliche antigene HBV-Stellen als Konkurrenz zu dem HCV-Epitop eliminiert wer-
den.

[I.LE. Herstellung von Impfstoffen

[0152] Impfstoffe kdnnen aus einem oder mehreren immunogenen Polypeptiden, abgeleitet von der HCV-cD-
NA sowie von den cDNA-Sequenzen in den Fig. 1 bis 32 oder dem HCV-Genom, dem sie entsprechen, her-
gestellt werden. Die beobachtete Homologie zwischen HCV und den Flaviviren liefert die Information tber die
Polypeptide, die wahrscheinlich als Impfstoffe am meisten wirksam sind, sowie Uber die Bereiche, des Ge-
noms, von denen sie codiert werden. Die allgemeine Struktur des Flavivirus-Genoms ist in Rice et al. (1986)
diskutiert. Man nimmt an, da® die genomische RNA des Flavivirus die einzige virusspezifische mRNA-Art ist,
und in die drei viralen Strukturproteine, nadmlich C, M und F, ebenso wie in zwei grof3e Nicht-Strukturproteine,
NV4 und NV5, und ein komplexes Set kleinerer Nicht-Strukturproteine translatiert wird. Es ist bekannt, daR die
hauptsachlichen neutralisierenden Epitope fir Flaviviren in dem E (Envelope)-Protein (Roehrig (1986)) vorhan-
den sind. Das entsprechende HCV-E-Gen und der das Polypeptid codierende Bereich kdnnen auf der Basis
der Homologie zu den Flaviviren vorhergesagt werden. So kénnen die Impfstoffe aus rekombinanten Polypep-
tiden, die HCV-E-Epitope enthalten, zusammengesetzt sein. Diese Polypeptide kénnen in Bakterien, Hefen
oder Saugerzellen exprimiert werden, oder kénnen alternativ aus viralen Praparaten isoliert werden. Man
nimmt auch an, dal® die anderen Strukturproteine auch Epitope enthalten kdnnen, die die Bildung schiitzender
Anti-HCV-Antikorper hervorrufen. So kdnnen Polypeptide, die die Epitope von E, C und M enthalten, entweder
einzeln oder in Kombination in HCV-Impfstoffen verwendet werden.

[0153] Zusatzlich zu den vorstehenden Ausfihrungen wurde gezeigt, dal® die Immunisierung mit NS1
(Nicht-Strukturprotein 1) zum Schutz gegen Gelbfieber (Schlesinger et al. (1986)) fuhrt. Dies trifft zu, selbst
wenn die Immunisierung nicht zu neutralisierenden Antikérpern fuhrt. So ist es wahrscheinlich, insbesondere
da dieses Protein unter den Flaviviren stark konserviert zu sein scheint, da® HCV-NS1 auch gegen HCV-Infek-
tionen schitzt. Ferner wird auch gezeigt, da® Nicht-Strukturproteine einen Schutz gegen virale Pathogenitat
gewahrleisten, selbst wenn sie nicht die Produktion neutralisierender Antikdrper hervorrufen.

[0154] Angesichts der vorstehenden Ausfliihrungen kénnen multivalente Impfstoffe gegen HCV aus einem
oder mehreren Strukturproteinen und/oder einem oder mehreren Nicht-Strukturproteinen bestehen. Diese
Impfstoffe kdnnen beispielsweise aus rekombinanten HCV-Polypeptiden und/oder Polypeptiden, die aus den
Virionen isoliert wurden, bestehen. Zusatzlich kann es mdéglich sein, inaktiviertes HCV in Impfstoffen zu ver-
wenden. Die Inaktivierung kann durch die Herstellung von viralen Lysaten oder durch andere Mittel durchge-
fuhrt werden, von denen auf dem Fachgebiet bekannt ist, daB sie die Inaktivierung von Flaviviren hervorrufen,
beispielsweise Behandlung mit organischen Lésungsmitteln oder Detergentien oder Behandlung mit Formalin.
Ferner kénnen die Impfstoffe auch aus attenuierten HCV-Stammen hergestellt werden. Die Herstellung von at-
tenuierten HCV-Stammen ist nachstehend beschrieben.

[0155] Es ist bekannt, dal einige der Proteine in Flaviviren stark konservierte Bereiche enthalten, und so wird
eine gewisse immunologische Kreuzreaktivitat zwischen HCV und anderen Flaviviren erwartet. Es ist mdglich,
dall gemeinsame Epitope zwischen den Flaviviren und HCV die Bildung schitzender Antikdrper gegen eine
oder mehrere der Stérungen, die von diesen pathogenen Erregern hervorgerufen werden, hervorruft. So kann
es moglich sein, Mehrzweckimpfstoffe auf der Grundlage dieses Wissens zu entwickeln.

[0156] Die Herstellung von Impfstoffen, die ein immunogene(s) Polypeptid(e) als Wirkstoff enthalten, ist ei-
nem Fachmann bekannt. Typischerweise werden solche Impfstoffe in injizierbarer Form, entweder als flissige
Lésungen oder Suspensionen, hergestellt. Feste Formen, die zur Auflésung oder Suspension in einer Flussig-
keit vor der Injektion geeignet sind, kdnnen auch hergestellt werden. Das Praparat kann auch emulgiert sein,
oder das Protein kann in Liposome verkapselt sein. Die aktiven immunogenen Inhaltsstoffe werden oft mit Ex-
cipientien vermischt, die pharmazeutisch vertraglich und mit dem Wirkstoff kompatibel sind. Geeignete Excipi-
entien sind beispielsweise Wasser, Kochsalzlésung, Dextrose, Glycerin, Ethanol oder dgl. und Kombinationen
davon. Zusatzlich kann der Impfstoff ggf. geringe Mengen an Hilfssubstanzen enthalten, wie Benetzungs- oder
Emulgiermittel, pH-Puffermittel und/oder Adjuvantien, die die Effektivitat des Impfstoffs erhdhen. Beispiele fur
Adjuvantien, die effektiv sein kénnen, umfassen ohne Beschrankung: Aluminiumhydroxid, N-Acetylmura-
myl-L-threonyl-D-isoglutamin (thr-MDP), N-Acetyl-normuramyl-L-alanyl-D-isoglutamin (CGP 11537, bezeich-
net als nor-MDP), N-Acetylmuramyl-L-alanyl-D-isoglutaminyl-L-alanin-2-(1'-2'-dipalmitoyl-sn-glycero-3-hydro-
xyphosphoryl-axy)ethylamin (CGP 19835A, bezeichnet als MTP-PE) und RIBI, das drei Komponenten, die aus
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Bakterien extrahiert wurden, Monophosphoryllipid A, Trehalosedimycolat und Zellwandgerist
(MPL+TDM+CWS) in einer 2%igen Squalen/Tween 80-Emulsion enthalt. Die Effektivitat eines Adjuvans kann
durch Messung der Menge der Antikérper gegen ein immunogenes Polypeptid, das eine antigene HCV-Se-
quenz enthalt, nach Verabreichung dieses Polypeptids in Impfstoffen, die auch aus den verschiedenen Adju-
vantien bestehen, bestimmt werden.

[0157] Die Impfstoffe werden ublicherweise parenteral, durch Injektion, beispielsweise entweder subkutan
oder intramuskulér, verabreicht. Zusatzliche Formulierungen, die fur andere Verabreichungswege geeignet
sind, umfassen Suppositorien und in einigen Fallen orale Formulierungen. Fur Suppositorien kdnnen traditio-
nelle Bindemittel und Trager beispielsweise Polyalkylenglycole oder Triglyceride umfassen. Solche Supposito-
rien kénnen aus Gemischen gebildet werden, die den Wirkstoff im Bereich von 0,5 bis 10%, bevorzugt 1% bis
2%, enthalten. Orale Formulierungen umfassen solche normalerweise verwendeten Excipientien, wie bei-
spielsweise pharmazeutische Reinheitsgrade von Mannit, Lactose, Starke, Magnesiumstearat, Natrium-Sac-
charin, Cellulose, Magnesiumcarbonat und dgl. Diese Zusammensetzungen besitzen die Form von Lésungen,
Suspensionen, Tabletten, Pillen, Kapseln, Formulierungen mit verzégerter Freigabe oder Pulver und enthalten
10% bis 95%, bevorzugt 25% bis 70% Wirkstoff.

[0158] Die Proteine kénnen in den Impfstoff als Neutralstoff oder in Salzformen formuliert werden. Pharma-
zeutisch vertragliche Salze umfassen die Saureadditionssalze (gebildet mit freien Aminogruppen des Peptids),
die mit anorganischen Sauren, wie beispielsweise Salzsaure oder Phosphorsaure oder solchen organischen
Sauren, wie Essigsaure, Oxalsaure, Weinsaure, Maleinsaure und dgl. gebildet wurden. Salze, die mit den frei-
en Carboxylgruppen gebildet wurden, kdnnen auch von anorganischen Basen, wie beispielsweise Natrium-,
Kalium-, Ammonium-, Calcium- oder Eisen(lll)-hydroxiden, und solchen organischen Basen, wie Isopropyla-
min, Trimethylamin, 2-Ethylaminoethanol, Histidin, Procain und dgl. abgeleitet sein.

[I.F. Dosierung und Verabreichung der Impfstoffe

[0159] Die Impfstoffe werden in einer Weise verabreicht, die mit der Dosisformulierung kompatibel ist und in
einer solchen Menge, die prophylaktisch und/oder therapeutisch effektiv ist. Die zu verabreichende Menge, die
im allgemeinen im Bereich von 5 ug bis 250 ug des Antigens pro Dosis liegt, hangt von dem zu behandelnden
Patienten, der Fahigkeit des Immunsystems des Patienten, Antikdrper zu synthetisieren, und von dem ge-
wiinschten Schutzgrad ab. Prazise Mengen des Wirkstoffs, die verabreicht werden missen, kbnnen von dem
Urteil des praktischen Arztes abhangen und kénnen fur jeden Patienten eigentimlich sein.

[0160] Der Impfstoff kann in einem Einzeldosisdosierschema oder bevorzugt in einem Mehrfachdosisdosier-
schema verabreicht werden. Ein Mehrfachdosisdosierschema ist eines, in dem ein erster Impfzyklus 1 bis 10
separate Dosen umfassen kann, an den sich andere Dosen anschlief3en, die spater in den Zeitintervallen ver-
abreicht werden, die bendtigt werden, um die Immunantwort aufrechtzuerhalten oder zu verstarken, beispiels-
weise 1 bis 4 Monate fiir eine zweite Dosis, und ggf. eine oder mehrere weitere Dosen nach einigen Monaten.
Das Dosierschema wird auch zumindest teilweise von den Bedirfnissen des Individuums bestimmt und hangt
von dem Urteil des praktischen Arztes ab.

[0161] Zuséatzlich kann der Impfstoff, der das immunogene HCV-Antigen bzw. -Antigene enthalt, zusammen
mit anderen immunregulatorischen Mitteln, beispielsweise Immunglobulinen, verabreicht werden.

[I.G. Herstellung von Antikérpern gegen HCV-Epitope

[0162] Die immunogenen Polypeptide, die, wie vorstehend beschrieben, hergestellt wurden, werden verwen-
det, um sowohl polyclonale als auch monoclonale Antikdrper zu produzieren. Wenn polyclonale Antikérper ge-
wiinscht werden, wird ein ausgewahltes Saugetier (z.B. Maus, Kaninchen, Ziege, Pferd etc.) mit einem immu-
nogenen Polypeptid, das ein HCV-Epitop bzw. -Epitope tragt, immunisiert. Das Serum aus dem immunisierten
Tier wird gewonnen und nach bekannten Verfahren behandelt. Wenn das Serum, das polyclonale Antikdrper
gegen ein HCV-Epitop enthalt, Antikbrper gegen andere Antigene enthalt, kdnnen die polyclonalen Antikorper
mittels Immunaffinitdtschromatographie gereinigt werden. Techniken zur Erzeugung und Verarbeitung polyclo-
naler Antisera sind auf dem Fachgebiet bekannt, vgl. beispielsweise Mayer und Walker (1987).

[0163] Alternativ kénnen die polyclonalen Antikdrper aus einem Saugetier, das zuvor mit HCV infiziert worden
war, isoliert werden. Ein Beispiel fir ein Verfahren zur Reinigung von Antikérpern gegen HCV-Epitope aus dem
Serum eines infizierten Individuums auf der Basis einer Affinitdtschromatographie und unter Verwendung eines
Fusionspolpeptids von SOD und einem Polypeptid, das von dem cDNA-Clon 5-1-1 codiert wird, ist in Abschnitt
V.E. dargestellt.

[0164] Monoclonale Antikérper gegen HCV-Epitope kdnnen auch leicht vor einem Fachmann erzeugt werden.
Das allgemeine Verfahren zur Erzeugung monoclonaler Antikdrper mittels Hybridome ist gut bekannt. Unsterb-
liche antikérperproduzierende Zell-Linien kdnnen durch Zellfusion geschaffen werden und auch durch andere
Techniken, wie direkte Transformation von B-Lymphocyten mit oncogener DNA oder Transfektion mit dem Ep-
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stein-Barr-Virus. Vergleiche beispielsweise M. Schreier et al. (1980), Hammerling et al. (1981), Kennett et al.
(1980), vergleiche auch US-Patente Nrn. 4 341 761, 4 399 121, 4 427 783, 4 444 887, 4 466 917, 4 472 500,
4 491 632 und 4 493 890. Gruppen von monoclonalen Antikérpern, die gegen HCV-Epitope produziert wurden,
kénnen auf verschiedene Eigenschaften abgesucht werden, beispielsweise den Isotyp, die Epitopaffinitat etc.
[0165] Sowohl monoclonale als auch polyclonale Antikérper, die gegen HCV-Epitope gerichtet sind, sind be-
sonders nutzlich zur Diagnose und solche, die neutralisierende Antikdrper sind, sind nitzlich fur die passive
Immuntherapie. Monoclonale Antikdrper insbesondere kénnen verwendet werden, um die Bildung von Anti-Idi-
otyp-Antikdrpern hervorzurufen.

[0166] Anti-Idiotyp-Antikdrper sind Immunglobuline, die ein "internes Bild" des Antigens des infektidsen Erre-
gers, gegen den Schutz gewtiinscht wird, tragen. Vergleiche beispielsweise Nisonoff, A., et al. (1981) und
Dreesman et al. (1985).

[0167] Techniken zur Erzeugung von Anti-ldiotyp-Antikdrpern sind auf dem Fachgebiet bekannt. Vergleiche
beispielsweise Grzych (1985), MacNamara et al. (1984) und Uytdehaag et al. (1985), Diese Anti-ldiotyp-Anti-
kdrper kdnnen auch zur Behandlung von NANBH ebenso wie zur Aufklarung der immunogenen Bereiche der
HCV-Antigene nutzlich sein.

[I.H. Diagnostische Oligonucleotidsonden und Kits

[0168] Unter Verwendung der offenbarten Teile der isolierten HCV-cDNAs als Basis, einschlief3lich derer in
den Fig. 1 bis 32, kdnnen Oligomere von etwa 8 Nucleotiden oder mehr entweder durch Excision oder synthe-
tisch hergestellt werden, die mit dem HCV-Genom hybridisieren und die zur Identifizierung des viralen Erregers
bzw. der viralen Erreger, der weiteren Charakterisierung des viralen Genoms bzw. der viralen Genome ebenso
wie zum Nachweis des Virus bzw. der Viren in erkrankten Individuen niitzlich sind. Diese Sonden fir HCV-Po-
lynucleotide (natlrlich oder abgeleitet) besitzen eine Lange, die den Nachweis einzigartiger viraler Sequenzen
durch Hybridisierung gestattet. Wahrend E bis 8 Nucleotide eine Lange ist, mit der man arbeiten kann, sind
Sequenzen von 10 bis 12 Nucleotiden bevorzugt und etwa 20 Nucleotide erscheinen, optimal. Bevorzugt sind
diese Sequenzen von Bereichen abgeleitet, denen Heterogenitat fehlt. Diese Sonden kénnen unter Verwen-
dung von Routineverfahren, einschlieRlich automatisierter Oligonucleotid-Syntheseverfahren, hergestellt wer-
den. Unter den nutzlichen Sonden sind beispielsweise der Clon 5-1-1 und die weiteren hier beschriebenen Clo-
ne, ebenso wie die verschiedenen Oligomeren, die zum Absuchen der cDNA-Banken, wie nachstehend be-
schrieben, nitzlich sind. Eine Komplementarsequenz zu jedem einzigen Teil des HCV-Genoms ist ausrei-
chend. Zur Verwendung als Sonden ist vollstandige Komplementaritat wiinschenswert, obwohl sie tberfllissig
werden kann, wenn die L&nge des Fragments erhoht wird.

[0169] Zur Verwendung solcher Sonden als Diagnostika wird die biologische Probe, die analysiert werden
soll, wie Blut oder Serum, ggf. behandelt, um die darin enthaltenen Nucleinsauren zu extrahieren. Die so er-
haltene Nucleinsaure aus der Probe kann einer Gelelektrophorese oder anderen Techniken zur Trennung nach
GrolRe unterworfen werden. Alternativ kann die Nucleinsaureprobe ohne Grofentrennung dot-geblottet wer-
den. Die Sonden werden dann markiert. Geeignete Marken und Verfahren zur Markierung der Sonden sind auf
dem Fachgebiet bekannt und umfassen beispielsweise radioaktive Marker, die durch Nick-Translation oder Ki-
nasereaktion eingebracht wurden, Biotin, fluoreszierende Sonden und chemilumineszierende Sonden. Die aus
der Probe extrahierten Nucleinsduren werden dann mit der markierten Sonde unter Hybridisierungsbedingun-
gen mit geeigneter Stringenz behandelt.

[0170] Die Sonde kann vollstandig komplementar zu dem HCV-Genom gemacht werden. Daher sind (bli-
cherweise hochstringente Bedingungen zweckmaRig, um falsch-positive zu verhindern. Jedoch sollten Bedin-
gungen mit hoher Stringenz nur verwendet werden, wenn die Sonden zu Bereichen des viralen Genoms, de-
nen Heterogenitat fehlt, komplementar sind. Die Hybridisierungsstringenz wird durch eine Anzahl von Faktoren
wahrend der Hybridisierung und wahrend des Waschverfahrens bestimmt, welche Temperatur, lonenstérke,
Zeitdauer und Konzentration an Formamid einschlieBen. Diese Faktoren sind beispielsweise in Maniatis, T.
(1982) beschrieben.

[0171] Im allgemeinen nimmt man an, daf die HCV-Genom-Sequenzen im Serum infizierter Individuuen in
relativ niedrigen Gehalten, d.h. etwa 102 bis 103 Sequenzen pro ml, vorhanden sind. Dieser Gehalt kann die
Verwendung von Amplifikationstechniken in den Hybridisierungstests erforderlich machen. Solche Techniken
sind auf dem Fachgebiet bekannt. Beispielsweise wird bei dem "Bio-Bridge"-System der Enzo Biochemical
Corporation terminale Desoxynucleotidtrarsferase verwendet, um nichtmodifizierte 3'-Poly-dT-Schwéanze an
die DNA-Sonde anzufiigen. Die Sonde mit dem Poly-dT-Schwanz wird mit der Ziel-Nucleotidsequenz und dann
mit einem biotinmodifizierten Poly-A hybridisiert. Die PCT-Anmeldung 84/03520 und die EP-A-124221 be-
schreiben einen DNA-Hybridisierungstest, worin: (1) der Analyt an eine einzelstrangige DNA-Sonde, die zu ei-
nem enzymmarkierten Oligonucleotid komplementar ist, aneliert wird; und (2) der so erhaltene mafigeschnei-
derte Doppelstrang mit einem enzymmarkierten Oligonucleotid hybridisiert wird. Die EP-A-204510 beschreibt
einen DNA-Hybridisierungstest, bei dem die Analyt-DNA mit einer Sonde, die einen Schwanz besitzt, z.B. ei-
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nen Poly-dT-Schwanz, einem Amplifizierungsstrang, der eine Sequenz besitzt, die mit dem Schwanz der Son-
de hybridisiert, wie eine Poly-A-Sequenz, und die eine Vielzahl markierter Strange binden kann, in Kontakt ge-
bracht wird. Gemalf einer besonders zweckmafigen Technik kann man zuerst die Ziel-HCV-Sequenzen in Se-
ren etwa 10000-fach, d.h. auf etwa 10° Sequenzen/ml, amplifizieren. Dies kann beispielsweise nach der Tech-
nik von Saiki et al. (1986) durchgeflihrt werden. Die amplifizierte(n) Sequenz(en) kann/kénnen dann unter Ver-
wendung eines Hybridisierungstests nachgewiesen werden. Ein geeigneter Lé6sungsphasen-Sandwich-Assay,
der mit. markierten Polynucleotidsonden verwendet werden kann, und die Verfahren zur Herstellung der Son-
den sind in der EP-A 225 807, verdffentlicht am 16. Juni 1987, beschrieben, die auf den hier benannten An-
melder tUbertragen wurde und auf die hiermit Bezug genommen wird.

[0172] Die Sonden kénnen in diagnostische Kits gepackt werden. Diagnostische Kits umfassen die DNA-Son-
de, die markiert sein kann. Alternativ kann die DNA-Sonde unmarkiert sein, und die Bestandteile zur Markie-
rung kénnen in dem Kit enthalten sein. Das Kit kann auch andere geeignet verpackte Reagenzien und Mate-
rialien enthalten, die fir das spezielle Hybridisierungsprotokoll benétigt werden, beispielsweise Standards, so-
wie Instruktionen zur Durchflihrung des Tests.

Il.I. Immunoassay und Diagnostikkits

[0173] Sowohl die Polypeptide, die immunologisch mit Serum reagieren, das HCV-Antikérper enthalt, bei-
spielsweise diejenigen, die sich von den in Abschnitt IV.A. beschriebenen Clonen ableiten oder davon codiert
werden, und zusammengesetzte Produkte davon (vgl. Abschnitt IV.A.), als auch die Antikorper, die gegen die
HCV-spezifischen Epitope in diesen Polypeptiden erzeugt wurden (vergleiche beispielsweise Abschnitt IV.E.),
sind in Immunoassays zum Nachweis des Vorhandenseins von HCV-Antikérpern oder des Vorhandenseins
des Virus und/oder viraler Antigene in biologischen Proben, einschlielich beispielsweise Blut- oder Serumpro-
ben, nutzlich. Die Entwicklung von Immunoassays unterliegt groRen Variationen, und eine Vielzahl davon ist
auf dem Fachgebiet bekannt. Beispielsweise kann bei dem Immunoassay ein virales Antigen verwendet wer-
den, beispielsweise ein Polypeptid, abgeleitet von irgendeinem der Clone, der die HCV-cDNA enthalt, wie in
Abschnitt IV.A. beschrieben, oder von den zusammengesetzten cDNAs, abgeleitet von den cDNAs in diesen
Clonen, oder von, dem HCV-Genom, von dem die cDNA in diesen Clonen abgeleitet ist. Alternativ kann bei
dem Immunoassay eine Kombination von viralen Antigenen verwendet werden, die von diesen Quellen
stammten. Beispielsweise kdnnen ein monoclonaler Antikdrper gegen ein virales Epitop bzw. virale Epitope,
eine Kombination von monoclonalen Antikérpern gegen ein virales Antigen, monoclonale Antikérper gegen
verschiedene virale Antigene, polyclonale Antikdrper gegen das gleiche virale Antigen oder polyclonale Anti-
kdrper gegen verschiedene virale Antigene verwendet werden. Die Reaktionsablaufe kdnnen beispielsweise
auf Konkurrenz, einer direkten Reaktion oder Tests vom Sandwich-Typ beruhen. Die Reaktionsablaufe kénnen
beispielsweise auch die Verwendung von festen Tragern oder eine Immunprazipitation vorsehen. Bei den
meisten Tests wird ein markierter Antikorper oder Polypeptid verwendet. Die Marker kdnnen beispielsweise flu-
oreszierende, chemilumineszierende, radioaktive oder Farbmolekdle sein. Tests, die die Signale von der Son-
de amplifizieren, sind auch bekannt. Beispiele dafiir sind Tests, bei denen Biotin und Avidin verwendet werden
und enzym-markierte und -vermittelte Immunoassays, wie ELISA-Tests.

[0174] Das Flavivirus-Modell fir HCV erméglicht Vorhersagen hinsichtlich der wahrscheinlichen Lokalisation
diagnostischer Epitope fir die Strukturproteine des Virions. Die C-, Pra-M-, M- und E-Doméanen enthalten
wahrscheinlich alle Epitope mit signifikantem Potential zum Nachweis viraler Antigene und insbesondere fir
die Diagnose. Man vermutet, dall die Doméanen der Nicht-Strukturproteine in ahnlicher Weise wichtige diag-
nostische Epitope (z.B. NS5, das eine vermutliche Polymerase codiert, und NS1, das ein vermutliches kom-
plement-bindendes Antigen codiert) enthalten. Die rekombinanten Polypeptide oder die viralen Polypeptide,
die Epitope von diesen spezifischen Domanen umfassen, kénnen fur den Nachweis viraler Antikdrper in infek-
tidsen Blutspendern und infizierten Patienten nutzlich sein.

[0175] Zusatzlich kdnnen Antikdrper gegen die E- und/oder M-Proteine in Immunoassays zum Nachweis vi-
raler Antigene in Patienten mit durch HCV hervorgerufener NANBH und in infektiésen Blutspendern verwendet
werden. Ferner sind diese Antikdrper extrem nutzlich, um Spender und Patienten in der akuten Phase nach-
zuweisen.

[0176] Kits, die fir die Immundiagnose geeignet sind und die geeignet markierte Reagentien enthalten, wer-
den durch Verpackung der geeigneten Materialien, einschlie3lich der erfindungsgemafRen Polypeptide, die die
HCV-Epitope oder Antikdrper gegen die HCV-Epitope enthalten, in geeigneten Containern zusammen mit den
restlichen Reagentien und Materialien, die zur Durchflihrung des Tests bendtigt werden, ebenso wie einem ge-
eigneten Satz von Testanleitungen hergestellt.
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II.J. Weitere Charakterisierung des HCV-Genoms der Visionen und der viralen Antigene unter Verwendung von
Sonden, die von der cDNA fir das virale Genom abgeleitet sind

[0177] Die HCV-cDNA-Sequenzinformation in den in Abschnitt IV.A. beschriebenen Clonen ist in den Fig. 1
bis 32 einschlieBlich gezeigt und kann verwendet werden, um weitere Informationen zur Sequenz des
HCV-Genoms zu gewinnen, und zur Identifizierung und Isolierung des HCV-Erregers, und unterstiitzt so des-
sen Charakterisierung einschlieBlich der Natur des Genoms, der Struktur des viralen Teilchens und der Natur
des Antigens, aus dem es besteht. Diese Information ihrerseits kann zu zusatzlichen Polynucleotidsonden,
vom HCV-Genom abgeleiteten Polypeptiden und Antikbrpern gegen die HCV-Epitope fiihren, die zur Diagnose
und/oder Behandlung von HCV-verursachter NANBH ntzlich sein wirde.

[0178] Die cDNA-Sequenzinformation in den vorstehend erwahnten Clonen ist nitzlich zur Entwicklung von
Sonden zur Isolierung weiterer cDNA-Sequenzen, die von noch undefinierten Bereichen des (der) HCV-Ge-
noms(e) abgeleitet sind, von denen die cDNAs in den in Abschnitt IV.A beschriebenen Clonen abgeleitet sind.
Beispielsweise kdnnen markierte Sonden, die eine Sequenz von etwa 8 oder mehr Nucleotiden und bevorzugt
20 oder mehr Nucleotiden enthalten, die von Bereichen in der Nahe der 5'-Termini oder 3'-Termini der Familie
der HCV-cDNA-Sequenzen abgeleitet sind, die in den Fig. 1, 3, 6, 9, 14 und 32 gezeigt sind, zur Isolierung von
Uberlappenden cDNA-Sequenzen aus den HCV-cDNA-Banken verwendet werden. Diese Sequenzen, die mit
den cDNAs in den vorstehend erwahnten Clonen Uberlappen, aber die auch Sequenzen enthalten, die abge-
leitet sind von Bereichen des Genoms, von denen die cDNA in den vorstehend erwahnten Clonen nicht abge-
leitet ist, kbnnen dann verwendet werden, um Sonden zur ldentifizierung anderer tGberlappender Fragmente,
die nicht notwendigerweise mit den cDNAs in den in Abschnitt IV.A. beschriebenen Clonen Gberlappen, zu syn-
thetisieren. AulRer das HCV-Genom ist segmentiert und den Segmenten fehlen gemeinsame Sequenzen, ist
es maoglich, das (die) vollstandige(n) virale(n) Genom(e) unter Verwendung der Technik der Isolierung Gberlap-
pender cDNAs, die von dem (den) viralen Genom(en) stammen, zu sequenzieren. Obwohl dies unwahrschein-
lich ist, kdnnen, wenn das Genom ein segmentiertes Genom ist, dem gemeinsame Sequenzen fehlen, die Se-
quenzen des Genoms durch serologisches Absuchen der A-gt11-HCV-cDNA-Banken, die zur Isolierung des
Clons 5-1-1 verwendet wurden, Sequenzieren der cDNA-Isolate und Verwendung der isolierten cDNAs zur Iso-
lierung uberlappender Fragmente, bestimmt werden, wobei die zur Isolierung und Sequenzierung der in Ab-
schnitt IV.A. beschriebenen Clone beschriebenen Techniken verwendet werden. Alternativ kann die Charakte-
risierung der genomischen Segmente aus dem (den) viralen Genom(en), das (die) aus gereinigten HCV-Teil-
chen isoliert wurde (wurden), durchgefiihrt werden. Verfahren zur Reinigung der HCV-Teilchen und zu ihrem
Nachweis wahrend des Reinigungsverfahrens sind nachstehend beschrieben. Verfahren zur Isolierung von
Polynucleotidgenomen aus viralen Teilchen sind auf dem Fachgebiet bekannt, und ein Verfahren, das verwen-
det werden kann, ist in Beispiel IV.A.1 gezeigt. Die isolierten genomischen Segmente kdnnten dann geclont
und sequenziert werden. So ist es anhand der hier angegebenen Information méglich, das (die) HCV-Ge-
num(e) unabhangig von ihrer Art zu clonieren und zu sequenzieren.

[0179] Verfahren zur Konstruktion von cDNA-Banken sind auf dem Fachgebiet bekannt und sind vorstehend
und nachstehend diskutiert. Ein Verfahren zur Konstruktion von HCV-cDNA-Banken in A-gt11 ist nachstehend
in Absatz IV.A. diskutiert.

[0180] Jedoch kénnen die cDNA-Banken, die zum Absuchen mit Nucleinsduresonden nutzlich sind, auch in
anderen auf dem Fachgebiet bekannten Vektoren konstruiert werden, beispielsweise A-gt10 (Huynh et al.
(1985)). Die von HCV abgeleitete cDNA, die mit den Sonden nachgewiesen werden, die von den cDNAs in
Fig. 1 bis 32 abgeleitet sind und von den Sonden, die ausgehend von Polynucleotiden, die von diesen cDNAs
abgeleitet sind, synthetisiert wurden, kénnen aus dem Clon durch Spaltung des isolierten Polynucleotids mit
dem (den) geeigneten Restriktionsenzym(en) isoliert und sequenziert werden. Vergleiche beispielsweise Ab-
schnitt IV.A.3. und IV.A.4. bezuglich der Techniken, die zur Isolierung und Sequenzierung der HCV-cDNA, die
mit der HCV-cDNA in Clon 5-1-1 Uberlappt, verwendet wurden, die Abschnitte IV.A.5 bis IV.A.7 bezuglich der
Isolierung und Sequenzierung der HCV-cDNA, die mit der in Clon 81 Uberlappt, und Abschnitt IV.A.8 und IV.A.9
zur Isolierung und Sequenzierung eines Clons, der mit einem weiteren Clon (Clon 36) tberlappt, der mit Clon
81 Uberlappt.

[0181] Die von diesen uberlappenden HCV-cDNAs abgeleitete Sequenzinformation ist nitzlich, um Bereiche
mit Homologie und Heterogenitat innerhalb des viralen Genoms bzw. der viralen Genome zu bestimmen, die
das Vorhandensein verschiedener Stdmme des Genoms und/oder Populationen defekter Teilchen anzeigen
konnten. Es ist auch zur Entwicklung von Hybridisierungssonden nitzlich um HCV oder HCV-Antigene oder
HCV-Nucleinsauren in biologischen Proben und wahrend der Isolierung von HCV (nachstehend diskutiert)
nachzuweisen, wobei die in Abschnitt I.G. beschriebenen Techniken verwendet werden. Ferner kénnen tUber-
lappende cDNAs verwendet werden, um Expressionsvektoren fir Polypeptide zu erzeugen, welche von dem
HCV-Genom bzw. den HCV-Genomen abgeleitet sind, das bzw. die auch die in den Clonen 5-1-1, 36, 81, 91
und 1-2 und in den anderen Clonen, die in Abschnitt IV.A. beschrieben sind, codierten Polypeptide codieren.
Die Techniken zur Schaffung dieser Polypeptide, die HCV-Epitope enthalten, und von Antikérpern gegen
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HCV-Epitope, die darin enthalten sind, ebenso wie ihre Verwendungen, sind analog denen, die fir die Poly-
peptide beschrieben sind, die von NANBV-cDNA-Sequenzen stammen, die in den Clonen 5-1-1, 32, 35, 36,
1-2, 81 und 91 enthalten sind, wie vorstehend und nachstehend diskutiert.

[0182] In der Familie der cDNA-Sequenzen, die in den Clonen 5-1-1, 32, 35, 36, 81, 91, 1-2 und den anderen
Clonen, die in Abschnitt IV.A. beschrieben sind, enthalten sind, wird (werden) ein Antigen (Antigene) codiert,
die Epitope enthalten, die fur HCV einzigartig zu sein scheinen, d.h. Antikdrper gegen diese Antigene fehlen
Individuen, die mit HAV oder HBYV infiziert sind, und Individuen, die nicht mit HCV infiziert sind (vergleiche die
in Abschnitt IV.B. angegebenen serologischen Daten). Ferner zeigt ein Vergleich der Sequenzinformation die-
ser cDNAs mit den Sequenzen von HAV, HBV, HDV und mit den genomischen Sequenzen in Genebank, dal}
eine minimale Homologie zwischen diesen cDNAs und den Polynucleotidsequenzen aus diesen Quellen vor-
handen ist. So kdnnen die Antikdrper gegen die Antigere, die von den cDNAs dieser Clone codiert werden,
verwendet werden, um BB-NANBV-Teilchen, die aus infizierten Individuen isoliert wurden, zu identifizieren. Zu-
satzlich sind sie auch nutzlich, um den (die) NANBH-Erreger zu isolieren.

[0183] HCV-Teilchen kénnen aus Seren von BB-NANBV-infizierten Individuen oder aus Zellkulturen nach je-
dem beliebigen auf dem Fachgebiet bekannten Verfahren isoliert werden, umfassend beispielsweise Techni-
ken auf der Basis der Unterscheidung nach GréRRe, wie Sedimentations- oder AusschluRverfahren, oder Tech-
niken auf der Basis der Dichte, wie Ultrazentifugation in Dichtegradienten, oder Prazipitation mit Mitteln, wie
Polyethylenglycol, oder Chromatographie an einer Vielzahl von Materialien, wie anionischen oder kationischen
Austauschermaterialien und Materialien, die infolge der Hydrophobizitat binden, ebenso wie Affinitatssaulen.
Wahrend des Isolierungsverfahrens kann das Vorhandensein des HCV durch Hybridisationsanalyse des ex-
trahierten Genoms unter Verwendung von von HCV-cDNAs, wie vorstehend beschrieben, abgeleiteten Sonden
oder mittels eines Immunoassays (vgl. Abschnitt Il.I.) nachgewiesen werden, wobei als Sonde Antikérper ge-
gen HCV-Antigene, die von der Familie der cDNA-Sequenzen codiert werden, die in den Fig. 1 bis 32 gezeigt
sind, und auch gegen HCV-Antigene, die von den Uberlappenden HCV-cDNA-Sequenzen, wie vorstehend dis-
kutiert, codiert werden, verwendet werden. Die Antikdrper kénnen monoclonal oder polyclonal sein, und es
kann zweckmaRig sein, die Antikdrper vor ihrer Verwendung bei dem Immunoassay zu reinigen. Ein Reini-
gungsverfahren fiir polyclonale Antikérper gegen das (die) Antigen(e), das (die) von dem Clon 5-1-1 cloniert
wird (werden), ist in Abschnitt IV.E. beschrieben. Analoge Reinigungsverfahren kénnen fur Antikérper gegen
andere HCV-Antigene verwendet werden.

[0184] Antikérper gegen HCV-Antigene, die von der Familie der cDNAs, die in Fig. 1 bis 32 gezeigt ist, eben-
so wie die, die von den Uberlappenden HCV-cDNAs codiert werden, die an feste Trager fixiert sind, sind nitz-
lich, um HCV mit Immunaffinitdtschromatographie zu isolieren. Techniken fur die Immunaffinitdtschromatogra-
phie sind auf dem Fachgebiet bekannt und umfassen Techniken zur Fixierung von Antikérpern an feste Trager,
so daR sie ihre immunselektive Aktivitat beibehalten. Die Techniken kdnnen diejenigen sein, in denen die An-
tikdrper an den Trager adsorbiert sind (vgl. beispielsweise Kurstak in Enzyme Immunodiagnosis, S. 31-37),
ebenso wie diejenigen, bei denen die Antikdrper kovalent an den Trager gebunden sind. Allgemein sind die
Techniken denen ahnlich, die zur kovalenten Bindung der Antigene an einen festen Trager verwendet werden,
die allgemein in Abschnitt I1.C. beschrieben sind. Jedoch kénnen Spacer-Gruppen in die bifunktionellen Kopp-
lungsmittel eingeschlossen sein, so dall die Antigenbindungsstelle des Antikérpers zuganglich bleibt.

[0185] Wahrend des Reinigungsverfahrens kann das Vorhandensein von HCV durch Nucleinsadurehybridisie-
rung nachgewiesen und/oder bestatigt werden, wobei als Sonden Polynucleotide verwendet werden, die von
der Familie der HCV-cDNA-Sequenzen, die in den Fig. 1 bis 32 gezeigt sind, sowie von den Uberlappenden
HCV-cDNA-Sequenzen abgeleitet sind, die vorstehend beschrieben wurden. In diesem Falle werden die Frak-
tionen unter Bedingungen behandelt, die das Aufbrechen der viralen Teilchen verursachen, beispielsweise mit
Detergenzien in Gegenwart von chelatbildenden Mitteln, und das Vorhandensein der viralen Nucleinsdure wird
durch die in Abschnitt Il.H. beschriebenen Hybridisierungstechniken bestimmt. Eine weitere Bestatigung, da®
die isolierten Teilchen Mittel sind, die HCV induzieren, kann erhalten werden durch Infektion von Schimpansen
mit den isolierten Virusteilchen und anschlieRende Bestimmung, ob die Symptome von NANBH von der Infek-
tion stammen.

[0186] Die viralen Teilchen aus den gereinigten Praparaten kdnnen dann weiter charakterisiert werden. Die
genomische Nucleinsaure wurde gereinigt. Auf der Basis der Empfindlichkeit gegentiber RNase, aber nicht ge-
genuber DNase |, scheint es, dal} das Virus aus einem RNA-Genom besteht. Vergleiche nachstehendes Bei-
spiel IV.C.2. Die Strangform und die Zirkularitét oder fehlende Zirkularitadt kann nach auf dem Fachgebiet be-
kannten Techniken, einschlieBlich beispielsweise deren Sichtbarmachung durch Elektronenmikroskopie, de-
ren Wanderung in Dichtegradienten und deren Sedimentationseigenschaften, bestimmt werden. Auf der Basis
der Hybridisierung des eingefangenen HCV-Genoms mit den negativen Strangen der HCV-cDNAs scheint es,
dal das HCV aus einem positivstrangigen RNA-Genom besteht (vergleiche Abschnitt IV.H.1). Derartige Tech-
niken sind beispielsweise in Methods in Enzymology beschrieben. Zusatzlich kann die gereinigte Nucleinsaure
nach bekannten Techniken, einschlief3lich reverser Transkription, da das genomische Material RNA ist, cloniert
und sequenziert werden. Vergleiche beispielsweise Maniatis (1982) und Gover (1985). Unter Verwendung der
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von den viralen Teilchen abgeleiteten Nucleinsauren ist es mdglich, das vollstandige Genom zu sequenzieren,
unabhangig davon, ob es segmentiert ist oder nicht.

[0187] Die Untersuchung der Homologie des in dem kontinuierlichen ORF der kombinierten Clone 14i bis 39¢c
(vergleiche Fig. 26) codierten Polypeptids zeigt, dal das HCV-Polypeptid Bereiche enthalt, die mit den ent-
sprechenden Proteinen in konservierten Bereichen der Flaviviren homolog sind. Ein Beispiel dafiir ist in Absatz
IV.H.3. beschrieben. Diese Entdeckung hat viele wichtige Auswirkungen. Erstens, dieser Beweis im Zusam-
menhang mit den Ergebnissen, die zeigen, dafl HCV ein positivstrangiges Genom enthalt, dessen Grolle etwa
10000 Nucleotide betragt, entspricht dem Vorschlag, dal® HCV ein Flavivirus oder ein flaviartiges Virus ist. Im
allgemeinen besitzen Flavivirus-Virionen und ihre Genome eine relativ Gbereinstimmende Struktur und Orga-
nisation, die bekannt sind. Vergleiche Rice et al. (1986) und Brinton, M.A. (1988). So kdnnen die Strukturgene,
die die Polypeptide C, Pra-M/M und E codieren, im 5'-Terminus des Genoms stromaufwarts von Clon 14i loka-
lisiert sein. Ferner kbnnen anhand des Vergleichs mit anderen Flaviviren Vorhersagen hinsichtlich der genauen
Lokalisation der Sequenzen, die diese Proteine codieren, getroffen werden.

[0188] Die Isolierung der Sequenzen stromaufwarts derer in Clon 14i kann auf eine Vielzahl von Wegen
durchgefiihrt werden, die anhand der hier gegebenen Information einem Fachmann offensichtlich sind. Bei-
spielsweise kann die Genom-"Walking"-Technik verwendet werden, um andere Sequenzen, die 5' zu denen in
Clon 14i sind, die aber mit diesem Clon Uberlappen, zu isolieren. Dies seinerseits fuhrt zur Isolierung zusatzli-
cher Sequenzen. Diese Technik ist hinreichend im nachstehenden Abschnitt IV.A. dargestellt. Beispielsweise
ist auch bekannt, daR die Flaviviren konservierte Epitope und Bereiche mit konservierten Nucleinsduresequen-
zen besitzen. Polynucleotide, die die konservierten Sequenzen enthalten, kdnnen als Sonden, die an das
HCV-Genom binden, verwendet werden, wodurch dessen Isolierung ermdéglicht wird. Zusatzlich kénnen diese
konservierten Sequenzen zusammen mit denjenigen, die von den HCV-cDNAs abgeleitet sind, die in Fig. 22
gezeigt sind, verwendet werden, um Primer zur Verwendung in Systemen herzustellen, die die Genomsequen-
zen stromaufwarts von denen in Clon 14i amplifizieren, wobei die Polymerasekettenreaktionstechnik verwen-
det wird. Ein Beispiel dafir ist nachstehend beschrieben.

[0189] Die Struktur von HCV kann ebenfalls bestimmt werden, und seine Komponenten kénnen isoliert wer-
den. Die Morphologie und Gréf3e kénnen beispielsweise elektronenmikroskopisch bestimmt werden. Die Iden-
tifizierung und Lokalisierung von spezifischen viralen Polypeptid-Antigenen, wie Hull-Antigenen oder internen
Antigenen, wie Nucleinsdurebindungsproteine, Coreantigene und Polynucleotidpolymerase(n) kénnen eben-
falls bestimmt werden, indem man beispielsweise feststellt, ob die Antigene als Haupt- oder Nebenkomponen-
ten des Virus vorhanden sind, sowie durch Verwendung von Antikdrpern, die gegen die spezifischen Antigene,
die von den isolierten cDNAs codiert werden, gerichtet sind, als Sonden. Diese Information ist zur Entwicklung
von Impfstoffen nitzlich. Beispielsweise kann es bevorzugt sein, ein duferes Antigen in ein Impfstoffpraparat
aufzunehmen. Mehrwertige Impfstoffe kdnnen beispielsweise aus einem Polypeptid, abgeleitet vom Genom,
das ein Strukturprotein, beispielsweise E, codiert, sowie einem Polypeptid aus einem anderen Teil des Ge-
noms, beispielsweise einem Nicht-Struktur- oder Strukturpolypeptid, bestehen.

II.K. Zellkultursysteme und Tiermodellsysteme zur HCV-Replikation

[0190] Der Vorschlag, dafd HCV ein Flavivirus oder ein flaviartiges Virus ist, liefert auch Informationen Gber
Verfahren zur Ziichtung von HCV. Der Ausdruck "flaviartig" bedeutet, dal das Virus eine signifikant hohe Ho-
moloaie zu den bekannten konservierten Bereichen von Flaviviren zeigt, und dal der Hauptteil des Genoms
ein einziges OREF ist. Verfahren zur Zichtung von Flaviviren sind einem Fachmann bekannt (vergleiche bei-
spielsweise die Ubersichtsartikel von Brinton (1986) und Stollar, V. (1980)). Im allgemeinen kénnen geeignete
Zellen oder Zellinien zur Zichtung von HCV, diejenigen umfassen, die bekanntlich die Flavivirusreplikation un-
terstltzen, beispielsweise die folgenden: Affennierenzellinien (z.B. MK,, VERO), Schweinenierenzellinien (z.B.
PS), Babyhamsternierenzellinien (z.B. BHK), Maus-Makrophagenzellinien (z.B. P388D1, MK1, Mm1),
menschliche Makrophagenzellinien (z.B. U-937), menschliche periphere Blutleukocyten, menschliche adha-
rente Monocyten, Hepatocyten oder Hepatocytenzellinien (z.B. HUH7, HEPG2), Embryos oder embryonale
Zellen (z.B.

[0191] Hudhnerembryonenfibroblasten) oder Zellinien, abgeleitet von Invertebraten, vorzugsweise von Insek-
ten (z.B. Drosophila-Zellinien) oder bevorzugter von Arthropoden, z.B. Moskitozellinien (z.B. A. Albepictus, Ae-
des aegypti, Cutex tritaeniorhynchus) oder Zeckenzellinien (z.B. RML-14 Dermacentor parumapertus).
[0192] Esist mdglich, primare Hepatocyten zu ziichten und dann mit HCV zu infizieren. Alternativ kdnnten die
Hepatocytenkulturen von der. Lebern infizierter Individuen (z.B. Menschen oder Schimpansen) abgeleitet wer-
den. Dieser zuletzt genannte Fall ist ein Beispiel fiir eine Zelle, die in vivo infiziert wird und in vitro weitergefuhrt
wird. Zusatzlich kénnen verschiedene verfahren zur Immortalisierung verwendet werden, um Zellinien zu er-
halten, die von Hepatocytenkulturen abgeleitet sind. Beispielsweise kdnnen priméare Leberkulturen (vor und
nach Anreicherung der Hepatocytenpopulation) mit einer Vielzahl von Zellen fusioniert werden, um die Stabi-
litdt aufrechtzuerhalten. Beispielsweise kdnnen die Kulturen auch mit transformierenden Viren infiziert werden
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oder mit transformierenden Genen transfiziert werden, um permanente oder semipermanente Zellinien zu er-
zeugen. Zusatzlich kénnen beispielsweise die Zellen in Leberkulturen fusioniert werden, um Zellinien einzu-
richten (z.B. HepG2). Verfahren zur Zellfusion sind auf dem Fachgebiet bekannt und umfassen beispielsweise
die Verwendung von Fusionsmitteln, wie Polyethylenglycol, Sendai-Virus und Epstein-Barr-Virus.

[0193] Wie vorstehend diskutiert, ist HCV ein Flavivirus oder flaviartiges Virus. Daher ist es naheliegend, daf}
die HCV-Infektion der Zellinien mit Techniken durchgefuhrt wird, die auf dem Fachgebiet zur Infektion von Zel-
len mit Flaviviren bekannt sind. Diese umfassen beispielsweise Inkubation der Zellen mit viralen Praparaten
unter Bedingungen, die den Eintritt des Virus in die Zelle ermdglichen. Zusatzlich kann es mdglich sein, eine
Virusproduktion durch Transfektion der Zellen mit isolierten viralen Polynucleotiden zu erhalten. Es ist bekannt,
dal® Togavirus- und Flavivirus-RNAs in einer Vielzahl von Vertebraten-Zellinien (Pfefferkorn und Shapiro
(1974)) und in einer Moskitozellinie (Peleg (1969)) infektids sind.

[0194] Verfahren zur Transfektion von Gewebskulturzellen mit RNA-Doppelstrangen, positivstrangigen RNAs
und DNAs (einschlief3lich cDNAs) sind auf dem Fachgebiet bekannt und umfassen beispielsweise Techniken,
bei denen Elektroporation und Prazipitation mit DEAE-Dextran oder Calciumphosphat verwendet werden. Eine
reichliche Quelle fir HCV-RNA kann durch Durchfuihrung einer in vitro-Transkription einer HCV-cDNA, entspre-
chend dem vollstandigen Genom, erhalten werden. Die Transfektion mit diesem Material oder mit clonierter
HCV-cDNA sollte zu einer Virusreplikation und der in vitro Fortpflanzung des Virus fihren.

[0195] Zusatzlich zu den gezichteten Zellen kénnen Tiermodellsysteme zur viralen Replikation verwendet
werden. Tiersysteme mit Flaviviren sind einem Fachmann bekannt (vergleiche beispielsweise den Ubersichts-
artikel von Monath (1986)). So kann die HCV-Replikation nicht nur in Schimpansen, sondern auch beispiels-
weise in Krallenaffen und Jungmausen eintreten.

Il.L. Suche nach antiviralen Mitteln gegen das HCV

[0196] Die Verfugbarkeit der Zellkultur- und Tiermodellsysteme fir HCV ermdglicht auch die Suche nach an-
tiviralen Mitteln, die die HCV-Replikation hemmen, und insbesondere nach solchen Mitteln, die bevorzugt Zell-
wachstum und -multiplikation erméglichen, wahrend sie die virale Replikation hemmen. Diese Absuchverfah-
ren sind einem Fachmann bekannt. Im allgemeinen werden die antiviralen Mittel in einem Tiermodellsystem in
einer Vielzahl von Konzentrationen auf ihre Wirkung zur Verhinderung der viralen Replikation in Zellkultursys-
temen getestet, die die virale Replikation unterstitzen, und dann auf eine Hemmung der Infektiositat oder der
viralen Pathogenitat (und einen niedrigen Toxizitatsgrad).

Verfahren und Zusammensetzungen zum Nachweis von HCV-Antigenen und HCV-Polynucleotiden

[0197] Sind dahingehend zum Suchen nach antiviralen Mitteln nltzlich, daR sie ein alternatives und vielleicht
empfindlicheres Mittel zum Nachweis der Wirkung des Mittels auf die virale Replikation als der Zell-Plaque-Test
oder der ID,-Test liefern. Beispielsweise kénnen die hier beschriebenen HCV-Polynucleotidsonden verwendet
werden, um die Menge der viralen Nucleinsaure, die in einer Zellkultur produziert wird, quantitativ zu bestim-
men. Dies kdnnte beispielsweise durch Hybridisierung oder kompetitive Hybridisierung der infizierten Zellnuc-
leinsauren mit einer markierten HCV-Polynucleotidsonde durchgefiihrt werden. Beispielsweise kénnen auch
Anti-HCV-Antikérper verwendet werden, um das (die) HCV-Antigen €) in der Zellkultur zu identifizieren und
quantitativ zu bestimmen, wobei die hier beschriebenen Immunoassays verwendet werden. Da es zweckma-
Rig sein kdnnte, die HCV-Antigene in der infizierten Zellkultur durch einen kompetitiven Test quantitativ zu be-
stimmen, sind zusatzlich die von den hier beschriebenen HCV-cDNAs codierten Polypeptide in diesen kompe-
titiven Test nitzlich. Im allgemeinen wiirde ein rekombinantes HCV-Polypeptid, das von der HCV-cDNA abge-
leitet ist, markiert werden, und die Hemmung der Bindung dieses markierten Polypeptids an ein HCV-Polypep-
tid infolge des in dem Zellkultursystem produzierten Antigens wirde gemessen werden. Ferner sind diese
Techniken besonders niitzlich in den Fallen, in denen HCV in einer Zellinie, ohne den Zelltod zu verursachen,
replizieren koénnte.

[I.M. Herstellung von attenuierten HCV-Stammen

[0198] Zusatzlich zu den vorstehenden Ausfliihrungen kénnen unter Verwendung der Gewebskultursysteme
und/oder der Tiermodellsysteme attenuierte HCV-Stamme isoliert werden. Diese Stamme wiirden sich fir
Impfstoffe oder zur Isolierung viraler Antigene eignen. Attenuierte Stdmme sind nach mehrfachen Passagen in
einer Zellkultur und/oder einem Tiermodell isolierbar. Der Nachweis eines attenuierten Stammes in einer infi-
zierten Zelle oder einem Individuum kann nach auf dem Fachgebiet bekannten Techniken erfolgen und kénnte
beispielsweise die Verwendung von Antikérpern gegen ein oder mehrere Epitop(e), das (die) von HCV codiert
wird (werden), als Sonde oder die Verwendung eines Polynucleotids, das eine HCV-Sequenz von mindestens
etwa 8 Nucleotiden enthalt, als Sonde umfassen. Alternativ oder zusatzlich kann ein attenuierter Stamm unter
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Verwendung der hier angegebenen genomischen Information von HCV und unter Verwendung rekombinanter
Techniken konstruiert werden. Im allgemeinen wiirde man versuchen, einen Bereich des Genoms zu deletie-
ren, der beispielsweise ein Polypeptid fur die Pathogenitat, das aber die virale Replikation ermoglicht, codiert.
Zusatzlich wurde die Genomkonstruktion die Expression eines Epitops ermdglichen, das die Bildung neutrali-
sierender Antikoérper fur HCV hervorruft. Das veranderte Genom konnte dann verwendet werden, um Zellen zu
transformieren, die die HCV-Replikation ermdglichen, und die Zellen kdnnten dann unter Bedingungen, die die
virale Replikation ermdglichen, geziichtet werden. Attenuierte HCV-Stamme sind nicht nur zu Impfzwecken,
sondern auch als Quellen zur handelsmaRigen Produktion von viralen Antigenen nutzlich, da die Verarbeitung
dieser Viren weniger strenge Schutzmafinahmen fiir die an der viralen Produktion und/oder der Produktion vi-
ralen Produkte beteiligten Angestellten erfordern wiirde.

IIl. Allgemeine Verfahren

[0199] Die allgemeinen Techniken, die zur Extraktion des Genoms aus einem Virus, zur Herstellung und zum
Absuchen einer cDNA-Bank, zur Sequenzierung von Clonen, zur Konstruktion von Expressionsvektoren, zur
Transformation von Zellen, zur Durchfihrung von immunologischen Tests, wie Radioimmunoassays und ELI-
SA-Assays, zur Zichtung von Zellen in Kultur und dgl. verwendet werden, sind auf dem Fachgebiet bekannt,
und Laborhandbucher, die diese Techniken beschreiben, sind verfugbar. Jedoch werden als allgemeine Anlei-
tung nachstehend einige Quellen dargelegt, die gegenwartig fir solche Verfahren und fir Materialien, die zu
deren Durchfuihrung nutzlich sind, verfligbar sind.

[II.A. Wirte und Kontrollsequenzen fir die Expression

[0200] Sowohl prokaryontische als auch eukaryontische Wirtszellen kénnen zur Expression der gewlinschten
codierenden Sequenzen verwendet werden, wenn geeignete Kontrollsequenzen, die mit dem bezeichneten
Wirt kompatibel sind, verwendet werden. Unter den prokaryontischen Wirten wird am haufigsten E. coli ver-
wendet. Sequenzen zur Kontrolle der Expression fir Prokaryonten umfassen Promotoren, die ggf. Operator-
teile enthalten, und Ribosomenbindungsstellen. Transfervektoren, die mit den prokaryontischen Wirten kom-
patibel sind, leiten sich im allgemeinen von beispielsweise pBR322 ab, einem Plasmid, das Operons enthalt,
die Ampicillin- und Tetracyclinresistenz verleihen, und den verschiedenen pUC-Vektoren, die ebenfalls Se-
quenzen enthalten, die Antibiotikaresistenzmarker tbertragen. Diese Marker kdnnen verwendet werden, um
erfolgreiche Transformanten durch Selektion zu erhalten. Allgemein verwendete prokaryontische Kontrollse-
quenzen umfassen B-Lactamase (Penicillinase) und Lactosepromotorsysteme (Chang et al. (1977)), das Tryp-
tophan (trp)-Promotorsystem (Goeddel et al. (1980)) und den A-abgeleiteten P -Promotor und die N-Gen-Ri-
bosomenbindungsstelle (Shimatake et al. (1981)) und den hybriden tac-Promotor (De Boer et al. (1983)), ab-
geleitet von den Sequenzen der trp- und lac-UV5-Promotoren. Die vorstehenden Systeme sind besonders mit
E. coli kompatibel.

[0201] Ggf. kdnnen andere prokaryontische Wirte, wie Bacillus- oder Pseudomonas-Stamme mit entspre-
chenden Kontrollsequenzen verwendet werden.

[0202] Eukaryontische Wirte umfassen Hefe- und Saugerzellen in Kultursystemen. Saccharomyces cerevi-
siae und Saccharomyces carlsberaensis sind die am haufigsten verwendeten Hefewirte und sind geeignete
Pilzwirte. Mit Hefe kompatible Vektoren tragen Marker, die die Selektion erfolgreicher Transformanten durch
Verleihen von Prototrophie an auxotrophe Mutanten oder Resistenz gegenliber Schwermetallen an Wiltyp-
stdmme gestatten. In hefekompatiblen Vektoren kénnen der 2-Mikron-Replikations-Origin (Broach et al.
(1983)), die Kombination aus CEN3 und ARS1 oder andere Mittel zur Gewahrleistung der Replikation verwen-
det werden, wie Sequenzen, die zum Einbau eines geeigneten Fragments in das Wirtszellgenom fuhren. Kon-
trollsequenzen flir Hefevektoren sind auf dem Fachgebiet bekannt und umfassen Promotoren zur Synthese
glycolytischer Enzyme (Ness et al. (1968), Holland et al. (1978)) einschlief3lich des Promotors der 3-Phospho-
glyceratkinase (Hitzeman (1980)). Terminatoren kénnen auch aufgenommen werden, wie beispielsweise die-
jenigen, die sich von dem Enolasegen (Holland (1981)) ableiten. Besonders niitzliche Kontrollsysteme sind sol-
che, die den Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase (GAPDH)-Promotor oder den regulierbaren Alkohol-
dehydrogenase (ADH)-Promotor, Terminatoren, die auch von GAPDH abgeleitet sind, und, sofern Sekretion
gewunscht ist, Leader-Sequenzen von dem Hefe-a-Faktor enthalten. Zusatzlich kénnen der Transkriptionsre-
gulatorbereich und der Transkriptionsinitiationsbereich, die funktionell verbunden sind, so sein, wie sie in dem
Wildtyporganismus nicht naturlicherweise assoziiert sind. Diese Systeme sind ausfuhrlich in der EP-A 120 551,
veroffentlicht am 3. Okt. 1984, der EP-A 116 201, verdffentlicht am 22. Aug. 1984 und der EP-A 164 556, ver-
offentlicht am 18. Dez. 1985, die alle auf den vorliegenden Anmelder Ubertragen wurden und auf die hiermit
Bezug genommen wird, beschrieben.

[0203] Als Wirte zur Expression verfugbare Saugerzellinien sind auf dem Fachgebiet bekannt und umfassen
viele immortalisierte Zellinien, die von der American Type Culture Collection (ATCC) verflgbar sind, einschlief3-
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lich HeLa-Zellen, Ovarzellen des chinesischen Hamsters ((CHO)-Zellen), Babyhamsternieren (BHK)-Zellen
und eine Anzahl anderer Zell-linien. Geeignete Promotoren fiir die Sdugerzellen sind auf dem Fachgebiet be-
kannt und umfassen virale Promotoren, wie den des Simian-Virus 40 (SV40) (Fiers (1978)), des Rous-Sar-
com-Virus (RSV), des Adenovirus (ADV) und des Rinderpapilloma-Virus (BPV). Saugerzellen kénnen auch
Terminationssequenzen und Poly A-Additionssequenzen benétigen. Enhancer-Sequenzen, die die Expression
erhoéhen, kdnnen auch eingeschlossen sein, und Sequenzen, die die Amplifikation des Gens verursachen, kén-
nen auch zweckmafig sein. Diese Sequenzen sind auf dem Fachgebiet bekannt. Vektoren, die zur Replikation
in Saugerzellen geeignet sind, kbnnen virale Replicons oder Sequenzen umfassen, die die Integration der ge-
eigneten Sequenzen, die die NANBV-Epitope codieren, in das Wirtsgenom sichern.

I11.B. Transformationen

[0204] Die Transformationen kdnnen nach jedem beliebigen bekannten Verfahren zur Einschleusung von Po-
lynucleotiden in eine Wirtszelle durchgefiihrt werden und umfassen beispielsweise das Verpacken des Poly-
nucleotids in ein Virus und Transduktion einer Wirtszelle mit dem Virus; sie kann auch durch direkte Aufnahme
des Polynucleotids durchgefiihrt werden. Das verwendete Transformationsverfahren hangt von dem zu trans-
formierenden Wirt ab. Beispielsweise wird die Transformation der E. coli-Wirtszellen mit A-gt11, welcher die
BB-NANBV-Sequenzen enthalt, in dem nachstehenden Beispielsteil diskutiert. Bei der bakteriellen Transfor-
mation durch direkte Aufnahme wird im allgemeinen mit Calcium- oder Rubidiumchlorid (Cohen (1972); Mani-
atis (1982)) behandelt. Die Hefetransformatien durch direkte Aufnahme kann unter Verwendung des Verfah-
rens von Hinnen et al. (1978) durchgeflhrt werden. Saugertransformationen durch direkte Aufnahme kénnen
unter Verwendung des Calciumphosphatprazipitationsverfahrens von Graham und Van der Eb (1978) oder der
verschiedenen bekannten Modifikationen davon durchgefiihrt werden.

I11.C. Vektorkonstruktion

[0205] Bei der Vektorkonstruktion werden Techniken, die auf dem Fachgebiet bekannt sind, verwendet. Die
ortsspezifische DNA-Spaltung wird durch Behandlung mit geeigneten Restriktionsenzymen unter Bedingun-
gen, die im allgemeinen vom Hersteller dieser im Handel erhaltlichen Enzyme angegeben werden, durchge-
fuhrt. Im allgemeinen werden etwa 1 pg Plasmid oder DNA-Sequenz durch eine Enzymeinheit in etwa 20 pl
Pufferlésung durch 1- bis 2-stlindige Inkubation bei 37°C gespalten. Nach Inkubation mit dem Restriktionsen-
zym wird das Protein durch Phenol/Chloroform-Extraktion entfernt, und die DNA durch Prazipitation mit Etha-
nol gewonnen. Die gespaltenen Fragmente kénnen unter Verwendung von Polyacrylamid- oder Agarosegele-
lektrophoresetechniken nach den in Methods and Enzymology (1980) 65:499-560 zu findenden allgemeinen
Verfahren getrennt werden.

[0206] Spaltfragmente mit klebrigen Enden kénnen unter Verwendung von E. coli-DNA-Polymerase | (Kle-
now) in Gegenwart der geeigneten Desoxynucleotidtriphosphate (dNTPs), die in dem Gemisch vorhanden
sind, glattendig gemacht werden. Die Behandlung mit S1-Nuclease kann ebenfalls verwendet werden, was zur
Hydrolyse aller einzelstrangigen DNA-Teile flhrt.

[0207] Die Ligierungen werden unter Verwendung von Standardpuffer- und Temperaturbedingungen mit T4
DNA-Ligase und ATP durchgefuhrt. Ligierungen mit klebrigen Enden bendétigen weniger ATP und weniger Li-
gase als Ligierungen mit glatten Enden. Wenn Vektorfragmente als Teil eines Ligierungsgemisches verwendet
werden, wird das Vektorfragment oft mit bakterieller alkalischer Phosphatase (BAP) oder alkalischer Phospha-
tase aus Rinderdarm behandelt, um das 5'-Phosphat zu entfernen und so die Religierung des Vektors zu ver-
hindern. Alternativ kann die Spaltung unerwiinschter Fragmente durch Restriktionsenzyme verwendet werden,
um die Ligierung zu verhindern.

[0208] Die Ligierungsgemische werden in geeignete Clonierungswirte, wie E. coli, transformiert, und erfolg-
reiche Transformanten werden beispielsweise durch Antibiotikaresistenz selektiert und auf die korrekte Kon-
struktion abgesucht.

I11.D. Konstruktion der gewtinschen DNA-Sequenzen

[0209] Synthetische Oligonucleotide kénnen unter Verwendung eines automatisierten Oligonucleotidsynthe-
segerats, wie von Warner (1984) beschrieben, hergestellt werden. Ggf. kénnen die synthetischen Strange mit
2P durch Behandlung mit Polynucleotidkinase in Gegenwart von *P-ATP unter Verwendung von Standardre-
aktionsbedingungen markiert werden.

[0210] Die DNA-Sequenzen einschlieBlich derjenigen, die aus den cDNA-Banken isoliert wurden, kénnen
nach bekannten Techniken modifiziert werden, welche beispielsweise die ortsspezifische Mutagenese umfas-
sen, wie von Zoller (1982) beschrieben. Kurz, die zu modifizierende DNA wird in den Phagen als eine einzel-
strangige Sequenz verpackt und mit DNA-Polymerase in eine doppelstrangige DNA umgewandelt, wobei als
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Primer ein synthetisches Oligonucleotid verwendet wird, das dem zu modifizierenden Teil der DNA komple-
mentar ist, und bei dem die gewiinschte Modifikation in dessen eigener Sequenz vorhanden ist. Die so erhal-
tene doppelstrangige DNA wird in ein Phagen-kompatibles Wirtsbakterium transformiert. Kulturen der transfor-
mierten Bakterien, die Replikationen jedes Phagenstranges enthalten, werden auf Agar ausplattiert, um
Plaques zu erhalten. Theoretisch enthalten 50% der neuen Plaques den Phagen mit der mutierten Sequenz,
und die verbleibenden 50% besitzen die Originalsequenz. Replikate der Plaques werden dann mit einer mar-
kierten synthetischen Sonde bei Temperaturen und Bedingungen hybridisiert, die die Hybridisierung mit dem
korrekten Strang, aber nicht mit der nicht-modifizierten Sequenz erméglichen. Die Sequenzen, die durch Hyb-
ridisierung identifiziert wurden, werden isoliert und cloniert.

III.E. Hybridisierung mit der Sonde

[0211] DNA-Banken kénnen nach dem Verfahren von Grunstein und Hogness (1975) abgesucht werden. In
Kirze, bei diesem Verfahren wird die abzusuchende DNA auf Nitrocellulosefiltern immobilisiert, denaturiert und
mit einem Puffer aus 0 bis 50% Formamid, 0,75 M NaCl, 75 mM Na-Citrat, 0,02 (Gewicht/Volumen) jeweils an
Rinderserumalbumin, Polyvinylpyrrolidon und Ficoll, 50 mM Na-Phosphat (pH 6,5), 0,1% SDS und 100 pg/ml
denaturierter Trager-DNA vorhybridisiert. Der Prozentsatz an Formamid in dem Puffer, sowie die Zeit- und
Temperaturbedingungen der Vorhybridisierung und die anschlieRenden Hybridisierungsstufen hangen von der
bendtigten Stringenz ab. Oligomere Sonden, die weniger stringente Bedingungen benétigen, werden im allge-
meinen mit niedrigen Prozentanteilen an Formamid, niedrigen Temperaturen und langeren Hybridisierungszei-
ten verwendet. Sonden, die mehr als 30 oder 40 Nucleotide enthalten, wie diejenigen, die sich von cDNA oder
genomischen Sequenzen ableiten, bendtigen im allgemeinen héhere Temperaturen, z.B. etwa 40 bis 42°C,
und einen hohen Prozentanteil, z.B. 50%, Formamid. Nach der Vorhybridisierung wird die 5'-**P-markierte Oli-
gonucleotidsonde dem Puffer zugesetzt, und die Filter werden in diesem Gemisch unter Hybridisierungsbedin-
gungen inkubiert. Nach Waschen werden die behandelten Filter einer Autoradiographie unterworfen, um den
Ort der hybridisierten Sonde zu zeigen. Die DNA an den entsprechenden Orten auf den Originalagarplatten
wird als Quelle fur die gewiinschte DNA verwendet.

[ll.LF. Bestatigung der Konstruktion und Sequenzierung

[0212] Fur Routinevektorkonstruktionen werden die Ligierungsgemische in den E. coli-Stamm HB101 oder ei-
nen anderen geeigneten Wirt transformiert, und erfolgreiche Transformanten werden durch Antibiotikaresis-
tenz oder andere Marker ausgewahlt. Plasmide aus den Transformanten werden dann nach dem Verfahren
von Clewell et al. (1969), Ublicherweise Mach Chloramphenicolamplifikation (Clewell (1972)), hergestellt. Die
DNA wird ublicherweise durch Restriktionsenzymanalyse und/oder Sequenzierung isoliert und analysiert. Die
Sequenzierung kann nach dem Didesoxyverfahren von Sanger et al. (1977), wie weiter von Messing et al.
(1981) beschrieben, oder nach dem Maxam et al.-Verfahren (1980) durchgefiihrt werden. Probleme mit der
Bandenkompression, die manchmal in GC-reichen Bereichen beobachtet werden, wurden durch Verwendung
von T-Desazoguanosin nach Barr et al. (1986) Uberwunden.

[11.G. Enzym-gebundener-Immunadsorptionstest

[0213] Der Enzym-gebundene-Immunadsorptionstest (ELISA) kann verwendet werden, um entweder die An-
tigen- oder Antikdrperkonzentrationen zu messen. Dieses Verfahren hangt von der Konjugation eines Enzyms
an entweder ein Antigen oder einen Antikdrper ab und verwendet die Aktivitat des gebundenen Enzyms als
einen quantitativen Marker. Zur Messung des Antikdrpers wird das bekannte Antigen an eine feste Phase (z.B.
eine Mikrotiterplatte oder ein Plastikréhrchen) fixiert, mit den Verdiinnungen des Testserums inkubiert, gewa-
schen, mit Antiimmunglobulin, das mit einem Enzym markiert ist, inkubiert und erneut gewaschen. Zur Markie-
rung geeignete Enzyme sind auf dem Fachgebiet bekannt und umfassen beispielsweise Meerrettichperoxida-
se. Die an die feste Phase gebundene Enzymaktivitat wird durch Zugabe des spezifischen Substrats und ko-
lorimetrische Bestimmung der Produktbildung oder der Substratverwertung gemessen. Die gebundene En-
zymaktivitat ist eine direkte Funktion der Menge des gebundenen Antikorpers.

[0214] Zur Messung des Antigens wird ein bekannter spezifischer Antikdrper an die feste Phase fixiert, das
Testmaterial, das das Antigen enthalt, wird zugesetzt, und nach einer Inkubation wird die feste Phase gewa-
schen, und ein zweiter enzymmarkierter Antikdrper zugesetzt. Nach dem Waschen wird das Substrat zuge-
setzt, und die Enzymaktivitat wird kolorimetrisch bestimmt und auf die Antigenkonzentration bezogen.

IV. Beispiele

[0215] Nachstehend werden erfindungsgemalie Beispiele beschrieben sowie verwandte Daten, die die Erfin-
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dung nur erldutern sollen, ihren Umfang aber nicht beschranken sollen. Angesichts der vorliegenden Offenba-
rung sind zahlreiche Ausfiihrungsformen im Schutzbereich der Anspriiche einem Durchschnittsfachmann of-
fensichtlich. Die beispielsweise in den Abschnitten IV.A. dargestellten Beispiele kénnen, falls gewtinscht, wie-
derholt werden, mussen aber nicht wiederholt werden, da Techniken zur Konstruktion der gewlinschten Nuc-
leotidsequenzen auf der Basis der erfindungsgemaR bereitgestellten Information verfiigbar sind. Die Expres-
sion wird beispielhaft in E. coli durchgefihrt. Jedoch sind andere Systeme, wie ausfihrlicher in Abschnitt 111.A.
dargelegt, verfligbar. Zusatzliche Epitope, die sich von der Genomstruktur ableiten, kdnnen auch gebildet und
zur Erzeugung von Antikorpern, wie nachstehend dargelegt, verwendet werden.

IV.A. Herstellung Isolierung und Sequenzierung der HCV-cDNA
IV.A.1. Herstellung der HCV-cDNA

[0216] Die Quelle fir den NANB-Erreger war ein Sammelplasma von einem Schimpansen mit chronischer
NANBH. Der Schimpanse war experimentell mit Blut von einem anderen Schimpansen mit chronischer NAN-
BH infiziert worden, die das Ergebnis einer HCV-Infektion in einer kontaminierten Charge eines Faktor VI-
[I-Konzentrats war, das von einem menschlichen Sammelserum stammte. Das Sammelplasma des Schimpan-
sen wurde durch Vereinigung vieler einzelner Plasmaproben, die hohe Spiegel an Alanin-Aminotrarsferaseak-
tivitat enthielten, hergestellt. Diese Aktivitat ist das Ergebnis eines Leberschadens als Folge der HCV-Infektion.
Da 1 ml einer 10°-Verdiinnung dieses Sammelserums bei intraventser Verabreichung in, einem anderen
Schimpansen NANBH hervorrief, betrug dessen CID-Wert mindestens 10%/ml, d.h. es hatte einen hohen Titer
an infektiosem Virus.

[0217] Eine cDNA-Bank von dem Sammelplasma mit hohem Titer wurde, wie nachstehend beschrieben, her-
gestellt. Zuerst wurden die viralen Teilchen aus dem Plasma isoliert. Ein 90 ml Aliquot wurde mit 310 ml einer
Lésung, die 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 1 mM EDTA, 100 mM NacCl enthielt, verdiinnt. Die Zelltrimmer wurden
durch 10-minltige Zentrifugation bei 15000 xg bei 20°C entfernt. Die viralen Teilchen in dem so erhaltenen
Uberstand wurden dann durch 5-miniitige Zentrifugation in einem Beckman-SW28-Rotor bei 28000 UpM bei
20°C pelletiert. Um das virale Genom freizusetzen, wurden die Teilchen durch Suspendieren der Pellets in 15
ml einer Lésung, die 1% Natriumdodecylsulfat (SDS), 10 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI, pH 7,5 und auch 2 mg/ml
Proteinase k enthielt, und anschlieRende 90-minutige Inkubation bei 45°C aufgebrochen. Die Nucleinsauren
wurden durch Zugabe von 0,8 ug MS2 Bakteriophagen-RNA als Trager und viermalige Extraktion des Gemi-
sches mit einem 1:1-Gemisch aus Phenol-Chloroform (Phenol, gesattigt mit 0,5 M Tris-HCI, pH 7,5, 0,1%
(Vol/Vol) B-Mercaptoethanol, 0,1% (Gewicht/Vol) Hydroxychinolin) und anschlieRende zweimalige Extraktion
mit Chloroform isoliert. Die walrige Phase wurde mit 1-Butanol vor Prazipitation mit 2,5 Volumina absolutem
Ethanol Uber Nacht bei —20°C eingeengt. Die Nucleinsdure wurde durch 90-minutige Zentrifugation in einem
Beckman-SW41-Rotor bei 40000 UpM bei 4°C gewonnen und in Wasser, das mit 0,05 (Vol/Vol) Diethylpyro-
carbonat behandelt worden war, aufgelést und autoklaviert.

[0218] Die nach dem vorstehenden Verfahren erhaltene Nucleinséure (<2 pg) wurde mit 17,5 mM CH,HgOH
denaturiert. Die cDNA wurde unter Verwendung dieser denaturierten Nucleinsdure als Matrize synthetisiert
und in die EcoRI-Spaltstelle des Phagen A-gt11 nach den von Huynh (1985) beschriebenen Verfahren cloniert,
ausgenommen, dal} Zufallsprimer Oligo(dT),,.,, wahrend der Synthese des ersten Stranges durch reverse
Transkriptase (Taylor et al. (1976)) ersetzten. Die so erhaltenen doppelstrangigen cDNAs wurden nach GréRRe
auf einer Sepharose CL-4B-Saule fraktioniert. Das eluierte Material mit einer ungefahren mittleren GréRe von
400, 300, 200 und 100 Basenpaaren wurde in die cDNA-Pools 1, 2, 3 bzw. 4 vereinigt. Die A-gt11-cDNA-Bank
wurde aus der cDNA in Pool 3 erzeugt.

[0219] Die A-gt11-cDNA-Bank, die aus Pool 3 erzeugt wurde, wurde auf Epitope abgesucht, die spezifisch mit
Serum von einem Patienten, der zuvor eine NANBH-Infektion hatte, binden konnten. Etwa 106 Phagen wurden
mit Patientenseren nach den Verfahren von Huynh et al. (1985) abgesucht, ausgenommen, daf} der gebunde-
ne menschliche Antikrper mit Schaf-Antimensch-Ig-Antiseren, die mit '°| radioaktiv markiert worden waren,
nachgewiesen wurde. Finf positive Phagen wurden identifiziert und gereinigt. Die funf positiven Phagen wur-
den auf Bindungsspezifitat gegenliber Seren von 8 verschiedenen Menschen, die zuvor mit dem NANBH-Er-
reger infiziert worden waren, nach dem gleichen Verfahren getestet. Vier der Phagen codierten ein Polypeptid,
das immunologisch mit nur einem menschlichen Serum reagierte, d.h. dem Serum, das zum ersten Absuchen
der Phagenbank verwendet worden war. Der fiinfte Phage (5-1-1) codierte ein Polypeptid, das immunologisch
mit 5 der 8 getesteten Seren reagierte. Ferner reagierte dieses Polypeptid immunologisch nicht mit Seren von
7 normalen Blutspendern. Daher scheint es, daf3 Clon 5-1-1 ein Polypeptid codiert, das immunologisch spezi-
fisch durch Seren von NANB-Patienten erkannt wird.
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VI.A.2. Sequenzen der HCV-cDNA in dem rekombinanten Phagen 5-1-1 und des Polypeptids das von der Se-
quenz codiert wird.

[0220] Die cDNA in dem rekombinanten Phagen 5-1-1 wurde nach dem Verfahren von Sanger et al. (1977)
sequenziert. Genauer wurde die cDNA mit EcoRI herausgeschnitten und durch GréRenfraktionierung mit Gele-
lektrophorese isoliert. Die EcoRI-Restriktionsfragmente wurden in die M13-Vektoren mp18 und mp19 (Messing
(1983)) subcloniert und unter Verwendung des Didesoxykettenterminationsverfahrens von Sanger et al. (1977)
sequenziert. Die erhaltene Sequenz ist in Fig. 1 gezeigt.

[0221] Das in Fig. 1 codierte Polypeptid, das von der HCV-cDNA codiert wird, besitzt das gleiche Leseraster
wie die N-terminate B-Galactosidaseeinheit, an die es fusioniert ist. Wie in Abschnitt IV.A. gezeigt, codiert das
offene Leseraster (ORF) zur Translation von 5-1-1 das (die) Epitop(e), das (die) von Seren von Patienten und
Schimpansen mit NANBH-Infektionen spezifisch erkannt wird (werden).

IV.A.3. Isolierung der mit cDNA uberlappenden HCV cDNA in Clon 5-1-1

[0222] Die mit der cDNA in Clon 5-1-1 Uberlappende HCV-cDNA wurde durch Absuchen der gleichen
A-gt11-Bank, die, wie in Abschnitt IV.A.1. beschrieben, erzeugt worden war, mit einem synthetischen Polynuc-
leotid erhalten, das von der in Fig. 1 gezeigten Sequenz der HCV-cDNA in den Clonen 5-1-1 abgeleitet ist. Die
Sequenz des zum Absuchen verwendeten Polynucleotids lautete:

53'=TCC CTT GCT CGA TGT ACG GTA AGT GCT GAG AGC
ACT CTT CCA TCT CAT CGA ACT CTC GGT AGA GGA CTT CCC TGT
CAG GT-3"

[0223] Die A-gt11-Bank wurde mit dieser Sonde nach dem in Huynh (1985) beschriebenen Verfahren abge-
sucht. Etwa einer von 50000 Clonen hybridisierte mit der Sonde. Drei Clone, die die cDNAs enthielten, die mit
der synthetischen Sonde hybridisierten, wurden als 81, 1-2 und 91 numeriert.

IV.A.4. Nucleotidsequenzen der mit der cDNA in Clon 5-1-1 iberlappenden HCV-cDNAs

[0224] Die Nucleotidsequenzen der drei cDNAs in den Clonen 81, 1-2 und 91 wurden im wesentlichen wie in
Abschnitt IV.A.2 bestimmt. Die Sequenzen dieser Clone, bezogen auf den HCV-cDNA-Sequenz in dem Pha-
gen 5-1-1, ist in Fig. 2 gezeigt. Diese Figur zeigt den Strang, der das nachgewiesene HCV-Epitop codiert, und
die Homologien in den Nucleotidsequenzen sind durch vertikale Linien zwischen den Sequenzen angegeben.
[0225] Die Sequenzen der clonierten HCV-cDNAs sind in den Uberlappenden Bereiche stark homolog (siehe
Fig. 2). Jedoch gibt es Unterschiede in zwei Bereichen. Das Nucleotid 67 in Clon 1-2 ist ein Thymidin, wohin-
gegen die anderen drei Clone an dieser Position einen Cytidinrest besitzen. Es sollte jedoch darauf hingewie-
sen werden, dal die gleiche Aminosaure codiert wird, wenn entweder C oder T an dieser Position vorhanden
ist.

[0226] Der zweite Unterschied liegt darin, daf’ der Clon 5-1-1 28 Basenpaare enthalt, die in den anderen drei
Clonen nicht vorhanden sind. Diese Basenpaare kommen am Start der cDNA-Sequenz in 5-1-1 vor und sind
durch kleine Buchstaben angegeben. Basierend auf den Daten des Radioimmunassays, der nachstehend in
Abschnitt IV.D diskutiert ist, ist es moglich, dafl ein HCV-Epitop in diesem 28 bp-Bereich codiert wird.

[0227] Das Fehlen der 28 Basenpaare von 5-1-1 in den Clonen 81, 1-2 und 91 kann bedeuten, daf} die cDNA
in diesen Clonen von defekten HCV-Genomen abgeleitet war. Alternativ kdnnte der 28 bp-Bereich ein termina-
les Artefakt in Clon 5-1-1 sein.

[0228] Die Sequenzen mit den kleinen Buchstaben in der Nucleotidsequenz der Clone 81 und 91 zeigen ein-
fach an, daf’ diese Sequenzen in den anderen cDNAs nicht gefunden wurden, weil cDNAs, die mit diesen Be-
reichen Uberlappen, noch nicht isoliert wurden.

[0229] Eine zusammengesetzte HCV-cDNA-Seauenz, abgeleitet von tberlappenden cDNAs in den Clonen
5-1-1, 81, 1-2 und 91 ist in Fig. 3 gezeigt. Jedoch sind in dieser Figur die einzigartigen 28 Basenpaare von
Clon 5-1-1 weggelassen. Die Figur zeigt auch die Sequenz des Polypeptids, das von dem ORF der zusam-
mengesetzten HCV-cDNA codiert wird.

IV.A.5. Isolierung von mit der cDNA in Clon S1 (ber lappenden HCV-cDNAs
[0230] Die Isolierung der HCV-cDNA-Sequenzen stromaufwarts derjenigen in der Clon 81-cDNA, die damit
Uberlappen, wurde wie folgt durchgefiihrt. Die A-gt11-cDNA-Bank, die wie in Abschnitt IV.A.1 beschrieben, her-

gestellt worden war, wurde durch Hybridisierung mit einer synthetischen Polynucleotidsonde, die einer 5'-ter-
minalen Sequenz von Clon 81 homolog war, abgesucht. Die Sequenz des Clons 81 istin Fig. 4 dargestellt. Die
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Sequenz des zum Absuchen verwendeten synthetischen Polynucleotids lautete:
5' CTG TCA GGT ATG ATT GCC GGC TTC CCG GAC 3.

[0231] Die Verfahren waren im wesentlichen diejenigen, die in Huynh (1985) beschrieben sind, ausgenom-
men, dal die Filter der Bank zweimal unter stringenten Bedingungen gewaschen wurden, d.h. es wurde jeweils
in 5 x SSC, 0,1% SDS bei 55°C 30 min lang gewaschen. Etwa einer aus 50000 Clonen hybridisierte mit der
Sonde. Ein positiver rekombinanter Phage, der die cDNA enthielt, die mit der Sequenz hybridisierte, wurde iso-
liert und gereinigt. Diese Phage wurde als Clon 36 numeriert.

[0232] Stromabwarts liegende cDNA-Sequenzen, die mit den carboxylterminalen Sequenzen in der Clon
81-cDNA Uberlappen, wurden nach einem Verfahren, das dem zur Isolierung der stromaufwarts liegenden cD-
NA-Sequenzen ahnlich ist, isoliert, ausgenommen, dal} eine synthetische Oligonucleotidsonde hergestellt wur-
de, die einer 3'-terminalen Sequenz von Clon 81 homolog ist. Die Sequenz des zum Absuchen verwendeten
synthetischen Polynuclectids lautete:

5' TTT GGC TAG TGG TTA GTG GGC TGG TGA CAG 3

[0233] Ein positiver rekombinanter Phage, der cDNA enthielt, die mit dieser zuletzt genannten Sequenz hyb-
ridisierte, wurde isoliert und gereinigt und als Clon 32 numeriert.

IV.A.6 Nucleotidsequenz der HCV-cDNA in Clon 36.

[0234] Die Nucleotidsequenz der cDNA in Clon 36 wurde im wesentlichen, wie in Abschnitt IV.A.2. beschrie-
ben, bestimmt. Die doppelstrangige Sequenz dieser cDNA, ihr Bereich, der mit der HCV-cDNA in Clon 81 tber-
lappt, und das von dem ORF codierte Polypeptid sind in Fig. 5 gezeigt.

[0235] Das OREF in Clon 36 ist im gleichen Leseraster wie das in Clon 81 codierte HCV-Antigen. So codieren
in Kombination die ORFs in den Clonen 36 und 81 ein Polypeptid, das einen Teil eines groRen HCV-Antigens
darstellt. Die Sequenz dieses vermutlichen HCV-Polypeptids und die doppelstrangige DNA-Sequenz, die es
codiert, die von den kombinierten ORFs der HCV-cDNAs der Clone 36 und 81 abgeleitet ist, ist in Fig. 6 ge-
zeigt.

[0236] IV.A.7 Nucleotidsequenzen der HCV-cDNA in Clon 32 Die Nucleotidsequenz der cDNA in Clon 32 wur-
de im wesentlichen, wie in Abschnitt IV.A2. bezuglich der Sequenz des Clons 5-1-1 beschrieben, bestimmt. Die
Sequenzdaten zeigten, dall die cDNA in dem rekombinanten Phagen von Clon 32 aus zwei verschiedenen
Quellen stammte. Ein Fragment der cDNA bestand aus 418 Nucleotiden, die von dem HCV-Genom abgeleitet
waren. Das andere Fragment bestand aus 172 Nucleotiden, die von dem Genom des Bacteriophagen MS2
abgeleitet waren, der als Trager wahrend der Herstellung der A-gt11-Plasma-cDNA-Bank verwendet worden
war.

[0237] Die Sequenz der cDNA in Clon 32, entsprechend der des HCV-Genoms, ist in Fig. 7 gezeigt. Der Be-
reich der Sequenzen, der mit der von Clon 81 Uberlappt, und das von dem ORF codierte Polypeptid sind eben-
falls in der Figur angegeben. Diese Sequenz enthalt einen kontinuierlichen ORF, der im gleichen Leseraster
wie das von Clon 81 codierte HCV-Antigen ist.

IV.A.8. Isolierung von mit cDNA in Clon 36 tberlappender HCV-cDNA

[0238] Die Isolierung der HCV-cDNA-Sequenzen stromaufwarts derer, die mit denen in der Clon 36-cDNA
Uberlappen, wurde wie in Abschnitt IV.A.S. fir diejenigen beschrieben, die mit der Clon 81-cDNA Uberlappen,
durchgefiihrt, ausgenommen, daf das synthetische Polynucleotid auf der 5'-Region von Clon 36 beruhte. Die
Sequenz des zum Absuchen verwendeten synthetischer. Polynucleotids lautete:

5' AAG CCA CCG TGT GCG CTA GGG CTG AAG CCC 3

[0239] Etwa einer von 50000 Clonen hybridisierte mit der Sonde. Der isolierte gereinigte Clon des rekombi-
nanten Phagen, der die cDNA, die mit dieser Sequenz hybridisierte, enthielt, wurde als Clon 35 bezeichnet.

IV.A.9. Nucleotidsequenz der HCV-cDNA in Clon 35

[0240] Die Nucleotidsequenz der cDNA in Clon 35 wurde im wesentlichen, wie in Abschnitt IV.A.2. beschrie-
ben, bestimmt. Die Sequenz, ihr Bereich, der mit der cDNA in Clon 36 Uberlappt, und das vermutliche davon
codierte Polypeptid sind in Fig. 8 gezeigt.

[0241] Clon 35 enthalt offensichtlich einen einzelnen kontinuierlichen ORF, der ein Polypeptid im gleichen Le-
seraster wie das, das von Clon 36, Clon 81 und Clon 32 codiert wird, codiert. Die Fig. 9 zeigt die Sequenz des
langen kontinuierlichen ORFs, der sich durch die Clone 35, 36, 81 und 32 erstreckt, zusammen mit dem ver-
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mutlichen davon codierten HCV-Polypeptid. Diese kombinierte Sequenz wurde unter Verwendung anderer un-
abhangiger cDNA-Clone, abgeleitet von der gleichen A-gt11-cDNA-Bank, bestatigt.

IV.A.10. Isolierung von mit cDNA in Clon 35 Uberlappender HCV-cDNA

[0242] Die Isolierung der HCV-cDNA-Sequenzen stromaufwarts derjenigen in der Clon 35-cDNA, die mit die-
ser Uberlappen, wurde, wie in Abschnitt IV.A.8. fur diejenigen beschrieben, die mit der Clon 36-cDNA Uberlap-
pen, durchgefihrt, ausgenommen, dal® das synthetische Polynucleotid auf dem 5'-Bereich von Clon 35 beruh-
te. Die Sequenz des zum Absuchen verwendeten synthetischen Polynucleotids lautete:

5' CAG GAT GCT GTC TCC CGC ACT CAA CGT 3

[0243] Etwa einer aus 50000 Clonen hybridisierte mit der Sonde. Der isolierte, gereinigte Clon des rekombi-
nanten Phagen, der cDNA enthielt, die mit dieser Sequenz hybridisierte, wurde als Clon 37b bezeichnet.

IV.A.11. Nucleotidsequenz von HCV in Clon 37b

[0244] Die Nucleotidsequenz der cDNA in Clon 37b wurde im wesentlichen, wie in Abschnitt IV.A.2. beschrie-
ben, bestimmt. Die Sequenz, ihr mit der cDNA in Clon 35 tUberlappender Bereich und das vermutliche, davon
codierte Polypeptid, sind in Fig. 10 gezeigt.

[0245] Das 5'-terminale Nucleotid von Clon 35 ist ein T, wohingegen das entsprechende Nucleotid in CLon
37b ein A ist. Die cDNAs aus drei anderen unabhangigen Clonen, die wahrend des Isolierungsverfahrens von
Clon 37b, wie in Abschnitt IV.A.10. beschrieben, isoliert wurden, wurden ebenfalls sequenziert. Die cDNAs aus
diesen Clonen enthalten auch ein A an dieser Position. So kann das 5'-terminale T in Clon 35 ein Artefakt des
Clonierungsverfahrens sein. Es ist bekannt, dal3 Artefakte oft an den 5'-terminalen Enden der cDNA-Molekiile
auftreten.

[0246] Der Clon 37b enthalt offensichtlich ein kontinuierliches ORF, das ein Polypeptid codiert, das eine Fort-
setzung des von dem ORF codierten Polypeptids ist, das sich durch die Uberlappenden Clone 35, 36, 81 und
32 erstreckt.

IV.A.12. Isolierung der mit der cDNA in Clon 32 tberlappenden HCV-cDNA

[0247] Die Isolierung der HCV-cDNA-Sequenzen stromabwarts von Clon 32 wurde wie folgt durchgefuhrt. Zu-
erst wurde der Clon cla unter Verwendung einer synthetischen Hybridisierungssonde, die auf der Nucleotidse-
quenz der HCV-cDNA-Sequenz in Clon 32 beruhte, isoliert. Das Verfahren war im wesentlichen das in Ab-
schnitt IV.A.5 beschriebene, ausgenommen, dal’ die Sequenz der synthetischen Sonde lautete:

5' AGT GCA GTG GAT GAA CCG GCT GAT AGC CTT 3.

[0248] Unter Verwendung der Nucleotidsequenz aus Clon cla wurde ein anderes synthetisches Nucleotid
synthetisiert, das die Sequenz

3 TCC TGA ((C GAC TGC ACC AGT GGA TAA GCT 3,

hatte. Das Absuchen der A-gt11-Bank unter Verwendung der von Clon cla abgeleiteten Sequenz als Sonde er-
gab etwa eine aus 50000 positiven Kolonien. Ein isolierter, gereinigter Clon, der mit dieser Sonde hybridisierte,
wurde als Clon 33b bezeichnet.

IV.A.13. Nucleotidsequenz der HCV-cDNA in Clon 33b

[0249] Die Nucleotidsequenz der cDNA in Clon 33b wurde im wesentlichen, wie in Abschnitt IV.A.2. beschrie-
ben, bestimmt.

[0250] Die Sequenz, der mit der cDNA in Clon 32 (iberlappende Bereich und das vermutliche, davon codierte
Polypeptid sind in Fig. 11 gezeigt.

[0251] Clon 33b enthalt offensichtlich ein kontinuierliches ORF, das eine Extension der ORFs in den Uberlap-
penden Clonen 37b, 35, 36, 81 und 32 ist. Das von Clon 33b codierte Polypeptid ist im gleichen Leseraster wie
das, das von dem ausgedehnten ORF dieser lberlappenden Clone codiert wird.

IV.A.14. Isolierung von mit der cDNA des Clons 37b und der cDNA des Clons 33b tberlappenden HCV-cDNAs

[0252] Um HCV-cDNAs, die mit den cDNAs in Clon 37b und Clon 33b Uberlappen, zu isolieren, wurden die
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folgenden synthetischen Oligonucleotidsonden, die von den cDNAs dieser Clone abgeleitet waren, verwendet,
um die A-gt11-Bank abzusuchen, wobei im wesentlichen das in Abschnitt IV.A.3. beschriebene Verfahren ver-
wendet wurde. Die verwendeten Sonden waren:

5' CAG GAT GCT GTC TCC CGC ACT CAA CGT C 3

und

5' TCC TGA GGC GAC TGC ACC AGT GGA TAA GCT 3

um Kolonien nachzuweisen, die HCV-cDNA-Sequenzen enthalten, die mit denen der Clone 37b bzw. 33b Gber-
lappen. Etwa eine aus 50000 Kolonien wurde mit jeder Sonde nachgewiesen. Ein Clon, der cDNA enthielt, die
stromaufwarts der cDNA in Clon 37b war und damit tiberlappte, wurde als Clon 40b bezeichnet. Ein Clon, der
cDNA enthielt, die stromabwarts der cDNA von Clon 33b war und damit tGberlappte, wurde als Clon 25c be-
zeichnet.

IV.A.15. Nucleotidsequenzen der HCV-cDNA in Clon 40b und in Clon 25¢

[0253] Die Nucleotidsequenzen der cDNAs in Clon 40b und in Clon 25¢ wurden im wesentlichen, wie in Ab-
schnitt IV.A.2. beschrieben, bestimmt. Die Sequenzen von 40b und 25c, ihre Bereiche, die mit den cDNAs der
Clone 37b und 33b uberlappten und die vermutlichen, davon codierten Polypeptide sind in Fig. 12 (Clon 40b)
und in Fig. 13 (Clon 25c) gezeigt.

[0254] Das 5'-terminale Nucleotid von Clon 40b ist ein G. Jedoch wurden cDNAs aus flinf anderen unabhan-
gigen Clonen, die wahrend des Isolierungsverfahrens von Clon 40b, das in Abschnitt IV.A.14. beschrieben ist,
isoliert wurden, ebenfalls sequenziert. Die cDNAs aus diesen Clonen enthalten ebenfalls ein T in dieser Posi-
tion. So kann G ein Clonierungsartefakt darstellen (vergleiche die Diskussion in Abschnitt IV.A.11.).

[0255] Der 5'-Terminus von Clon 25c ist ACT, aber die Sequenz dieses Bereichs in Clon cla (Sequenz nicht
gezeigt) und in Clon 33b ist TCA. Dieser Unterschied kann auch ein Clonierungsartefakt darstellen, ebenso
wie die 28 zusatzlichen 5'-terminalen Nucleotide in Clon 5-1-1.

[0256] Die Clone 40b und 25c enthalten offensichtlich je einen ORF, der eine Extension des kontinuierlichen
ORFs in den zuvor sequenzierten Clonen ist. Die Nucleotidsequenz des ORFs, das sich durch die Clone 40b,
37b, 35, 36, 81, 32, 33b und 25c erstreckt und die Aminosauresequenz des vermutlichen, davon codierten Po-
lypeptids sind in Fig. 14 gezeigt. In dieser Figur wurden mdgliche Artefakte von der Sequenz weggelassen,
und stattdessen sind die entsprechenden Sequenzen der nicht-5'-terminalen Bereiche der mehrfach tberlap-
penden Clone gezeigt.

IV.A.16. Herstellung einer zusammengesetzten HCV-cDNA aus der cDNAs in den Clonen 36, 81 und 32

[0257] Die zusammengesetzte HCV-cDNA, C100, wurde wie folgt konstruiert. Zuerst wurden die cDNAs aus
den Clonen 36, 81 und 32 mit EcoRI herausgeschnitten. Dann wurde das EcoRI-Fragment der cDNA aus je-
dem Clon individuell in die EcoRI-Spaltstelle des Vektors pGEM3-Blue (Promega Biotec) cloniert. Die so erhal-
tenen rekombinanten Vektoren, die die cDNAs aus den Clonen 36, 81 und 32 enthielten, wurden als
pGEMS3-Blue/36, pGEM3-Blue/81 bzw. pGEM3-Blue/32 bezeichnet. Die geeignet orientierte Rekombinante
von pGEm3-Blue/81 wurde mit Nael und Narl gespalten, und das groRe Fragment (= 2850 bp) wurde gereinigt
und mit dem kleinen gereinigten Nael/Narl-Restriktionsfragment (= 570 bp) aus pGEM3-Blue/36 ligiert. Dieser
Verbund der cDNAs aus den Clonen 36 und 81 wurde verwendet, um einen anderen pGEM3-Blue-Vektor, der
das kontinuierliche HCV-ORF enthalt, das in der Uberlappenden cDNA in diesen Clonen enthalten ist, zu er-
zeugen. Dieses neue Plasmid wurde dann mit Pvull und EcoRI gespalten, wodurch ein Fragment von etwa
680 by freigesetzt wurde, das dann mit dem kleinen Pvull/EcoRI-Fragment (580 bp), das aus dem geeignet
orientierten pGEM3-Blue/32-Plasmid isoliert worden war, ligiert, und die zusammengesetzte cDNA aus den
Clonen 36, 81 und 32 wurde in den durch EcoRlI linearisierten Vektor pSODcf1, der in Abschnitt IV.B.1 be-
schrieben ist und der zur Expression des Clons 5-1-1 in Bakterien verwendet wurde, ligiert. Rekombinanten,
die das = 1270 bp EcoRI-Fragment der zusammengesetzten HCV-cDNA (C100) enthielten, wurden selektiert,
und die cDNA aus den Plasmiden wurde mit EcoRI herausgeschnitten und gereinigt.

IV.A.17. Isolierung und Nucleotidsequenzen der HCV-cDNAs in den Clonen 14i 11b, 7f, 7e, 8h, 33c, 14c, 8f,
33f, 33a und 39c

[0258] Die HCV-cDNAs in den Clonen 14i, 11b, 7f, 7e, 8h, 33c, 14c, 8f, 33f, 33g und 39c wurden nach der
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Technik zur Isolierung Uberlappender cDNA-Fragmente aus der A-gt11-Bank der HCV-cDNAs, wie in Abschnitt
IV.A.1. beschrieben, isoliert. Die verwendete Technik entsprach im wesentlichen der in Abschnitt IV.A.3. be-
schriebenen, ausgenommen, dal} die verwendeten Sonden aus der Nucleotidsequenz der zuletzt isolierten
Clone von dem 5'- und dem 3'-Ende der kombinierten HCV-Sequenzen entwickelt wurden. Die Haufigkeit der
Clone, die mit den nachstehend beschriebenen Sonden hybridisierten, betrug etwa eine aus 50000 in jedem
Fall.

[0259] Die Nucleotidsequenzen der HCV-cDNAs in den Clonen 14i, 7f, 7e, 8h, 33c, 14c, 8f, 33f, 33g und 39¢
wurden im wesentlichen, wie in Abschnitt IV.A.2. beschrieben, bestimmt, ausgenommen, dal} die aus diesen
Phagen herausgeschnittene cDNA durch die cDNA, die aus Clon 5-1-1 isoliert worden war, ersetzt wurde.
[0260] Clon 33c wurde unter Verwendung einer Hybridisierungssonde auf der Basis der Nucleotidsequenz in
Clon 40b isoliert. Die Nucleotidsequenz von Clon 40b ist in Fig. 12 dargestellt. Die Nucleotidsequenz der zur
Isolierung von 33c¢ verwendeten Sonde war:

5' ATC AGG ACC GGG GTG AGA ACA ATT ACC ACT 3

[0261] Die Sequenz der HCV-cDNA in Clon 33c und die Uberlappung mit der in Clon 40b ist in Fig. 15 gezeigt,
die auch die davon codierten Aminosauren zeigt.

[0262] Clon 8h wurde unter Verwendung einer Sonde auf der Basis der Nucleotidsequenz in Clon 33c isoliert.
Die Nucleotidsequenz der Sonde lautete:

5' AGA GAC AAC CAT GAG GTC CCC GGT GTT C 3'.

[0263] Die Sequenz der HCV-cDNA in Clon 8h und die Uberlappung mit der von Clon 33¢ und die davon co-
dierten Aminoséauren sind in Fig. 16 gezeigt.

[0264] Clon 7e wurde mit einer Sonde auf der Basis der Nucleotidsequenz in Clon 8h isoliert. Die Nucleotid-
sequenz der Sonde lautete:

S* TCG GAC CTT TAC CTG GTC ACG AGG Ccac 3¢

[0265] Die Sequenz der HCV-cDNA in Clon 7e, die Uberlappung, mit Clon 8h und die davon codierten Ami-
nosauren sind in Fig. 17 gezeigt.

[0266] Clon 14c wurde mit einer Sonde auf der Basis der Nucleotidsequenz in Clon 25c¢ isoliert. Die Sequenz
von Clon 25c ist in Fig. 13 gezeigt. Die Sonde zur Isolierung von Clon 14c hatte die Sequenz:

5' ACC TTC CCC ATT AAT GCC TAC ACC ACG GGC 3¢

[0267] Die Sequenz der HCV-cDNA in Clon 14c, ihre Uberlappung mit der von Clon 25¢ und die davon co-
dierten Aminosauren sind in Fig. 18 gezeigt.

[0268] Clon 8f wurde mit einer Sonde auf der Basis der Nucleotidsequenz von Clon 14c isoliert. Die Nucleo-
tidsequenz der Sonde lautete:

5' TCC ATC TCT CAA GGC AAC TTG: CAC CGC TaAaa 3.

[0269] Die Sequenz der HCV-cDNA in Clon 8f, ihre Uberlappung mit der von Clon 14c¢ und die davon codier-
ten Aminosauren sind in Fig. 19 gezeigt.

[0270] Clon 33f wurde unter Verwendung einer Sonde auf der Basis der in Clon 8f vorhandenen Nucleotidse-
quenz isoliert. Die Nucleotidsequenz der Sonde lautete:

5' TCC ATG GCT GTC CGC TTC CAC CTC CAA AGT 3'.

[0271] Die Sequenz der HCV-cDNA von Clon 33f, deren Uberlappung mit der von Clon 8f und die dadurch
codierten Amincsauren sind in Fig. 20 gezeigt.
[0272] Clon 33g wurde unter Verwendung einer Sonde auf der Basis der Nucleotidsequenz von Clon 33f iso-
liert. Die Nucleotidsequenz der Sonde lautete:

5' GCG ACA ATA CGA CAA CAT CCT CTG AGC CCG 3'.

[0273] Die Sequenz der HCV-cDNA von Clon 33g, deren Uberlappung mit der von Clon 33f und die davon
codierten Aminoséauren sind in Fig. 21 gezeigt.

[0274] Clon 7f wurde unter Verwendung einer Sonde auf der Basis der Nucleotidsequenz von Clon 7e isoliert.
Die Nucleotidsequenz der Sonde lautete:

5' AGC AGA CAA GGG GCC TCC TAG GGT GCA TAA T 3'.

[0275] Die Sequenz der HCV-cDNA von Clon 7f, deren Uberlappung mit Clon 7e und die davon codierten
Aminosauren sind in Fig. 22 gezeigt.

33/136



DE 38 86 363 T3 2004.09.09

[0276] Clon 11b wurde unter Verwendung einer Sonde auf der Basis der Sequenz von Clon 7f isoliert. Die
Nucleotidsequenz der Sonde lautete:

5' CAC CTA TGT TTA TAA CCA TCT CAC TCC TCT 3@,

[0277] Die Sequenz der HCV-cDNA in Clon 11b, deren Uberlappung mit Clon 7f und die davon codierten Ami-
nosauren sind in Fig. 23 gezeigt.

[0278] Clon 14i wurde unter Verwendung einer Sonde auf der Basis der Nucleotidsequenz von Clon 11b iso-
liert. Die Nucleotidsequenz der Sonde lautete:

5' CTC TGT CAC CAT ATT ACA AGC GCT ATA TCA 3'.

[0279] Die Sequenz der HCV-cDNA von Clon 14i, deren Uberlappung mit 11b und die davon codierten Ami-
nosauren sind in Fig. 24 gezeigt.

[0280] Clon 39c wurde unter Verwendung einer Sonde auf der Basis der Nucleotidsequenz von Clon 33g iso-
liert. Die Nucleotidsequenz der Sonde lautete:

5' CTC GTT GCT ACG TCA CCA CAA TTT GGT GTa 3.

[0281] Die Sequenz der HCV-cDNA in Clon 39c, deren Uberlappung mit Clon 33g und die davon codierten
Aminosauren sind in Fig. 25 gezeigt.

IV.A.18. Uusammenaesetzte HCV-cDNA-Sequenz abgeleitet von den isolierten Clonen, die HCV-cDNA enthal-
ten

[0282] Die HCV-cDNA-Sequenzen in den isolierten Clonen, die vorstehend beschrieben wurden, wurden aus-
gerichtet, um eine zusammengesetzte HCV-cDNA-Sequenz zu schaffen. Die isolierten Clone, die in der
5'-3'-Richtung ausgerichtet sind, sind: 14i, 7f, 7e, 8h, 33c, 40b, 37b, 35, 36, 81, 32, 33b, 25¢, 14c, 8f, 33f, 33g
und 39c.

[0283] Eine zusammengesetzte HCV-cDNA-Sequenz, abgeleitet von den isolierten Clonen, und die davon
codierten Aminoséauren sind in Fig. 2b gezeigt.

[0284] Bei der Schaffung der zusammengesetzten Sequenz wurden die folgenden Sequenzheterogenitaten
berucksichtigt. Clon 33c enthalt eine HCV-cDNA von 800 Basenpaaren, die mit den cDNAs in den Clonen 40b
und 37c¢ Uberlappen. In Clon 33c, ebenso wie in flinf anderen Gberlappenden Clonen, ist das Nucleotid #789
ein G. Jedoch ist in Clon 37b (siehe Abschnitt IV.A.11.) das entsprechende Nucleotid ein A. Dieser Sequenz-
unterschied erzeugt eine offensichtliche Heterogenitat in den davon codierten Aminosauren, die entweder CYS
oder TYR fur G bzw. A sein wurden. Diese Heterogenitat kann wichtige weitere Folgen hinsichtlich der Prote-
infaltung besitzen.

[0285] Der Nucleotidrest #2 in der HCV-cDNA von Clon 8h ist ein T. Jedoch ist, wie nachstehend gezeigt, der
entsprechende Rest in Clon 7e ein A. Ferner findet sich ein A in dieser Position auch in drei anderen isolierten,
Uberlappenden Clonen. So kann der T-Test in Clon 8h ein Clonierungsartefakt darstellen. Daher wird in Fig. 26
der Rest in dieser Position als A bezeichnet.

[0286] Das 3'-terminale Nucleotid in der HCV-cDNA von Clon 8f ist ein G. Jedoch ist der entsprechende Rest
in Clon 33f und in zwei anderen Uberlappenden Clonen ein T. Daher ist in Fig. 26 der Rest in dieser Position
als T bezeichnet.

[0287] Die 3'-terminale Sequenz in der HCV-cDNA von Clon 33fist TTGC. Jedoch ist die entsprechende Se-
quenz in Clon 33g und in zwei anderen Uberlappenden Clonen ATTC. Daher ist in Fig. 26 der entsprechende
Bereich als ATTC dargestellt.

[0288] Der Nucleotidrest #4 in der HCV-cDNA von Clon 33g ist ein T. Jedoch ist in Clon 33f und zwei anderen
Uberlappenden Clonen der entsprechende Rest ein A. Daher ist in Fig. 26 der entsprechende Rest als A be-
zeichnet.

[0289] Der 3'-Terminus von Clon 14i ist ein AA, wohingegen das entsprechende Dinucleotid in Clon 11b und
in drei anderen Clonen TA ist. Daher ist in Fig. 26 der TA-Rest dargestellt.

[0290] Die Lésung der anderen Sequenzheterogenitaten ist vorstehend diskutiert.

[0291] Eine Untersuchung der zusammengesetzten HCV-cDNA zeigt, dal sie ein groles ORF enthalt. Dies
legt nahe, daf} das virale Genom in ein grof3es Polypeptid translatiert wird, das begleitend mit oder anschlie-
Rend an die Translation prozessiert wird.

IV.A.19. Isolierung und Nucleotidsequenzen der HCV-cDNAs in den Clonen 12f, 35f, 19q, 26q und 15e
[0292] Die HCV-cDNAs in den Clonen 12f, 35f, 19g, 26g und 15e wurden im wesentlichen nach der in Ab-

schnitt IV.A.17. beschriebenen Technik isoliert, ausgenommen, daf} die Sonden, wie nachstehend angegeben,
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lauteten. Die Haufigkeit der Clone, die mit den Sonden hybridisierten, betrug etwa 1 aus 50000 in jedem Fall.
Die Nucleotidsequenzen der HCV-cDNAs in diesen Clonen wurden im wesentlichen, wie in Abschnitt IV.A.2.
beschrieben, bestimmt, auler dafk die cDNA der angegebenen Clone durch die aus Clon 5-1-1 isolierte cDNA
ersetzt wurde.

[0293] Die Isolierung von Clon 12f, der cDNA stromaufwarts der HCV-cDNA in Fig. 26 enthalt, wurde unter
Verwendung einer Hybridisierungssonde, basierend auf der Sequenz der Nucleotide in Clon 14i, durchgefihrt.
Die Nucleotidsequenz der Sonde lautete:

5 TGC TTG TGG ATG ATG CTA CTC ATA TCC CAA 3'.

[0294] Die HCV-cDNA-Sequenz von Clon 12f, deren Uberlappung mit Clon 14i und die davon codierten Ami-
nosauren sind in Fig. 27 gezeigt.

[0295] Die Isolierung von Clon 35f, der cDNR stromabwarts der HCV-cDNA in Fig. 26 enthalt, wurde unter
Verwendung einer Hybridisierungssonde auf der Basis der Sequenz der Nucleotide in Clon 39¢ durchgefihrt.
Die Nucleotidsequenz der Sonde lautete:

5' AGC AGC GGC GTC AAARA AGT GAA GGC TaA CTT 3.

[0296] Die Sequenz des Clons 35f, deren Uberlappung mit der Sequenz von Clon 39¢ und die davon codier-
ten Aminosauren sind in Fig. 28 gezeigt.

[0297] Die Isolierung von Clon 19g wurde unter Verwendung einer Hybridisierungssonde auf der Basis der
3'-Sequenz von Clon 35f durchgefiihrt. die Nucleotidsequenz der Sonde lautete:

5' TTC TCG TAT GAT ACC CGC TGC TTT GAC TCC 3.

[0298] Die HCV-cDNA-Sequenz von Clon 19g, deren Uberlappung mit der Sequenz von Clon 35f und die da-
von codierten Aminosauren sind in Fig. 29 gezeigt.

[0299] Die Isolierung von Clon 26g wurde unter Verwendung einer Hybridisierungssonde auf der Basis der
3'-Sequenz von Clon 19g durchgefuhrt. Die Nucleotidsequenz der Sonde lautete:

S' TGT GTG GCG ALG ACT TAG TCG TTA TCT GTG 3°'.

[0300] Die HCV-cDNA-Sequenz von Clon 26g, deren Uberlappung mit der Sequenz von Clon 19g und die da-
von codierten Aminosauren sind in Fig. 30 gezeigt.

[0301] Clon 15e wurde unter Verwendung einer Hybridisierungssonde auf der Basis der 3'-Sequenz von Clon
269 isoliert. Die Nucleotidsequenz der Sonde lautete:

5' CAC ACT CCA GTC AAT TCC TGG CTA GGC AAC 3.

[0302] Die HCV-cDNA-Sequenz von Clon 15e, deren Uberlappung mit der Sequenz von Clon 26g und die da-
von codierten Aminosauren sind in Fig. 31 gezeigt.

[0303] Die in diesem Abschnitt beschriebenen Clone wurden bei der ATCC unter den in Abschnitt Il.A. be-
schriebenen Bedingungen hinterlegt und mit den folgenden Hinterlegungs-Nr. versehen.

A-gtll ATCC Nr. Hinterlegungsdatum
Clon 12f 40514 10. Nov. 1988
Clon 35f 40511 10. Nov. 1988
Clon 15e 40513 10. Nov. 1988
Clon k9-1 40512 10. Nov. 1988

[0304] Die HCV-cDNA-Sequenzen der vorstehend beschriebenen, isolierten Clone wurden ausgerichtet, wo-
durch eine zusammengesetzte HCV-cDNA-Sequenz gebildet wurde. Die isolierten Clone, die in der 5'-3'-Rich-
tung ausgerichtet sind, sind 12f, 14i, 7f, 7e, 8h, 33c, 40b, 37b, 35, 36, 81, 32, 33b, 25c, 14c, 8f, 33f, 33g, 39c,
35f, 19g, 26g und 15e.

[0305] Eine zusammengesetzte HCV-cDNA-Sequenz, abgeleitet von den isolierten Clonen und die davon co-
dierten Aminosauren sind in Fig. 32 gezeigt.

IV.A.20. Alternatives Verfahren zur Isolierung der cDNA-Sequenzen stromaufwarts der HCV-cDNA-Sequenz
in Clon 12f

[0306] Basierend auf der haufigsten 5-HCV-Sequenz in Fig. 32, die von der HCV-cDNA von Clon 12f abge-

leitet ist, werden kleine synthetische Oligonucleotid-Primer der reversen Transkriptase synthetisiert und ver-
wendet, um die entsprechende Sequenz der genomischen HCV-RNA zu binden, um die reverse Transkription
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der stromaufwarts liegenden Sequenzen zu initiieren. Die Primer-Sequenzen sind der bekannten 5'-terminalen
Sequenz von Clon 12f benachbart, aber ausreichend stromabwarts, um die Entwicklung der Sondensequen-
zen stromaufwarts der Primer-Sequenz zu ermdglichen, Bekannte Standardverfahren zur Initiierung und Clo-
nierung werden verwendet. Die so erhaltenen cDNA-Banken werden mit Sequenzen stromaufwarts der Start-
stellen (abgeleitet von der ermittelten Sequenz von Clon 12f) abgesucht. Die genomische HCV-RNA wird ent-
weder von Plasma- oder Leberproben von Schimpansen mit NANBH oder von analogen Proben von Men-
schen mit NANBH erhalten.

IV.A.21. Alternatives Verfahren unter Anfligung eines Schwanzes, um Sequenzen von dem 5'-terminalen Be-
reich des HCV-Genoms zu isolieren

[0307] Um die auReren 5'-terminalen Sequenzen des HCV-RNA-Genoms zu isolieren, wird das cDNA-Pro-
dukt der ersten Runde der reversen Transkription, das mit Matrizen-RNA dupliziert ist, mit einem Oligo
C-Schwanz versehen. Dies wird durch Inkubieren des Produkts mit terminaler Transferase in Gegenwart von
CTP durchgefiihrt. Die zweite Runde der cDNA-Synthese, die die Komplementarsequenz des ersten cD-
NA-Stranges ergibt, wird unter Verwendung von Oligo-G als Primer fiir die reverse Transkriptase-Reaktion
durchgefiihrt. Die Quellen fir die genomische HCV-RNA sind in Abschnitt IV.A.20. beschrieben. Die Verfahren
zur Schwanzbildung mit terminaler Transferase und fur die reverse Transkriptasereaktionen sind wie in Mani-
atis et al. (1982) beschrieben. Die cDNA-Produkte werden dann cloniert, abgesucht und sequenziert.

IV.A.22. Alternatives Verfahren unter Anfligen eines Schwanzes um Sequenzen von dem 3'-terminalen Bereich
des HCV-Genoms zu isolieren

[0308] Diese Verfahren beruht auf friher verwendeten Verfahren zur Clonierung der cDNAs der Flavivi-
rus-RNA. Bei diesem Verfahren wird die RNA denaturierenden Bedingungen unterworfen, um die Sekundar-
strukturen an dem 3'-Terminus zu entfernen, und dann mit Poly-A-Polymerase unter Verwendung von rATP als
Substrat mit einem Schwanz versehen. Die reverse Transkription der mit einem Poly-A-Schwanz versehenen
RNA wird durch die reverse Transkriptase katalysiert, wobei Oligo-dT als Primer verwendet wird. Die zweiten
cDNA-Strange werden synthetisiert, die cDNA-Produkte cloniert, abgesucht und sequenziert.

IV.A.23. Bildung von A-gt11-HCV-cDNA-Banken, die gréfere cDNA-Insertionen enthalten

[0309] Das zur Bildung und zum Absuchen der A-gt11-Banken verwendete Verfahren istim wesentlichen, wie
in Abschnitt IV.A.1. beschrieben, aulRer, dal} die Bank aus einem Pool von cDNAs mit grofierer Grolke, die von
der Sepharose CL-4B-Saule eluierten, gebildet wird.

IV.A.24. Bildung von HCV-cDNA-Banken unter Verwendung synthetischer Oligomerer als Primer

[0310] Neue HCV-cDNA-Banken wurden aus der RNA, abgeleitet von dem Sammelplasma infektiéser Schim-
pansen, wie in Abschnitt IV.A.1. beschrieben, und aus der Poly A*-RNA-Traktion, abgeleitet von der Leber die-
ses infizierten Tieres, hergestellt. Die cDNA wurde im wesentlichen, wie von Gubler und Hoffman (1983) be-
schrieben, konstruiert, auler dal® die Primer fir die Synthese des ersten cDNA-Stranges zwei synthetische
Oligomere auf der Basis der Sequenz des vorstehend beschriebenen HCV-Genoms waren. Die Primer auf der
Basis der Sequenz von Clon 11b und 7e waren

5' CTG GCT TGA AGA ATC 3

bzw.

5'AGT TAG GCT GGT GAT TAT GC 3'.

[0311] Die so erhaltenen cDNAs wurden in A-Bakteriophagenvektoren cloniert und mit verschiedenen ande-
ren synthetischen Oligomeren, deren Sequenzen auf der HCV-Sequenz in Fig. 32 beruhten, abgesucht.

36/136



DE 38 86 363 T3 2004.09.09

IV.B. Expression der Polypeptide die von den HCV-cDNAS codiert werden und Identifizierung der Expressions-
produkte als HCV-induzierte Antigene

IV.B.1. Expression des von Clon 5-1-1 codierten Polypeptids

[0312] Das von Clon 5-1-1 codierte HCV-Polypeptid (vergleiche den vorstehenden Abschnitt IV.A.2.) wurde
als Fusionspolypeptid mit Superoxiddismutase (SOD) exprimiert. Dies wurde durch Subclonieren der cDNA-In-
sertion von Clon 5-1-1 in den Expressionsvektor pSODcf1 (Steimer et al (1986)) wie folgt durchgefihrt.
[0313] Zuerst wurde die aus pSODcf1 isolierte DNA mit BamHI und EcoR2 behandelt, und der folgende Lin-
ker wurde in die durch Restriktionsenzyme erzeugte lineare DNA ligiert:

5 GAT CCT GGA ATT CTG ATA A 3
3 GA CCT TAA GAC TAT TIT AA 5!

[0314] Nach dem Clonieren wurde das Plasmid, das die Insertion enthielt, isoliert.

[0315] Das Plasmid, das die Insertion enthielt, wurde mit EcoRI gespalten. Die HCV-cDNA-Insertion in Clon
5-1-1 wurde mit EcoRI herausgeschnitten und in diese durch EcoRI linearisierte Plasmid-DNA ligiert. Das
DNA-Gemisch wurde zur Transformation des E. coli-Stammes D1210 (Sadler et al. (1980)) verwendet. Rekom-
binanten mit der 5-1-1-cDNA in korrekter Orientierung zur Expression des ORFs, die in Fig. 1 gezeigt sind,
wurden durch Restriktionskartierung und Nucleotidsequenzierung identifiziert.

[0316] Die rekombiranten Bakterien aus einem Clon wurden zur Expression des SOD-NANB; , ,-Polypeptids
durch Zichten der Bakterien in Gegenwart von IPTG veranlaf3t.

IV.B.2. Expression des Polypeptids, das von Clon 81 codiert wurde

[0317] Die in Clon 81 enthaltene HCV-cDNA wurde als SOD-NANB,,-Fusionspolypeptid exprimiert. Das Ver-
fahren zur Herstellung des Vektors, der dieses Fusionspolypeptid codiert, war dem analog, das zur Bildung des
Vektors, der SOD-NANB, , , codiert, verwendet wurde, ausgenommen, daf die Quelle der HCV-cDNA Clon 81
war, der, wie in Abschnitt IV.A.3. beschrieben, isoliert wurde, und fiir den die cDNA-Sequenz, wie in Abschnitt
IV.A.4. beschrieben, bestimmt wurde. Die Nucleotidsequenz der HCV-cDNA in Clon 81 und die vermutliche
Aminosauresequenz des davon codierten Polypeptids sind in Fig. 4 gezeigt.

[0318] Die HCV-cDNA-Insertion in Clon 81 wurde mit EcoRI herausgeschnitten und in pSODcf1 ligiert, das
den Linker (vergleiche IV.B.1) enthielt und das durch Behandlung mit EcoRI linearisiert worden war. Das
DNA-Gemisch wurde zur Transformation des E. coli-Stammes D1210 verwendet. Rekombinanten mit der
HCV-cDNA von Clon 81 in der korrekten Orientierung zur Expression des ORFs, die in Fig. 4 gezeigt sind, wur-
den durch Restriktionskartierung und Nucleotidsequenzierung identifiziert.

[0319] Die rekombinanten Bakterien aus einem Clon wurden zur Expression des SOD-NANB,,-Polypeptids
durch Zichten der Bakterien in Gegenwart von IPTG veranlaft.

IV.B.3. Identifizierung des Polypeptids, das von Clon 5-1-1 codiert ist, als HCV- und NANBH-assoziiertes An-
tigen

[0320] Das von der HCV-cDNA des Clons 5-1-1 codierte Polypeptid wurde als ein NANBH-assoziiertes Anti-
gen identifiziert, indem gezeigt wurde, daf} Seren von Schimpansen und Menschen, die mit NANBH infiziert
waren, immunologisch mit dem Fusionspolypeptid SOD-NANB, , , reagierten, das aus Superoxiddismutase an
dessen N-terminalem Ende und dem 5-1-1-Antigen im Leseraster an dessen C-terminalem Ende besteht. Dies
wurde durch "Western"-Blotting (Towbin et al. (1979)) wie folgt durchgefiihrt.

[0321] Ein rekombinanter Stamm von Bakterien, die mit einem Expressionsvektor transformiert waren, der
das SOD-NANB, , ,-Polypeptid codiert, das in Abschnitt IV.B.1. beschrieben ist, wurde zur Expression des Fu-
sionspolypeptids durch Zichten in Gegenwart von IPTG veranlal3t. Das Gesamtbakterienlysat wurde einer
Elektrophorese auf Polyacrylamidgel in Gegenwart von SDS gemaf Laemmli (1970) unterworfen. Die getrenn-
ten Polypeptide wurden auf Nitrocellulosefilter (Towbin et al. (1979)) Gberfuhrt. Die Filter wurden dann in diinne
Streifen geschnitten, und die Streifen wurden getrennt mit verschiedenen Schimpansen- und Mensch-Seren
inkubiert. Die gebundenen Antikdrper wurden durch weitere Inkubation mit '?°l-markiertem Schaf-An-
ti-Mensch-lg, wie in Abschnitt IV.A.1. beschrieben, nachgewiesen.

[0322] Die Charakterisierung der Schimpansenseren, die fiir die Western-Blots verwendet wurden, und die
Ergebnisse, die in den Fotos der Autoradiographiestreifen gezeigt sind, sind in Fig. 33 dargestellt. Nitrocellu-
losestreifen, die Polypeptide enthielten, wurden mit Seren inkubiert, die von Schimpansen zu verschiedenen
Zeiten wahrend akuter NANBH-Infektionen (Hutchinson-Strain) (Bahnen 1-16), Hepatitis A-Infektionen (Bah-
nen 17-24 und 26-33) und Hepatitis B-Infektionen (Bahnen 34-44) abgeleitet sind. Die Bahnen 25 und 45 zeig-
ten positive Kontrollen, bei denen die Immunblots mit Serum aus dem Patienten, der zur Identifizierung des
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rekombinanten Clons 5-1-1 im urspringlichen Absuchen der A-gt11-cDNA-Bank (vergleiche Abschnitt IV.A.1.)
verwendet wurde, inkubiert wurden.

[0323] Die in den Kontrollbahnen 25 und 45 in Fig. 23 sichtbare Bande zeigt die Bindung der Antikdrper an
die NANB, , ,-Einheit des SOD-Fusionspolypeptids. Diese Antikdrper zeigen keine Bindung gegenlber SOD
allein, da dies auch als negative Kontrolle in diesen Proben enthalten war und als Bande, die signifikant schnel-
ler als das SOD-NANB,_, ,-Fusionspolypeptid wanderte, erschienen ware.

[0324] Die Bahnen 1-16 von Fig. 33 zeigen die Bindung der Antikérper in Serumproben von vier Schimpan-
sen. Die Seren wurden kurz vor der Infektion mit NANBH und nach und nach wahrend der akuten Infektion
erhalten. Wie aus der Figur hervorgeht, induzierten alle vier Tiere schlieRlich zirkulierende Antikdrper gegen
dieses Polypeptid wahrend des letzten Teils von oder nach der akuten Phase, wahrend Antikérper, die immu-
nologisch mit dem SOD-NANB,_, ,-Polypeptid reagierten, in den Serumproben fehlten, die vor der Verabrei-
chung des infektiosen HCV-Inoculums und wahrend der friihen akuten Phase der Infektion erhalten wurden.
Zusatzliche Banden, die auf den Immunblots bei den Schimpansen Nr. 3 und 4 beobachtet wurden, waren auf
die Hintergrundbindung an bakterielle Proteine des Wirts zurtickzufiihren.

[0325] Im Gegensatz zu den Ergebnissen, die mit Seren von Schimpansen, die mit NANBH infiziert waren,
beobachtet wurden, wurde die Entwicklung von Antikérpern gegen die NANB,_, ,-Einheit des Fusionspolypep-
tids bei vier Schimpansen, die mit HAV infiziert waren, oder drei Schimpansen, die mit HBV infiziert waren, nicht
beobachtet. Die einzige Bindung in diesen Fallen war die Hintergrundbindung an die bakteriellen Proteine des
Wirts, die auch in den HCV-infizierten Proben auftrat.

[0326] Die Charakterisierung der fiir die Western-Blots verwendeten Humanseren und die Ergebnisse, die in
dem Foto der Autoradiographiestreifen gezeigt sind, sind in Fig. 34 dargestellt. Nitrocellulosestreifen, die Po-
lypeptide enthalten, wurden mit zu verschiedenen Zeiten wahrend Infektionen mit NANBH (Bahnen 1-21), HAV
(Bahnen 33-40) und HBV (Bahnen (41-49) erhaltenen Seren von Menschen inkubiert. Die Bahnen 25 und 50
zeigen positive Kontrollen, in denen die Immunblots mit Serum von dem Patienten, das fiir das urspriingliche
Absuchen der A-gt11-Bank verwendet wurde, wie vorstehend beschrieben, inkubiert wurden. Die Bahnen
22-24 und 26-32 zeigen "nicht-infizierte" Kontrollen, in denen die Seren von "normalen" Blutspendern stam-
men.

[0327] Wie aus Fig. 34 hervorgeht, enthielten die Seren von neun NANBH-Patienten, einschliellich des Se-
rums, das zum Absuchen der A-gt11-Bank verwendet wurde, Antikérper gegen die NANB; , ,-Einheit des Fusi-
onspolypeptids. Seren von diesen Patienten mit NANBH enthielten diese Antikdrper nicht. Es ist méglich, daf
die Anti-NANB;_,_,-Antikérper sich zu einem spéateren Zeitpunkt bei diesen Patienten entwickeln. Es ist auch
moglich, dal diese fehlende Reaktion von einem anderen NANBV-Erreger stammte, der die Ursache der Er-
krankung bei diesen Individuen ist, von denen das nichtansprechende Serums entnommen war.

[0328] Die Fig. 34 zeigt auch, dal Seren von vielen Patienten, die mit HAV und HBV infiziert waren, keine
Anti-NANB; ,_,-Antik6rper enthielten, und daf diese Antikérper auch in Seren von "normalen” Kontrollen nicht
vorhanden waren. Obwohl ein HAV-Patient (Bahn 36) anscheinend Anti-NANB,_, ,-Antikérper enthalt, ist es
moglich, dal} dieser Patient zuvor mit HCV infiziert worden war, da das Auftreten von NANBH sehr haufig ist,
und da es oft subklinisch ist.

[0329] Die serologischen Studien zeigen, daf’ die cDNA in Clon 5-1-1 Epitope codiert, die spezifisch von Se-
ren von Patienten und Tieren, die mit BB-NANBYV infiziert waren, erkannt werden. Zusatzlich scheint die cDNA
nicht von dem Primatengenom abgeleitet zu sein. Eine Hybridisierungsonde von Clon 5-1-1 oder von Clon 81
hybridisierte nicht mit "Southern"-Blots von zur Kontrolle verwendeter genomischer DNA von Menschen und
Schimpansen, die nicht infiziert waren, unter Bedingungen, unter denen einzigartige, in einer Kopie vorhande-
ne Gene nachweisbar sind. Diese Sonden hybrisierten nicht mit Southern-Blots von zur Kontrolle verwendeter
genomischer DNA von Rindern.

IV.B.4. Expression des Polypeptids, das von einem zusammengesetzten Produkt der HCV-cDNAs in den Clo-
nen 36, 81 und 32 codiert wird

[0330] Das HCV-Polypeptid, das von dem ORF codiert wird, der sich durch die Clone 36, 81 und 32 erstreckt,
wurde als Fusionspolypeptid mit SOD exprimiert. Diese wurde durch Insertion der zusammengesetzten cDNA,
C100, in eine Expressionskassette, die das menschliche Superoxiddismutasegen enthalt, Insertion der Ex-
pressionskassette in einen Expressionsvektor der Hefe und Expression des Polypeptids in Hefe durchgefinhrt.
[0331] Eine Expressionskassette, die die zusammengesetzte C100-cDNA, abgeleitet von den Clonen 36, 81
und 32, enthielt, wurde durch Insertion des = 1270bp EcoRI-Fragments in die EcoRI-Spaltstelle des Vektors
pS3-56 (auch als pS356 bezeichnet), konstruiert, wodurch das Plasmid pS3-56C100 erhalten wurde. Die Kon-
struktion von C100 ist in dem vorstehenden Abschnitt IV.A.16 beschrieben.

[0332] Der Vektor pS3-56, der ein pBR322-Derivat ist, enthalt eine Expressionskassette, die aus dem
ADH1/GAPDH-Hybrid-Hefepromotor stromaufwarts des menschlichen Superoxiddismutasegens und einem
stromabwarts liegenden GAPDH-Transkriptionsterminator besteht. Eine dhnliche Kassette, die diese Kontrol-
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lelemente und das Superoxiddismutasegen enthalt, wurde in Cousens et al. (1987) und in der anhangigen
EP-A 196 056, veroffentlicht am 1. Oktober 1986, die dem hier benannten Anmelder gehort, beschrieben. Die
Kassette in pS3-56 unterscheidet sich jedoch von der in Cousens et al. (1987) dahingehend, daf} das hetero-
loge Proinsulingen und das Immunglobulingelenk deletiert sind, und daf} auf Gin,, der Superoxiddismutase
eine Adaptorsequenz folgt, die eine EcoRI-Spaltstelle enthalt. Die Sequenz des Adaptors lautet:

S'-AAT TTG GGA ATT CCa TAA TGA G -3
AC CCT TAA GGT ATT ACT CAG CT

[0333] Die EcoRI-Spaltstelle ermdglicht die Insertion der heterologen Sequenzen, die bei Expression von ei-
nem Vektor, der die Kassette enthalt, Polypeptide ergeben, die an Superoxiddismutase Uber einen Oligopep-
tidlinker, der die Aminosauresequenz:

—asn-leu-gly-ile~-arg-

enthalt, fusioniert sind.

[0334] Eine Probe von pS356 wurde am 29. April 188 gemaf den Bedingungen des Budapester Vertrags bei
der American Type Culture Collection (ATCC), 12301 Parklawn Dr., Rockville, Maryland 20853, hinterlegt und
erhielt die Hinterlegungs-Nr. 67683. Die Bedingungen zur Verfligbarkeit und Zuganglichkeit der Hinterlegung
und zur Aufrechterhaltung der Hinterlegung sind diejenigen, die in Abschnitt Il.A. fir die Stamme, die NAN-
BV-cDNAs enthalten, ausgefiihrt sind. Diese Hinterlegung erfolgte aus Griinden der Zweckmafigkeit und ist
angesichts der ausfiihrlichen Beschreibung fiir die Durchfiihrung der Erfindung nicht erforderlich. Auf das hin-
terlegte Material wird hiermit Bezug genommen.

[0335] Nachdem Rekombinanten, die die C100-cDNA-Insertion in korrekter Orientierung enthalten, isoliert
wurden, wurde die Expressionskassette, die die C100-cDNA enthielt, aus pS3-56.,,, mit BamHI herausge-
schnitten, und ein Fragment von = 3400 bp, das die Kassette enthalt, wurde isoliert und gereinigt. Dieses Frag-
ment wurde dann in die BamHI-Spaltstelle des Hefevektors pAB24 insertiert.

[0336] Das Plasmid pAB24, dessen signifikante Eigenschaften in Fig. 35 gezeigt sind, ist ein Hefe-shut-
tle-vektor, der die vollstandige 2 yu-Sequenz zur Replikation (Broach (1981)) und pBR322-Sequenzen enthalt.
Er enthalt auch das URA3-Gen der Hefe, das von dem Plasmid YEp24 [Botstein et al. (1979)] abgeleitet ist
und das LEU%-Gen, das von dem Plasmid pC1/1 abgeleitet ist (EP-Verdffentlichungs-Nr. 116 201). Das Plas-
mid pAB24 wurde durch Spalten von YEp24 mit EcoRI und Religieren des Vektors unter Entfernung der 2
p-Teilsequenzen konstruiert. Das so erhaltene Plasmid YEP240RI wurde durch Spalten mit Clal linearisiert und
mit dem vollstandigen 2 py-Plasmid, daf? mit Clal linearisiert worden war, ligiert. Das so erhaltene Plasmid, pC-
Bou, wurde dann mit Xbal gespalten, und das 8605 bp lange Vektorfragment wurde Uber ein Gel isoliert. Die-
ses isolierte Xbal-Fragment wurde mit einem 4460 bp langen Xbal-Fragment, das das aus pC1/1 isolierte
LEU%-Gen enthielt, ligiert. Das LEU*-Gen ist in die gleiche Richtung orientiert wie das URA3-Gen. Die nsertion
der Expression erfolgt in der einzigen BamHI-Spaltstelle der pBR322-Sequenz, wodurch das Gen fir bakteri-
elle Tetracyclinresistenz unterbrochen wurde.

[0337] Das rekombinante Plasmid, das die SOD-C110-Expressionkassette enthielt, pAB24C100-3, wurde in
den Hefestamm JSC 308 ebenso wie in andere Hefestamme transformiert. Die Zellen wurden, wie von Hinnen
et al. (1978) beschrieben, transformiert und auf ura-selektive Platten plattiert. Die einzelnen Kolonien wurden
in leu-selektive Medien inokuliert und bis zur Sattigung geziichtet. Die Kultur wurde zur Expression des
SOD-C100-Polypeptids (als C100-3 bezeichnet) durch Wachstum in 1% Glucose enthaltendem YEP induziert.
[0338] Der Stamm JSC 308 gehoért dem Genotyp MAT@, leu2, ura3(del) DM15 (Gap/ADR1), welche an dem
ADR1-Locus integriert sind, an. In JSC 308 fiihrt die Uberexpression des Genprodukts des positiven Aktiva-
tors, ADR1, zur Hyperderepression (bezogen auf einen ADR1-Wildtyp als Kontrolle) und signifikant héheren
Ausbeuten der exprimierten heterologen Proteine, wenn solche Proteine tber ein ADH2-UAS-regulatorisches
System synthetisiert werden.

[0339] Eine JSC-308-Probe wurde am 5. Mai 1988 bei der ATCC gemal den Bedingungen des Budapester
Vertrags hinterlegt und erhielt die Hinterlegungs-Nr. 20879. Die Bedingungen fir die Verfigbarkeit und Zu-
ganglichkeit der Hinterlegung sind die gleichen, wie sie in Abschnitt II.A. fiir die Stamme, die HCV-cDNAs ent-
halten, aufgefiihrt wurden.

[0340] Das vollstandige C100-3-Fusionspolypeptid, das von pAB24C100-3 codiert wurde, sollte 154 Amina-
sauren von menschlicher SOD am Aminoterminus, 5 Aminosaurereste, abgeleitet von dem synthetischen Ad-
aptor, der die EcoRI-Spaltstelle enthalt, 363 Aminosaurreste, abgeleitet von der C100-cDNA und 5 carboxyl-
terminale Aminosauren, abgeleitet von der MS2-Nucleotidsequenz, welche sich an die HCV-cDNA-Sequenz in
Clon 32 anschlief3t (siehe Abschnitt IV.A.7.), enthalten. Die vermutliche Aminosauresequenz des Carboxylter-
minus dieses Polypeptids, welche mit dem vorletzten AlaRest von SOD beginnt, ist in Fig. 36 gezeigt. Eben-
falls gezeigt ist die Nucleotidsequenz, die diesen Teil des Polypeptids codiert.
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IV.B.5. Identifizierung des Polypeptids das von C100 als NANBH assoziiertes Antigen codiert wird

[0341] Das C100-3-Fusionspolypeptid, das von dem Plasmid pAB24C100-3 in dem Hefestamm JSC 308 ex-
primiert wurde, wurde hinsichtlich der GréRRe charakterisiert, und das von C100 codierte Polypeptid wurde als
ein NANBH-assoziiertes Antigen durch dessen immunologische Reaktivitat mit Serum von einem Menschen
mit chronischer NANBH identifiziert.

[0342] Das C100-3-Polypeptid, das, wie in Abschnitt IV.B.4 beschrieben, exprimiert wurde, wurde wie folgt
analysiert. JSC 300-Zellen von Hefe wurden mit pAB24 oder mit pABC24100-3 transformiert und wurden zur
Expression des heterologen, durch das Plasmid codierten Polypeptids induziert. Die induzierten Hefezellen in
1 ml Kultur (ODgs, nm ~20) wurden durch 1-mindtige Zentrifugation bei 10000 UpM pelletiert und durch heftiges
Mischen (10 x 1 min) mit 2 Volumina Lésung und 1 Volumen Glaskugeln (0,2 muy Durchmesser) lysiert. Die
Lésung enthielt 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 1 mM EDTA, 1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) und 1 pg/ml
Pepstatin. Das unlésliche Material in diesem Lysat, das das C100-3-Polypeptid enthielt, wurde durch Zentrifu-
gation (10000 UpM fiir 5 min) gewonnen und durch 5-minttiges Kochen in einem Laemmli-SDS-Probenpuffer
aufgeldst [vergleiche Laemmli (1970)]. Eine Menge des Polypeptids, die der in 0,3 ml der induzierten Hefekul-
tur aquivalent war, wurde einer Elektrophorese auf 10%igen Polyacrylamidgelen in Gegenwart von SDS ge-
maf Laemmli (1970) unterworfen. Proteinstandards wurden auf den Gelen einer gleichzeitigen Elektrophorese
unterworfen. Gele, die die exprimierten Polypeptide enthielten, wurden entweder mit Coomasie-Brillantblau ge-
farbt oder einem "Western"-Blotting, wie in Abschnitt IV.B.2. beschrieben, unter Verwendung von Serum von
einem Patienten mit chronischer NANBH unterworfen, um die immunologische Reaktivitat der von pAB24 und
von pAB24C100-3 exprimierten Polypeptide zu bestimmen. Die Ergebnisse sind in Fig. 37 gezeigt. Die Poly-
peptide in Fig. 37A wurden mit Coomasie-Brillantblau gefarbt. Das (die) unlésliche(n) Polypeptid(e) aus dem
mit pAB24 transformierten JSC 308 und aus zwei verschiedenen mit pAB24C100-3 transformierten JSC-Ko-
lonien ist (sind) in Bahn 1 (pAB24) bzw. den Bahnen 2 und 3 gezeigt. Ein Vergleich der Bahnen 2 und 3 mit der
Bahn 1 zeigt die induzierte Expression eines Polypeptids entsprechend einem Molekulargewicht von = 54000
Dalton von mit pAB24C100-3 transformiertem JSC 308, das in mit pAB24 transformiertem JSC 308 nicht indu-
ziert wird. Dieses Polypeptid ist durch einen Pfeil gekennzeichnet.

[0343] Die Fig. 37B zeigt die Ergebnisse der Western-Blots der unléslichen Polypeptide, die von mit pAB24
(Bahn 1) oder mit pAB24C100-3 (Bahn 2) transformiertem JSC 308 exprimiert wurden. Die von pAB24 expri-
mierten Polypeptide reagieren immunologisch nicht mit Serum von einem Menschen mit NANBH. Jedoch, wie
durch den Pfeil gekennzeichnet, exprimierte mit pAB24C100-3 transformierter JSC 308 ein Polypeptid mit ei-
nem Molekulargewicht von = 54000 Dalton, das immunologisch nicht mit menschlichem NANBH-Serum rea-
gierte. Die anderen immunologisch reaktiven Polypeptide in Bahn 2 kénnen Abbau- und/oder Aggregations-
produkte dieses 54000 Dalton Polypeptids sein.

IV.B.6. Reinigung des Fusionspolypeptids C100-3

[0344] Das Fusionspolypeptid C100-3 aus SOD am N-Terminus und einem C100-HCV-Polypeptid im Lese-
raster am C-Terminus wurde durch differentielle Extraktion der unléslichen Fraktion der extrahierten Wirtshe-
fezellen, in denen das Polypeptid exprimiert wurde, gereinigt.

[0345] Das Fusionspolypeptid C100-3 wurde in dem mit pAB24C100-3 transformierter: Hefestamm JSC 308,
wie in Abschnitt IV.B.4 beschrieben, exprimiert, Die Hefezellen wurden dann durch Homogenisierung lysiert,
das unlésliche Material in dem Lysat wurde bei einem pH-Wert von 12,0 extrahiert, und C100-3 in der verblei-
benden unléslichen Fraktion wurde in einem SDS-haltigen Puffer solubilisiert.

[0346] Das Hefelysat wurde im wesentlichen nach Nagahuma et al. (1984) hergestellt. Eine Hefezellsuspen-
sion wurde hergestellt, die aus 33 % Zellen (Vol/Vol) bestand, suspendiert in einer Losung (Puffer A), die 20
mM Tris-HCI, pH 8,0, 1 mM Dithiothreit und 1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) enthielt. Ein 25 ml-Ali-
quot der Suspension wurde mit einem gleichen Volumen Glaskugeln (0,45 bis 0,50 mm Durchmesser) ver-
mischt, und das Gemisch wurde mit Hoéchstgeschwindigkeit auf einem Supermixer (Lab Line Instruments, Inc.)
8 min lang geschiittelt. Das Homogenat und die Glaskugeln wurden getrennt, und die Glaskugeln wurden drei-
mal mit dem gleichen Volumen an Puffer A wie die urspriinglich gepackten Zellen gewaschen. Nach Vereinigen
der Waschlésungen und des Homogenats wurde das unlésliche Material in dem Lysat durch 15-mindtige Zen-
trifugation des Homogenats bei 7000 g bei 4°C, Resuspension der Pellets in zweimal dem Volumen der ur-
springlichen gepackten Zellen, an Puffer A und erneute Pelletierung des Materials durch 15-mindtige Zentri-
fugation bei 7000 g erhalten. Das Waschverfahren wurde dreimal wiederholt.

[0347] Das unlésliche Material aus dem Lysat wurde bei pH 12,0 wie folgt extrahiert. Das Pellet wurde in ei-
nem Puffer, der 0,5 M NaCl, 1 mM EDTA enthielt, suspendiert, wobei das Suspendiervolumen gleich dem
1,8-fachen dessen der urspriinglichen gepackten Zellen war. Der pH-Wert der Suspension wurde durch Zuga-
be von 0,2 Volumina an 0,4 M Na-Phosphatpuffer, pH 12,0, eingestellt. Nach Vermischen wurde die Suspen-
sion 15 min lang bei 7000 g bei 4°C zentrifugiert, und der Uberstand wurde entfernt. Die Extraktion wurde zwei-
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mal wiederholt. Die extrahierten Pellets wurden durch Suspension in 0,5 M NaCl, 1 mM EDTA in einem Sus-
pensionsvolumen, das zwei Volumina der urspriinglichen gepackten Zellen aquivalent war, gewaschen und an-
schlielend 15 min lang bei 7000 g bei 4°C zentrifugiert.

[0348] Das C100-3-Polypeptid in dem extrahierten Pellet wurde durch Behandlung mit SDS solubilisiert. Die
Pellets wurden in Puffer A, der 0,9 Volumina des Volumens der urspriinglichen gepackten Zellen aquivalent
war, suspendiert, und 0,1 Volumina an 2%igem SDS wurden zugesetzt. Nach Vermischen der Suspension wur-
de 15 min lang bei 7000 g bei 4°C zentrifugiert. Das so erhaltene Pellet wurde drei weitere Male mit SDS ex-
trahiert. Die so erhaltenen Uberstande, die C100-3 enthielten, wurden vereinigt.

[0349] Durch dieses Verfahren wird C100-3 auf das mehr als 10-fache aus der unléslichen Fraktion des He-
fehomogenats gereinigt und die Polypeptidgewinnung ist hoher als 50%.

[0350] Das gereinigte Praparat des Fusionspolypeptids wurde durch Polyacrylamidgelelektrophorese nach
Laemmli (1970) analysiert. Auf der Basis dieser Analyse war das Polypeptid reiner als 80% und besal} ein of-
fensichtliches Molekulargewicht von = 54000 Dalton.

IV.C. Identifizierung von RNA in infizierten Individuen, die mit der HCV-cDNA hybridisiert
IV.C.1. Identifizierung von RNA in der Leber eines Schimpansen mit NANBH, die mit HCV-cDNA hybridisiert

[0351] Es wurde wie folgt durch Northern-Blotting gezeigt, dal® die RNA aus der Leber eines Schimpansen
mit NANBH eine RNA-Art enthielt, die mit der HCV-cDNA, die in Clon 81 enthalten ist, hybridisiert.

[0352] Die RNA wurde unter Verwendung der in Maniatis et al. (1982) zur Isolierung von Gesamt-RNA aus
Saugerzellen und zu deren Auftrennung in Poly A*- und Poly A-Fraktionen beschriebenen Techniken aus einer
Leberbiopsie des Schimpansen, von dem der hohe Plasmatiter stammte (vergleiche Abschnitt IV.A.1.), isoliert.
Diese RNA-Fraktionen wurden einer Elektrophorese auf einem Formaldehyd/agarosegel (1% Gewicht/Volu-
men) unterworfen und auf Nitrocellulose Uberfihrt (Maniatis et aL. (1982)). Die Nitrocellulosefilter wurden mit
radioaktiv markierter HCV-CDNA aus Clon 81 (vergleiche Fig. 4 bezuglich der Nucleotidsequenz der Insertion)
hybridisiert. Um die radioaktiv markierte Sonde herzustellen, wurde die aus Clon 81 isolierte HCV-cDNA-Inser-
tion radioaktiv mit **P durch Nick-Translation unter Verwendung von DNA-Polymerase | (Maniatis et al. (1982))
markiert. Es wurde 18 h lang bei 42°C in einer Losung aus 10% (Gewicht/Volumen) Dextransulfat, 50 (Ge-
wicht/VVolumen) entionisiertem Formamid, 750 mM NaCl, 75 mM Na-Citrat, 20 mM Na,HPO, pH 6,5, 0,1%
SDS, 0,02% (Gewicht/Volumen) Rinderserumalbumin (BSA), 0,02% (Gewicht/\Volumen) Ficoll-400, 0,02%
(Gewicht/Volumen) Polyvinylpyrrolidon, 100 pg/ml Lachssperma-DNA, die durch Ultraschall aufgespalten und
denaturiert worden war, und 106 CPM/ml der nick-translatierten cDNA-Sonde-hybridisiert.

[0353] Ein Autoradiogramm des abgesuchten Filters ist in Fig. 38 gezeigt. Die Bahn 1 enthalt die mit *P-mar-
kierten Restriktionsfragmentmarker. Die Bahnen 2 bis 4 enthalten RNAs aus der Schimpansenleber wie folgt:
Bahn 2 enthalt 30 ug Gesamt-RNA, Bahn 3 enthélt 30 ug Poly A-RNA und Bahn 4 enthalt 20 pg Poly A+RNA.
Wie in Fig. 38 gezeigt, enthalt die Leber des Schimpansen mit NANBH eine heterogene Population von ver-
wandter Poly A+RNA-Molekiilen, die mit der HCV-cDNA-Sonde hybridisieren und die eine Grofe von etwa
5000 Nucleotiden bis etwa 11000 Nucleotiden zu besitzen scheinen. Diese RNA, die mit der HCV-cDNA hyb-
ridisiert, kdnnte virale Genome und/oder spezifische Transkripte des viralen Genoms darstellen.

[0354] Das in dem nachstehenden Abschnitt IV.C.2. beschriebene Experiment unterstitzt die Vermutung, daf}
das HCV ein RNA-Genom enthalt.

IV.C.2. Identifizierung der von HCV abgeleiteten RNA in Serum von infizierten Individuen

[0355] Nucleinsauren wurden aus Teilchen extrahiert, die aus Schimpansen-NANBH-Plasma mit hohem Titer,
wie in Abschnitt IV.A.1. beschrieben, isoliert wurden. Aliagote (aquivalent zu 1 ml Originalplasma) der isolierten
Nucleinsauren wurden in 20 pyl 50 mM Hepes, pH 7,5, 1 mM EDTA und 15 pg/ml I8slicher Hefe-RNA resuspen-
diert. Die Proben wurden durch 5-minttiges Kochen mit daran anschlieRendem unmittelbaren Einfrieren dena-
turiert und mit RNase A (5 pl, enthaltend 0,1 mg/ml RNase A in 25 mM EDTA, 40 mM Hepes, pH 7,5) oder mit
DNase | (5 pl, enthaltend 1 Einheit DNase | in 10 mM MgCl,, 25 mM Hepes, pH 7,5) denaturiert. Die Kontroll-
proben wurden ohne Enzym inkubiert. Nach Inkubation wurden 230 pl an eiskaltem 2xSSC, enthaltend 2 pg/ml
I6sliche Hefe-RNA, zugesetzt, und die Proben wurden auf einem Nitrocellulosefilter filtriert. Die Filter wurden
mit einer cDNA-Sonde aus Clon 81, die mit 2P durch Nick-Translation markiert worden war, hybridisiert. Die
Fig. 39 zeigt ein Autoradiogramm des Filters. Die Hybridisierunassignale wurden in den mit DNase behandel-
ten und in den Kontrollproben (Bahnen 2 bzw. 1) nachgewiesen, wurden aber nicht in der mit RNase behan-
delten Probe (Bahn 3) nachgewiesen. Da so die RNase A-Behandlung die Nucleinsauren, die aus den Teilchen
isoliert wurden, zerstorte, und die DNase |-Behandlung keine Wirkung hatte, legt dieser Nachweis stark nahe,
dal das HCV-Genom aus RNA besteht.
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IV.C.3. Nachweis von amplifizierten HCV-Nucleinsauresequenzen aus HCV-Nucleinsduresequenzen in Leber-
und Plasmaproben von Schimpansen mit NANBH

[0356] Die in Leber und Plasma von Schimpansen mit NANBH und von Kontroll-Schimpansen vorhandenen
HCV-Nucleinsauren wurden unter Verwendung im wesentlichen der Polymerasekettenreaktionstechnik (PCR),
wie von Saiki et al. (1986) beschrieben, amplifiziert. Die Primer-Oligonucleotide wurden von den HCV-cD-
NA-Sequenzen in Clon 81 oder den Clonen 36 und 37 abgeleitet. Die amplifizierten Sequenzen wurden durch
Gelelektrophorese und Southern-Blotting nachgewiesen, wobei als Sonden das geeignete cDNA-Oligomere
mit einer Sequenz vom Bereich zwischen den zwei Primern, aber ohne sie einzuschlie3en, verwendet wurde.
[0357] RNA-Proben, die die durch das Amplifikationssystem zu untersuchenden HCV-Sequenzen enthielten,
wurden aus Leberbiopsieproben von drei Schimpansen mit NANBH und aus zwei Kontroll-Schimpansen iso-
liert. Die Isolierung der RNA-Fraktion wurde nach dem Guanidiniumthiocyanatverfahren, wie in Abschnitt
IV.C.1. beschrieben, durchgefihrt.

[0358] RNA-Proben, die durch das Amplifikationssystem untersucht werden sollten, wurden auch aus den
Plasmaproben von zwei Schimpansen mit NANBH und von einem Kontroll-Schimpansen, ebenso wie von ei-
nem Sammelplasma von Kontroll-Schimpansen isoliert. Ein infizierter Schimpanse hatte einen CID/ml-Wert
gleich oder gréRer als 10°und der andere infizierte Schimpanse hatte einen CID/ml-Wert gleich oder grober
als 10°.

[0359] Die Nucleinsduren wurden aus dem Plasma wie folgt extrahiert. Entweder 0,1 ml oder 0,01 ml Plasma
wurde auf ein Endvolumen von 1,0 ml mit einer TENB/Proteinase K/SDS-Lésung (0,05 M Tris-HCI, pH 5,0,
0,001 M EDTA, 0,1 M NaCl, 1 mg/ml Proteinase K und 0,5% SDS), enthaltend 10 ug/ml Polyadenylsaure, ver-
dinnt und 60 min lang bei 37°C inkubiert. Nach diesem Abbau mit Proteinase K, wurden die so erhaltenen
Plasmafraktionen durch Extraktion mit TE (10,0 mM Tris-HCI, pH 8,0, 1 mM EDTA)-gesattigtem Phenol von
Protein befreit. Die Phenolphase wurde durch Zentrifugation abgetrennt und erneut mit TENB, enthaltend 0,1%
SDS, extrahiert. Die so erhaltenen walirigen Phasen aus jeder Extraktion wurden vereinigt und zweimal mit
einem gleichen Volumen an Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol [1:1(99:2)] und dann zweimal mit einem glei-
chen Volumen eines 99:1-Gemisches aus Chloroform/Isoamylalkohol extrahiert. Nach der Phasentrennung
durch Zentrifugation wurde die walrige Phase auf eine Endkonzentration von 0,2 M Na-Acetat gebracht, und
die Nucleinsauren wurden durch Zugabe von 2 Volumina Ethanol prazipitiert. Die prazipitierten Nucleinsauren
wurden durch 60-mintige Ultrazentrifugation in einem SW41-Rotor bei 38 K bei 4°C gewonnen.

[0360] Zusatzlich wurden das Schimpansenplasma mit hohem Titer und das vereinigte Kontrollplasma alter-
nativ mit 50 pyg Poly A-Trager nach dem Verfahren von Chomcyzski und Sacchi (1987) extrahiert. Bei diesem
Verfahren wird eine saure Guanidiniumthiocyanatextraktion verwendet. Die RNA wurde durch 4-min(tige Zen-
trifugation bei 10000 UpM bei 4°C in einer Eppendorf-Mikrozentrifuge gewonnen.

[0361] Bei zwei Gelegenheiten vor der Synthese der cDNA in der PCR-Reaktion wurden die Nucleinsauren,
die aus dem Plasma nach dem Proteinase K/SDS/Phenol-Verfahren extrahiert worden waren, weiter durch
Bindung an und Elution von S- und S Elutip-R-Saulen gereinigt. Es wurde das Verfahren nach den Anweisun-
gen des Herstellers angewendet.

[0362] Die als Matrize fur die PCR-Reaktion verwendete cDNA wurde von den Nucleinsauren (entweder Ge-
samtnucleinsduren oder RNA), die, wie vorstehend beschrieben, hergestellt worden waren, abgeleitet. Nach
Ethanolfallung wurden die geféllten Nucleinsduren getrocknet und in mit DEPC behandeltem destilliertem
Wasser resuspendiert. Die Sekundarstrukturen der Nucleinsduren wurden durch 10-mindtiges Erhitzen auf
65°C aufgebrochen, und die Proben wurden sofort auf Eis gekihlt. Die cDNA wurde unter Verwendung von 1
bis 3 ug Gesamt-RNA von Schimpansen aus Leber oder aus Nucleinsauren (oder RNA), extrahiert aus 10 bis
100 pl Plasma, synthetisiert. Bei der Synthese wurde reverse Transkriptase verwendet, und sie wurde in einer
25 pl-Reaktion nach dem Protokoll des Herstellers BRL durchgeftihrt. Die Primer fiir die cDNA-Synthese waren
diejernigen, die auch in der nachstehend beschriebenen PCR-Reaktion verwendet wurden. Alle Reaktionsge-
mische fur die cDNA-Synthese enthielten 23 Einheiten des RNase-Inhibitors, RNASIN™ (Fisher/Promega).
Nach der cDNA-Synthese wurden die Reaktionsgemische mit Wasser verdinnt, 10 min lang erhitzt und dann
rasch auf Eis abgeschreckt.

[0363] Die PCR-Reaktionen wurden im wesentlichen nach den Angaben des Herstellers (Cetus-Perkin-El-
mer) durchgefiihrt, ausgenommen, dal® 1 ug RNase A zugesetzt wurde. Die Reaktionen wurden in einem End-
volumen von 100 pl durchgefiihrt. Die PCR wurde fiir 35 Zyklen mit einer Temperaturabfolge von 37°C, 72°C
und 94°C durchgefuhrt.

[0364] Die Primer fir die cDNA-Synthese und fiir die PCR-Reaktionen waren von den HCV-cDNA-Sequen-
zen entweder in Clon 81, 36 oder 37b abgeleitet. (Die HCV-cDNA-Sequenzen der Clone 81, 36 und 37b sind
in den Fig. 4, 5 bzw. 10 gezeigt.) Die Sequenzen der zwei 16-mer-Primer, abgeleitet von Clon 81, lauteten:
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5¢ CAA TCA ‘I‘AC CTG ACA G 3¢
und
5' GAT 2AC CTC TGC CTG A 3'.

[0365] Die Sequenz des Primers aus Clon 36 lautete:
5' GCA TGT CAT GAT GTA T 3'.
[0366] Die Sequenz des Primers aus Clon 37b lautete:
5' ACA ATA CGT GTG TCA C 3'.

[0367] In den PCR-Reaktionen bestanden die Primer-Paare entweder aus den zwei 16-meren, abgeleitet von
Clon 81, oder dem 16-mer aus Clon 36 und dem 16-mer aus Clon 37b.

[0368] Die PCR-Reaktionsprodukte wurden durch Abtrennen der Produkte durch alkalische Gelelektrophore-
se mit anschliefendem Southern-Blotting und Nachweis der amplifizierten HCV-cDNA-Sequenzen mit einer
mit %2P markierten, internen Oligonucleotidsonde, abgeleitet von einem Bereich der HCV-cDNA, der mit den
Primern nicht Gberlappt, analysiert. Die PCR-Reaktionsgemische wurden mit Phenol/Chloroform extrahiert,
und die Nucleinsauren wurden aus der walrigen Phase mit Salz und Ethanol ausgefallt. Die ausgefallten Nu-
cleinsauren wurden durch Zentrifugation gewonnen und in destilliertem Wasser aufgeldst. Aliquote der Proben
wurden einer Elektrophorese auf 1,8%igem alkalischem Agarosegel unterworfen. Einzelstrangige DNA mit 60,
108 und 161 Nucleotiden Lange lie® man gleichzeitig auf den Gelen als Molekulargewichtsmarker elektropho-
retisch mitlaufen. Nach der Elektrophorese wurden die DNAs in dem Gel auf ein Biorad-Zeta-Probe™-Papier
Uberfiihrt. Die Vorhybridisierung und Hybrididisierung und die Waschbedingungen waren diejenigen, die von
dem Hersteller angegeben wurden (Biorad).

[0369] Die zur Hybridisierung/Nachweis der amplifizierten HCV-cDNA-Sequenzen verwendeten Sonden wa-
ren die folgenden. Wenn das Paar der PCR-Primer von Clon 81 abgeleitet war, war die Sonde ein 108-mer mit
einer Sequenz entsprechend derjenigen, die im Bereich zwischen den Sequenzen der beiden Primer lokalisiert
ist. Wenn das Paar der PCR-Primer von den Clonen 36 und 37b abgeleitet war, war die Sonde die nick-trans-
latierte HCV-cDNA-Insertion, abgeleitet von Clon 35. Die Primer sind von den Nucleotiden 155 bis 170 der In-
sertion des Clons 37b und 206 bis 268 der Insertion des Clons 36 abgeleitet. Das 3'-Ende der HCV-cDNA-In-
sertion in Clon 35 Uberlappt mit den Nucleotiden 1 bis 186 der Insertion in Clon 36, und das 5'-Ende der Inser-
tion des Clons 35 Uberlappt mit den Nucleotiden 207 bis 269 der Insertion in Clon 37b. (Vergleiche die Fig. 5,
8 und 10.) So umfalt die cDNA-Insertion in Clon 35 einen Teil des Bereichs zwischen den Sequenzen der von
Clon 36 und 37b abgeleiteten Primer und ist als Sonde fiir die amplifizierten Sequenzen, die diese Primer um-
fassen, nutzlich.

[0370] Die Analyse der RNA von Leberproben wurde nach dem vorstehenden Verfahren unter Verwendung
beider Satze von Primern und Sonden durchgefiihrt. Die RNA von der Leber der drei Schimpansen mit NANBH
ergab positive Hybridisierungsergebnisse flir die Amplifikationssequenzen der erwarteten GréRe (161 und 586
Nucleotide fiir 81 bzw. 36 und 37b), wahrend die Kontroll-Schimpansen negative Hybridisierungsergebnisse
ergaben. Die gleichen Ergebnisse wurden bei dreimaliger Wiederholung des Versuchs erzielt.

[0371] Die Analyse der Nucleinsduren und der RNA aus Plasma wurde ebenfalls nach dem vorstehenden
Verfahren unter Verwendung der Primer und der Sonde aus Clon 81 durchgefiihrt. Die Plasmaproben stamm-
ten von zwei Schimpansen mit NANBH, von einem Kontroll-Schimpansen und waren Sammelplasma aus Kon-
troll-Schimpansen. Beide NANBH-Plasmaproben enthielten Nucleinsauren/RNA, die positive Ergebnisse in
dem PCR-Amplifikationsassay ergaben, wahrend beide Kontrollplasmaproben negative Ergebnisse ergaben.
Diese Ergebnisse wurden reproduzierbar mehrere Male erhalten.

IV.D. Radioimmunassay zum Nachweis von HCV-Antikdrpern in Serum aus infizierten Individuen

[0372] Festphasenradioimmunassays zum Nachweis von Antikérpern gegen HCV-Antigene wurden auf der
Basis von Tsu und Herzenberg (1980) entwickelt. Mikrotiterplatten (Immulon 2, Removawell strips) werden mit
gereinigten Polypeptiden, die HCV-Epitope enthalten, beschichtet. Die beschichteten Platten werden entweder
mit solchen menschlichen Serumproben, die vermutlich Antikérper gegen die HCV-Epitope enthalten, oder mit
geeigneten Kontrollen inkubiert. Wahrend der Inkubation wird der Antikérper, sofern vorhanden, immunolo-
gisch an das Antigen der festen Phase gebunden. Nach Entfernen des nichtgebundenen Materials und Wa-
schen der Mikrotiterplatten werden die Komplexe aus menschlichem Antikérper-NANBV-Antigen durch Inku-
bation mit '?°l-markiertem Schaf-Anti-Mensch-Immunglobulin nachgewiesen. Nichtgebundener, markierter An-
tikdrper wird durch Aspiration entfernt, und die Platten werden gewaschen. Die Radioaktivitat in den einzelnen
Vertiefungen wird bestimmt. Die Menge an gebundenem menschlichem Anti-HCV-Antikdrper ist der Radioak-
tivitat in der Vertiefung proportional.
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IV.D.1. Reinigung des Fusionspolypeptids SOD-NANB; ,

[0373] Das Fusionspolypeptid SOD-NANB,_, ,, das in rekombinanten Bakterien, wie in Abschnitt [V.B.1. be-
schrieben, exprimiert wird, wurde aus den rekombinanten E. coli-Zellen durch differentielle Extraktion des Zel-
lextrakte mit Harnstoff und anschlieRender Chromatographie auf Anionen- und Kationenaustauschersaulen
wie folgt gereinigt.

[0374] Aufgetaute Zellen aus 1 | Kultur wurden in 10 ml 20%iger (Gewicht/Volumen) Saccharoseldsung, ent-
haltend 0,01 M Tris-HCI, pH 8,0, resuspendiert, und 0,4 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0, wurden zugesetzt. Nach 5 min
bei 0°C wurde das Gemisch 10 min lang bei 4000 g zentrifugiert. Das so erhaltene Pellet wurden in 10 ml
25%iger (Gewicht/VVolumen) Saccharoselésung, enthaltend 0,05 M Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM Phenylmethylsul-
fonylfiuorid (PMSF) und 1 pg/ml Pepstatin A suspendiert, anschlieend mit 0,5 ml Lysozym (10 mg/ml) versetzt
und 10 min lang bei 0°C inkubiert. Nach Zugabe von 10 ml 1%igem (Volumen/Volumen) Triton X-100 in 0,05
M Tris-HCI, pH 8,0, 1 mM EDTA, wurde das Gemisch weitere 10 min bei 0°C unter gelegentlichem Schiitteln
inkubiert. Die so erhaltene viskose Lésung wurde durch 6malige Passage durch eine sterile 20-Gauge-hypo-
dermische Nadel homogenisiert und 25 min lang bei 13000 g zentrifugiert. Das pelletierte Material wurde in 5
ml 0,01 M Tris-HCI, pH 8,0, suspendiert, und die Suspension wurde 10 min lang bei 4000 g zentrifugiert. Das
Pellet, das das SOD-NANB, , ,-Fusionsprotein enthielt, wurde in 5 ml 6 M Harnstoff in 0,02 M Tris-HCI, pH 8,0,
1 mM Dithiotreit (Puffer A) aufgeldst und auf eine Saule aus Q-Sepharase-Fast-Flow, die mit Puffer A equilib-
riert worden war, aufgebracht. Die Polypeptide wurden in einem linearen Gradienten von 0,0 bis 0,3 M NaCl in
Puffer A eluiert. Nach der Elution wurden die Fraktionen durch Polyacrylamidgelelektrophorese in Gegenwart
von SDS analysiert, um ihren SOD-NANB; , ,-Gehalt zu bestimmen. Fraktionen, die dieses Polypeptid enthiel-
ten, wurden vereinigt und gegen 6 M Harnstoff in 0,02 M Natriumphosphatpuffer, pH 6,0, 1 mM Dithiothreit (Puf-
fer B) dialysiert. Die dialysierte Probe wurde auf eine Saule aus S-Sepharose-Fast-Flow, die mit Puffer B equi-
libriert worden war, aufgebracht und die Polypeptide wurden in einem linearen Gradienten von 0,0 bis 0,3 M
NaCl in Puffer B eluiert. Die Fraktionen wurden durch Polyacryiamidgelelektrophorese auf das Vorhandensein
von SOD-NANB, , , analysiert, und die geeigneten Fraktionen wurden vereinigt.

[0375] Das abschlieBende Praparat des SGD-NANB; , ,-Polypeptids wurde durch Elektrophorese auf Pclyac-
rylamidgel in Gegenwart von SDS untersucht. Auf der Basis dieser Analyse war das Peptid zu mehr als 80%
rein.

IV.D.2. Reinigung des Fusionspolypeptids SOD-NANB,,

[0376] Das Fusionspolypeptid SOD-NANB,,, das in rekombinanten Bakterien, wie in Abschnitt IV.B.2. be-
schrieben, exprimiert wurde, wurde aus rekombinanten E. coli-Zellen durch differentielle Extraktion der Zellex-
trakte mit Harnstoff und anschlielende Chromatographie auf Anionen- und Kationenaustauschersaulen unter
Verwendung des zur Isolierung des Fusionspolypeptids SGD-NANB. ,_, beschriebenen Verfahrens (vergleiche
Abschnitt IV.D.1.) gereinigt.

[0377] Das abschlieRend erhaltene Praparat des SOD-NANBg,-Polypeptids wurde durch Elektrophorese auf
Polyacrylamidgelen in Gegenwart von SDS untersucht. Auf der Basis dieser Analyse war das Praparat zu mehr
als 50% rein.

IV.D.3. Nachweis von Antikdrpern gegen die HCV-Epitope durch einen Festphasenradioimmunassay

[0378] Serumproben von 32 Patienten, bei denen NANBH diagnostiziert worden war, wurden mittels eines
Radioimmunassays (RIA) untersucht, um zu bestimmen, ob Antikérper gegen die HCV-Epitope, die in den Fu-
sionspolypeptiden SOD-NANB; ,, und SOD-NANB,, vorhanden waren, nachgewiesen wurden.

[0379] Mikrotiterplatten wurden mit SOD-NANB,_, , oder SOD-NRNBy,, die gemafl den Abschnitten IV.D.1.
bzw. IV.D.2. teilgereinigt worden waren, beschichtet. Die Tests wurden wie folgt durchgefiihrt.

[0380] 100 pl Aliquote, enthaltend 0,1 bis 0,5 uyg SOD-NANB, ,_, oder SOD-NANBg, in 0,125 M Na-Boratpuffer,
pH 8,3, 0,075 M NaCl (BBS) wurden jeder Vertiefung einer Mikrotiterplatte (Dynatech Immulon 2 Removawell
Strips) zugesetzt. Die Platte wurde Uber Nacht bei 4°C in einer Feuchtkammer inkubiert, und danach wurde
die Proteinlésung entfernt, und die Vertiefungen wurden dreimal mit BBS, enthaltend 0,02% Triton X-100
(BBST) gewaschen. Um nichtspezifische Bindungen zu verhindern, wurden die Vertiefungen mit Rinderserum-
albumin (BSA) durch Zugabe von 100 pl einer 5 mg/ml L6sung von BSA in BBS beschichtet und anschlieend
1 h lang bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dieser Inkubation wurde die BSA-Lésung entfernt. Die Polypep-
tide in den beschichteten Vertiefungen wurden mit Serum durch Zugabe von 100 pl Serumproben, verdinnt
1:100 in 0,01 M Na-Phosphatpuffer, pH 7,2, 0,15 24 NaCl (PBS), enthaltend 10 mg/ml BSA, und 1-stiindige
Inkubation der serumhaltigen Vertiefungen bei 37°C umgesetzt. Nach der Inkubation wurden die Serumproben
durch Aspiration entfernt, und die Vertiefungen wurden 5mal mit BBST gewaschen. Anti-NANB;,, und An-
ti-NANB,,, die an die Fusionspolypeptide gebunden waren, wurden durch Bindung des '?*l-markierten
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F'(ab),-Schaf-Anti-Mensch-IgGs an die beschichteten Vertiefungen bestimmt. Aliquote von 100 pl der markier-
ten Sonde (spezifische Aktivitat 5 bis 20 uCi/pug) wurden jeder Vertiefung zugesetzt, und die Platten wurden bei
37°C 1 h lang inkubiert. Anschliefend wurde Uberschiissige Sonde durch Aspiration entfernt, und es wurde

5mal mit BBST gewaschen. Die Menge der in jeder Vertiefung gebundenen Radioaktivitat wurde durch Zahlen
in einem Counter fur die y-Strahlung bestimmt.

[0381] Die Ergebnisse des Nachweises von Anti-NANB; , ; und Anti-NANBg, in Individuen mit NANBH sind in
Tabelle 1 angegeben.

Tabelle 1
Nachweis von Anti-5-1-1 und Anti-81 in Seren von NANB-, HAV- und HBV-Hepatitispatienten

Referenz-Nr.

S/N
des Patienten Diagnose Anti~S=-1-1 Anti-81
(. 28" Chronische NANB, IVD® 0,77 4,20
Chronische NANB, IVD 1,14 5,14
Chronic NANB, IVD 2111 4,05
5. 20l AVH3, NANB, sporadisch 1,09 1,05
Chronische NANS 33,89 11539
Chronische NANB : 36,22 13,87
3. 30t AVH, ' NANB, IVD 1,90 1,54
Chreonische NANB, IVD 34,17 30,28
Chronische NANB, 1VD 32,453 30,84
4. 31 Chronische NANB, PT4 16,09 8,0s
5. 32t SpAte AVH NANB, IVD 0,69 0,94
spate AVH NANB, IVD 0]73 0,68
6. 33t 7 AVH, NANB, IVD 1,66 1,96
: AVH, NANB, IVD 1,53 0,56
7. 34t Chronische NANB, BT 34,40 7,55
Chronische NANB, PT 45,55 13411
Chronische NANB, PT 41,58 13,45
Chronische NANB, PT 44,20 l3)48
g. 15" AVH NANB, IVD 31,92 31,95
"geheilte" jungere 6,87 4,45

NANE, AVH

3. 136 spate AVH NANB PT 11,84 5,79
10. 37 AVH NANMB, IVD 6,52 1?33
11. 38 - spate AVH HNANB, PT 39,44 39718
J2. 39 Chronische NANB, PT 42122 37,54
13. 40 AVH, NANB, PT 1,35 1,17
14. 41 Chronische NANB? PT 0,35 0,28
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S/N
des Patienten Diagnose Anti-S-1-1 Anti-81
15. 42 AVH, MANB, IVD 6,25 2,34
16. 43 chronische NANB, PT 0,74 0,61
17. 44 AVH, NANB, PT 5,40 1,83
18. 45 chronische NANB, PT. 0,s2 0,32
19. 46 AVH, MNANB 23,35 4,45
20. 47 AVH, Typ A 1,60 1,35
21. 48 AVH, Typ A 1,30 0,66
22. 49 AVH, Typ A 1,44 0,74
23. 50 : nichtpersistierende kirzliche  AvH 0’49 0,56
Typ. A
24. 51 AVH, Typ A 0,68 0,64
nichipersistierende AVH, Typ: A 0,80 0,65
25. 52 nichfpersistierende kiirziiche  AVH 1,38 1,04
TYyp A
nichtpersistierende kiirzliche AVH 0;80 0)65
Typ A
26. 53 AVH, Typ A 1,85 1,16
nichtpersistierende kirzliche  AVH ,02 0,88
Typ A
27. 54 AVH, Typ A 1,35 0,74
28. 55 spdte AVH, HBY 0,58 0.55
29. S6 cnronische K3V o\eq 1)'06
30. 57 spate AVH, HBV 3,20 1,60
J1. S chronische HBV 0,47 0,46
32. 59 AVH, HBY 0,73 0,60
geheilte AVH, HBV 0,43 0,44
33. 60 AVH, HBY 1,06 0,92
geheilte AVH, HBV 0775 0,68
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Referenz-Nr.

des Patienten Diagnose R S/N .
. Anti-S-1-1 Anti-g81]
1
Ja. 61 ﬁyﬁ, HBV l766 0161
1 geheilte AVH, HBV 0153 0136
35. 62 AkYH"l HBV ' 1,02 0,7
geheilte AVH, HBV , 0}41 0,42
1 .
I6. 63 AVH,NHBV l’24 1131
geheilte AVH, HBV 1355 0,45
, 1
7. 64 AVH, HBV 0,82 0,79
geheilte AVH, HBV 0,53 0,37
1
-
18. 65 AVH, HBYV 0,935 0,92
geheilte AVH, HBV 0,70 Q,s0
1
J9. 66 AVH, HBV 1,03
L 0,68
i1le - 1
geheilte AVH, HBV 1,71 1339

'Aufeinanderfolgende Serenproben, verfligbar von diesen Patienten
?IVD = intravenése Anwendung von Medikamenten

SAVH = Akute virale Hepatitis

*PT = Nach Transfusion

[0382] Wie aus Tabelle 1 hervorgeht, waren 19 der 32 Seren von Patienten mit einer NANBH-Diagnose be-
zliglich der Antikérper gegen die in SOD-NANB; , , und SOD-NANB,, vorhandenen HCV-Epitope positiv.
[0383] Jedoch zeigten die Serumproben, die positiv waren, nicht in gleicher Weise eine immunologische Re-
aktion mit SOD-NANB,, , und SOD-NANB,,. Serumproben von dem Patienten Nr. 1 waren fir SOD-NANB,,,
aber nicht fir SOD-NANB,_,, positiv. Serumproben von den Patienten Nr. 10, 15 und 17 waren fir
SOD-NANB; ,_,, aber nicht fir SOD-NANBg, positiv. Serumproben von den Patienten Nr. 3, 8, 11 und 12 rea-
gierten in gleicher Weise mit beiden Fusionspolypeptiden, wohingegen die Serumproben von den Patienten
Nr. 2, 4, 7 und 9 eine 2- bis 3-fach héhere Reaktion gegen SOD-NANB,_, , als gegen SOD-NANB,, zeigten.
Diese Ergebnisse legen nahe, dal® NANB,_,, und NANB,, mindestens drei verschiedene Epitope enthalten
konnen, d.h. es ist moglich, dal jedes Polypeptid mindestens ein einziges Epitop enthalt, und dal die zwei
Polypeptide mindestens ein Epitop gemeinsam haben.

IV.D.4. Spezifitat des Festphasen-RIAs fir NANBH

[0384] Die Spezifitat der Festphasen-RIAs fiir NANBH wurde unter Verwendung des Tests an Serum von Pa-
tienten mit einer HAV- oder HBV-Infektion und an Seren von Kontrollindividuen getestet. Die Tests, bei denen
teilgereinigtes SOD-NANB,, , und SOD-NANBy, verwendet wurde, wurden im wesentlichen, wie in Abschnitt
IV.D.3. beschrieben, durchgefihrt, ausgenommen, dal® die Seren von Patienten mit einer zuvor gestellten
HAV- oder HBV-Diagnose oder von Indidividuen, die Blutbankspender waren, stammten. Die Ergebnisse fiir
die Seren von HAV- und HBV-infizierten Patienten sind in Tabelle 1 dargestellt. Der RIA wurde unter Verwen-
dung von 11 Serumproben von HAV-infizierten Patienten und 20 Serumproben von HBV-infizierten Patienten
getestet. Wie in Tabelle 1 gezeigt, ergab keines dieser Seren eine positive immunologische Reaktion mit den
Fusionspolypeptiden, die BB-NANBV-Epitope enthielten.

[0385] Der RIA, bei dem das NANB,_, ,-Antigen eingesetzt wurde, wurde verwendet, um die immunologische
Reaktivitat von Serum aus Kontrollindividuen zu testen. Von 230 Serumproben, die von einer normalen Blut-
spenderpopulation erhalten worden waren, ergaben nur zwei positive Reaktionen in dem RIA (Daten nicht ge-
zeigt). Es ist mdglich, daR die zwei Blutspender, von denen diese Serumproben stammten, zuvor eine HCV-Ex-
position hatten.

IV.D.5. Reaktivitdt von NANB,_, , im Verlauf der NANBH-Infektion

[0386] Das Vorhardensein von Anti-NANB,_, ,-Antikérpern im Verlauf einer NANBH-Infektion von zwei Patien-
ten und vier Schimpansen wurde unter Verwendung des RIAs, wie in Abschnitt IV.D.3. beschrieben, verfolgt.
Zusatzlich wurde der RIA verwendet, um das Vorhandensein oder Fehlen von Anti-NANB,_, ,-Antikérpern im
Verlauf von HAV- und HBV-Infektionen in infizierten Schimpansen zu bestimmen.

[0387] Die Ergebnisse, die in Tabelle 2 dargestellt sind, zeigen, dall bei Schimpansen und bei Menschen An-
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ti-NANB;_,_,-Antikérper nach dem Einsetzen der akuten Phase der NANBH-Infektion nachgewiesen wurden.
Anti-NANB; ,_;-Antikdrper wurden in Serumproben von Schimpansen, die mit entweder HAV oder HBV infiziert

worden waren, nicht nachgewiesen. So dienen Anti-NANB., ,-Antikdrper als Marker fiir die Exposition eines
Individuums gegen HCV.

Tabelle 2
Seroconversion in aufeinanderfolgenden Serumproben von Hepatitispatienten und Schimpansen unter Ver-
wendung des 5-1-1-Antigens

Pacient/ Probendatum Hepatitis-
Schimpanse {(Tage) viren Anti-S-1-1 ALT
9=Inckulaticnscag (S/N) (mu/mi>
Patient 2% TS NANB 1,09 1180
T+180 33,89 425
T+208 36,22 --
ratient 30 T NANB 1,90 1839
T+307 : 32,17 290
T+799 32)(5 276
Schimpanse 1 Q NANE 0,87 <
76 0,%3 71
118 21,67 19
154 32,41 -
Schimpanse 2 0 NANE 1,00 5
21 o8 52
73 4,64 13
138 25}01 ~-
Schimpanse 3 Q ~ NANB 1,08 8
43 1,44 2058
53 1,82 14
159 11187 5
sah;mpénse 4 -3 NANS 1,12 11
SS 1,25 132
83 5,60 -
140 17,51 -~
Schimpanse 5 Q HAV 1,50 4
2% 2,38 147
40 1,92 18
258 1153 5
Schimpanse 6 -8 HAV 0,85 -
13 -- 106
41 0,81 10
129 1.33 -

48/136



DE 38 86 363 T3 2004.09.09

patient/ Probendatum (Tage) Hepatitis- Anti-5-1-1 ALT
Schimpanse o=Inckulationstag viren (S/N) (mu/ml)
Schimpanse 7 0 HAV 1,17 7
22 1,60 83
115 1 ; 55 5
139 ‘ 1 3 60 ’ -
Schimpanse 8 0 HAV 0 » 77 15
26 a ' 98 130
74 1 ) 77 8
205 1 ’27 5
Schimpanse 9 -290 HBV 1174 --
379 3.}29 9
435 2, 77 6
Schimpanse 10 ) HBYV 2’ 35 8
111-113 (Sammelprobe) -2174 96-156 (sammelprobe)
. 205 2‘05 9
240 . 1 ’78 13
Schiffpanse 11 0 HVB 1,82 11 ‘
28-36 (Sammelprobe) 1,26 8-100 (sammelprobe)
189 - g
223 0,52 10

‘T = Tag der ersten Probenahme
IV.E. Reinigung von polyclonalen Serumantikdrpern gegen NANB; ,

[0388] Aufder Basis der spezifischen immunologisch Reaktivitdt des SOD-NANB, , ,-Polypeptids mit den An-
tikdrpern in Serumproben von NANBH-Patienten wurde ein Verfahren entwickelt, um Serumantikérper zu rei-
nigen, die immunologisch mit dem (den) Epitop(en) in NANB, ,_, reagieren. Bei diesem Verfahren wird die Af-
finitatschromatographie verwendet. Das gereinigten SOD-NANB, , ,-Polypeptid (vergleiche Abschnitt IV.D.1.)
wurde an einen unldslichen Trager gebunden. Die Bindung ist so, daf3 das immobilisierte Polypeptid seine Af-
finitat fir den Antikdrper gegen NANB; , , beibehalt. Der Antikdrper in den Serumproben wird an das matrixge-
bundene Polypeptid adsorbiert. Nach Waschen zur Entfernung unspezifisch gebundener Materialien und
nicht-gebundener Materialien wird der gebundene Antikérper von dem gebundenen SOD-HCV-Polypeptid
durch pH-Veranderung und/oder durch chaotrope Reagentien, beispielsweise Harnstoff, freigesetzt. Nitrocel-
lulosemembranen, die gebundenes SOD-NANB, ,_, enthalten, wurden wie folgt hergestellt. Eine Nitrocellulo-
semembran, 2,1 cm, Sartorius, mit einer PorengréRe von 0,2 y, wurde 3 min lang dreimal mit BBS gewaschen.
SOD-NANB,, ; wurde an die Membran durch 2-stiindige Inkubation des gereinigten Praparats in BBS bei
Raumtemperatur gebunden. Alternativ wurde bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Die L6sung, die das nichtgebunde-
ne Antigen enthielt, wurde entfernt, und das Filter wurde dreimal mit BBS 3 min lang pro Waschung gewa-
schen. Die verbleibenden aktiven Stellen auf der Membran wurden mit BSA durch 30-mindtige Inkubation in
einer 5 mg/ml BSA-Lésung blockiert. Uberschiissiges BSA wurde durch fiinfmaliges Waschen der Membran
mit BBS und dreimaliges Waschen mit destilliertem Wasser entfernt. Die Membran, die das virale Antigen und
BSA enthielt, wurde dann mit 0,05 M Glycinhydrochlorid, pH 2,5, 0,10 M NaCl (Gly-HCI) 15 min lang behandelt
und anschlieBend 3 min lang mit PBS gewaschen.

[0389] Polyclonale Anti-NANB, , -Antikérper wurden durch 2-stiindige Inkubation der Membranen, die das
Fusionspolypeptid enthielten, mit einem Serum von einem Individuum mit NANBH isoliert. Nach der Inkubation
wurden die Filter finfmal mit BBS und zweimal mit destilliertem Wasser gewaschen. Die gebundenen Antikor-
per wurden dann von jedem Filter mit 5 Gly-HCI-Elutionen eluiert, wobei eine Elution 3 min dauerte. Der
pH-Wert der Eluate wurde durch Sammeln jedes Eluats in einem Reagenzglas, das 2,0 M Tris HCI, pH 8,0,
enthielt, auf einen Wert von 8,0 eingestellt. Die Ausbeute des Anti-NANB,_, ,-Antikdrpers nach der Affinitats-
chromatographie war etwa 50%.

[0390] Die Nitrocellulosemembranen, die das gebundene virale Antigen enthalten, kénnen mehrere Male
ohne nachweisbare Abnahme der Bindungskapazitat verwendet werden. Um die Membranen erneut zu ver-

wenden, werden sie nach Elution der Antikérper dreimal mit BBS 3 min lang gewaschen. Danach werden sie
in BBS bei 4°C gelagert.
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IV.F. Einfangen der HCV-Teilchen aus infiziertem Plasma unter Verwendung von gereinigten menschlichen, po-
lyclonaler Anti-HCV-Antikdrpern; Hybridisierung der Nucleinsaure in den eingefangenen Teilchen mit HCV-cD-
NA

IV.F.1. Einfangen der HCV-Teilchen aus infiziertem Plasma unter Verwendung polyclonaler menschlicher An-
ti-HCV-Antikorper

[0391] Die im infektidsen Plasma eines Schimpansen mit NANBH vorhandenen Protein-Nucleinsdure-Kom-
plexe wurden unter Verwendung menschlicher polyclonaler Anti-HCV-Antikérper, die an Polystyrolkugeln ge-
bunden waren, isoliert.

[0392] Polyclonale Anti-NANB,_,_,-Antikdrper wurden aus Serum von einem Menschen mit NANBH unter Ver-
wendung des von Clon 5-1-1 codierten SOD-HCV-Polypeptids gereinigt. Das Verfahren zur Reinigung war das
in Abschnitt IV.E. beschriebene.

[0393] Die gereinigten Anti-NANB,_,_,-Antikérper wurden an Polystyrolkugeln (1/4" Durchmesser, glanzender
Uberzug, Precision Plastic Ball Co., Chicago, lllinois) durch deren Inkubation (iber Nacht bei Raumtemperatur
mit 1 ml Antikérper (1 pug/ml in Borat-gepufferter Kochsalzldsung, pH 8,5) gebunden. Nach der Inkubation tber
Nacht wurden die Kugeln einmal mit TBST [50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 150 mM NacCl, 0,05% (Volumen/Volumen)
Tween 20] und dann mit Phosphat-gepufferter Kochsalzldsung (PBS), enthaltend 10 mg/ml BSA, gewaschen.
[0394] Die Kontrollkugeln wurden auf identische Weise herge stellt, ausgenommen, dal} die gereinigten An-
ti-NANB;_,_,-Antikdrper durch Gesamthumanimmunglobulin ersetzt wurden.

[0395] Das Einfangen von HCV aus mit NANBH infiziertem Schimpansenplasma unter Verwendung von an
die Kugeln gebundenen Anti-NANB, , ,-Antikérpern wurde wie folgt durchgefihrt. Das verwendete Plasma von
einem Schimpansen mit NANBH ist in Abschnitt IV.A.1. beschrieben. Ein 1 ml-Aliquot des Plasmas des Schim-
pansen mit der NANBV-Infektion wurde 3 h lang bei 37°C mit jedem der funf Kugeln, die entweder mit An-
ti-NANB;_,_,-Antikérpern oder mit Kontrollimmunglobulinen beschichtet waren, inkubiert. Die Kugeln wurden
dreimal mit TBST gewaschen.

IV.F.2. Hybridisierung der Nucleinsaure in der eingefangenen Teilchen mit NANBV-cDNA

[0396] sDie aus den mit den Anti-NANB,_,_,-Antikdrpern eingefangenen Teilchen freigesetzte Nucleinséure-
komponente wurde beziglich der Hybridisierung mit der HCV-cDNA, die von Clon 81 abgeleitet ist, analysiert.
[0397] Die HCV-Teilchen wurden aus Plasma von mit NANBH infizierten Schimpansen, wie in IV.F.1. be-
schrieben, eingefangen. Um die Nucleinsauren aus den Teilchen freizusetzen, wurden die gewaschenen Ku-
geln bei 37°C 60 min lang mit 0, 2 ml pro Kugel einer Lésung aus Proteinase K (1 mg/ml), 10 mM Tris-HCI, pH
7,5,10 mM EDTA, 0,25% (Gewicht/Volumen) SDS, 10 pg/ml Idsliche Hefe-RNA inkubiert, und die Uberstehen-
de Lésung wurde entfernt. Der Uberstand wurde mit Phenol und Chloroform extrahiert, und die Nucleinséuren
wurden mit Ethanol Gber Nacht bei —20°C gefallt. Das Nucleinsaureprazipitat wurde durch Zentrifugation ge-
wonnen, getrocknet und in 50 mM Hepes, pH 7,5, aufgeldst. Doppelte Aliquote der I6slichen Nucleinsauren
aus den Proben, die von den mit Anti-NANB._, ,-Antikdrpern beschichteten Kugeln und von Kontrollkugeln, die
das Gesamthumanimmunglobulin enthielten, erhalten wurden, wurden auf Nitrocellulosefilter filtriert. Die Filter
wurden mit einer *P markierten, nick-translatierten Sonde, die von dem gereinigten HCV-cDNA-Fragment in
Clon 81 hergestellt worden war, hybridisiert. Die Verfahren zur Herstellung der Sonde und zur Hybridisierung
sind in Abschnitt IV.C.1. beschrieben.

[0398] Die Autoradiogramme eines abgesuchten Filters, der die Nucleinsduren von den durch die An-
ti-NANB,_,_,-Antikdrper enthaltenden Kugeln eingefangenen Teilchen enthielten, sind in Fig. 40 gezeigt. Der
unter Verwendung des Anti-NANB,_, ,-Antikorpers (A,, A,) erhaltene Extrakt ergab klare Hybridisierungssignale
bezogen auf den Extrakt des Kontroll-Antikorpers (A,, A,) und auf die Kontroll-RNA der Hefe (B,, B,). Stan-
dards, die aus 1 pg, 5 pg und 10 pg des gereinigten cDNA-Fragments von Clon 81 bestehen, sind jeweils in
C1-3 gezeigt.

[0399] Diese Ergebnisse zeigen, dall die aus NANBH-Plasma durch Anti-NANB,_, ,-Antikdrper eingefange-
nen Teilchen Nucleinsauren enthalten, die mit der HCV-cDNA in Clon 81 hybridisieren und somit einen weite-
ren Beweis ergeben, dal® die cDNAs in diesen Clonen von dem atiologischen NANBH-Erreger abgeleitet sind.

IV.G. Immunologische Reaktivitat von C100-3 mit gereinigten Anti-NANB,_, ,-Antikorpern

[0400] Die immunologische Reaktivitat des C100-3-Fusionspolypeptids mit Anti-NANB,_,_,-Antikdrpern wurde
mittels eines Radioimmunassays bestimmt, indem die Antigene an eine feste Phase, gebunden wurden und
mit gereinigten Anti-NANB, , ,-Antik6rpern stimuliert wurden, und der Antigen-Antikérper-Komplex mit '2°l-mar-
kierten Schaf-Anti-Mensch-Antikérpern nachgewiesen wurde. Die immunologische Reaktivitat des C100-3-Po-
lypeptids wurde mit der des SOD-NANB, , ,-Antigens verglichen.
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[0401] Das Fusionspolypeptid C100-3 wurde, wie in Abschnitt IV.B.5. bzw. in Abschnitt IV.B.6. beschrieben,
synthetisiert und gereinigt. Das Fusionspolypeptid SOD-NANB,_,_, wurde, wie in Abschnitt IV.B.1. bzw. in Ab-
schnitt IV.D.1. beschrieben, synthetisiert und gereinigt. Gereinigte Anti-NANB;_,_,-Antikérper wurden, wie in Ab-
schnitt IV.E. beschrieben, erhalten.

[0402] 100 pl Aliquote, die variierende Mengen des gereinigten C100-3-Antigens in einem 0,125 M Na-Bo-
rat-Puffer, pH 8,3, 0,075 M NaCl (BBS) enthielten, wurden jeder Vertiefung einer Mikrotiterplatte (Dynatech Im-
mulon 2 Removawell Strips) zugesetzt. Die Platte wurde bei 4°C uber Nacht in einer Feuchtkammer inkubiert,
danach wurde die Proteinldésung entfernt und die Vertiefungen dreimal mit BBS, welches 0,02 Triton X-100 ent-
hielt (BBST), gewaschen. Um nichtspezifische Bindung zu verhindern, wurden die Vertiefungen durch Zugabe
von 100 pl einer 5 mg/ml Ldsung an BSA in BBS und anschlielender 1-stiindiger Inkubation bei Raumtempe-
ratur mit anschlieBender Entfernung tberschissiger BSA-Losung mit BSA beschichtet. Die Polypeptide in den
beschichteten Vertiefungen wurden durch Zugabe von 1 pg Antikdrper/Vertiefung und 1-stiindige Inkubation
der Proben bei 37°C mit gereinigten Anti-NANB., ,-Antikdrpern umgesetzt. Nach der Inkubation wurde die
Uberschussige Losung durch Aspiration entfernt, und die Vertiefungen wurden finfmal mit EBST gewaschen.
Anti-NANB, , ,, das an die Fusionspolypeptide gebunden war, wurde durch die Bindung vor '®|-markiertem
F(ab'),-Schaf-Anti-Mensch-IgG an die beschichten Vertiefungen bestimmt. Aliquote von 100 pl der markierten
Sande (spezifische Aktivitat 5 bis 20 uCi/pg) wurden jeder Vertiefung zugesetzt, und die Platten wurden bei
37°C 1 h lang inkubiert. Danach wurde die iberschissige Sonde durch Aspiration und finfmaliges Waschen
mit BBST entfernt. Die Menge an Radioaktivitat, die in jeder Vertiefung gebunden war, wurde durch Zahlen in
einem Counter fir y-Strahlung bestimmt. Die Ergebnisse der immunologischen Reaktivitat von C100 mit ge-
reinigtem Anti-NANB,_, , im Vergleich zu der von NANB,_, , mit den gereinigten Antikdrpern sind in der Tabelle
3 gezeigt.

Tabelle 3
Immunologische Reaktivitdt von C100-3 im Verhgleich zu NANB ,_, mittels Radioimmunoassay

RIA {(cpm/Test)

AG(ng) 400 320 240 160 60 0
NANBs_q_1 7332 6732 4954 4050 3051 57
C100-3 7450 6985 5920 5593 4096 67

[0403] Die Ergebnisse in Tabelle 3 zeigen, dafy Anti-NANB,_, , ein Epitop bzw. Epitope in der C100-Einheit des
C100-3-Polypeptids erkennt. So besitzen NANB.,_, und C100 ein gemeinsames Epitop bzw. gemeinsame Epi-
tope. Die Ergebnisse legen nahe, dalk die cDNA-Sequenz, die diese(s) NANBV-Epitop(e) codiert, eine ist, die
sowohl in Clon 5-1-1 als auch in Clon 81 vorhanden ist.

IV.H. Charakterisierung von HCV
IV.H.1. Charakterisierung der Strangform des HCV-Genoms

[0404] Das HCV-Genom wurde bezlglich seiner Strangform durch Isolieren der Nucleinsaurefraktion aus
Teilchen, die auf den mit Anti-NANB, , ,-Antikrpern beschichteten Polystyrolkugeln eingefangen wurden, und
Bestimmen, ob die isolierte Nucleinsaure mit den Plus- und/oder Minusstrangen der HCV-cDNA hybridisierte,
charakterisiert.

[0405] Die Teilchen wurden aus Plasma von mit HCV infizierten Schimpansen unter Verwendung von Poly-
styrolkugeln, die mit einem immungereinigten Anti-NANB,_, ,-Antikérper, wie in Abschnitt IV.F.1. beschrieben,
beschichtet waren, eingefangen. Die Nucleinsdurekomponente der Teilchen wurde unter Verwendung des in
Abschnitt IV.F.2. beschriebenen Verfahrens freigesetzt. Aliquote der isolierten genomischen Nucleinsaure, die
3 ml eines Plasmas mit hohem Titer aquivalent waren, wurden auf Nitrocellulosefilter geblottet. Als Kontrollen
wurden Aliquote der denaturierten HCV-cDNA aus Clon 81 (2 pg) ebenfalls auf die gleichen Filter geblottet. Die
Filter wurden mit einem **P-markierten Gemisch aus Plus- oder einem Gemisch aus Minusstrangen der ein-
zelstrangigen DNA, die aus HCV-cDNAs cloniert war, abgesucht. Die cDNAs wurden aus den Clonen 40b, 81
und 25c¢ herausgeschnitten.

[0406] Die einzelstrangigen Sonden wurden durch Herausschneiden der HCV-cDNAs aus den Clonen 81,
40b und 25c mit EcoRI und Clonieren der cDNA-Fragmente in M13-Vektoren, mp18 und mp19 [Messing
(1983)] erhalten. Die M13-Clone wurden sequenziert, um zu bestimmen, ob sie die Plus- oder Minusstrange
der DNA, abgeleitet von den HCV-cDNAs, enthielten. Die Sequenzierung wurde nach dem Didesoxykettenter-
minationsverfahren von Sanger et al. (1977) durchgefiihrt.

[0407] Jedes einer Reihe von doppelten Filtern, die Aliquote des HCV-Genoms, das aus den eingefangenen
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Teilchen isoliert worden war, enthielten, wurde mit entweder plus- oder minusstrangigen Sonden, abgeleitet
von HCV-cDNAs, hybridisiert. Die Fig. 41 zeigt die Autoradiogramme, die vom Absuchen des NANBV-Genoms
mit dem Gemisch der Sonden erhalten wurden, die von den Clonen 81, 40b und 25c¢ abgeleitet sind. Dieses
Gemisch wurde verwendet, um die Empfindlichkeit des Hybridisierungstests zu erhéhen. Die Proben in der
Versuchsgruppe | wurden mit dem Sondengemisch des Plusstranges hybridisiert. Die Proben in der Versuchs-
gruppe 22 wurden durch Hybridisierung mit dem Sondengemisch des Minusstranges abgesucht. Die Zusam-
mensetzung der Proben in den Versuchsgruppen des Immunblots sind in der Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 4
A B
Bahn
1 HCV-Genom *
2 ———— *
3 * cDNA 81
4 - cDNA 81

‘ist eine nicht beschriebene Probe

[0408] Wie aus den Ergebnissen in Fig. 41 hervorgeht, hybridisiert nur die minusstrangige DNA-Sonde mit
dem isolierten HCV-Genom. Dieses Ergebnis legt zusammen mit dem Ergebnis, das zeigt, dal} das Genom
RNase-empfindlich, aber nicht DNase-empfindlich ist (siehe Abschnitt IV.C.2.), nahe, da} das Genom von
NANBYV eine positivstrdngige RNA ist.

[0409] Diese Daten und Daten von anderen Laboratorien betreffend die physikalisch-chemischen Eigen-
schaften eines vermutlichen NANBV bzw. vermutlicher NANBVs stimmen mit der Moglichkeit, dal® HCV ein
Mitglied der Flaviviridae ist, Gberein. Jedoch wurde die Moglichkeit, dafs HCV eine neue Klasse eines viralen
Erregers darstellt, noch nicht ausgeschlossen.

IV.H.2. Nachweis von Sequenzen in eingefangenen Teilchen, die bei Amplifikation mit PCR mit von Clon 81
abgeleiteter HCV-cDNA hybridisieren

[0410] Die RNA in den eingefangenen Teilchen wurde, wie in Abschnitt IV.H.1. beschrieben, erhalten. Die
Analyse auf Sequenzen, die mit HCV-cDNA, die von Clon 81 abgeleitet ist, hybridisieren, wurde unter Verwen-
dung des PCR-Amplifikationsverfahrens, wie in Abschnitt IV.C.3 beschrieben, durchgefiihrt, auler dal die Hy-
bridisierungssonde ein mit Kinase behandeltes Oligonucleotid, abgeleitet von der cDNA-Sequenz von Clon 81,
war. Die Ergebnisse zeigten, dal} die amplifizierten Sequenzen mit der HCV-cDNA-Sonde, die von Clon 81 ab-
geleitet ist, hybridisieren.

IV.H.3. Homologie zwischen dem Nicht-Strukturprotein des Dengue-Flavivirus (MNWWVD1) und den HCV-Po-
lypeptiden die von dem kombinierten ORF der Clone 14i bis 39c codiert werden

[0411] Die kombinierten HCV-cDNAs der Clone 14i bis 39c enthalten einen kontinuierlichen ORF, wie in
Fig. 26 gezeigt. Das davon codierte Polypeptid wurde auf Sequenzhomologie mit dem Bereich des (der)
Nicht-Strukturpolypeptids(e) in dem Dengue-Flavivirus (MNWVD1) analysiert. Bei der Analyse wurde die Day-
hoff-Proteindatenbank verwendet, und sie wurde mit einem Computer durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in
Fig. 42 gezeigt. Darin bedeutet das Symbol (:) eine exakte Homologie und das Symbol (.) einen konservativen
Austausch in der Sequenz. Die Striche zeigen Abstande an, die in die Sequenz eingefihrt wurden, um die
gréRten Homalogien zu erreichen. Wie aus der Figur hervorgeht, besteht eine signifikante Homologie zwischen
der von der HCV-cDNA codierten Sequenz und dem (den) Nicht-Strukturpolypeptid(en) des Dengue-Virus. Zu-
satzlich zu der in Fig. 42 (als Fig. 41-1 und 41-2 gekennzeichnet) gezeigten Homologie enthielt die Analyse
des Polypeptidsegments, das von einem Bereich gegen das 3'-Ende der cDNA codiert wurde, auch Sequen-
zen, die Sequenzen der Dengue-Polymerase homolog sind. Von Bedeutung ist die Entdeckung, daf die kano-
nische Gly-Asp-Asp (GDD)-Sequenz, die als wesentlich fiir die RNA-abhangige RNA-Polymerase gilt, in dem
von der HCV-cDNA codierten Polypeptid an einem Ort enthalten ist, der dem in dem Dengue 2-Virus entspricht.
(Daten nicht gezeigt.)

IV.H.4. HCV-cDNA ist in NANBH-infiziertem Gewebe nicht nachweisbar

[0412] Zwei Typen von Studien ergaben Ergebnisse, die nahelegen, dal die HCV-cDNA in Gewebe von ei-
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nem Individuum mit NANBH nicht nachweisbar ist. Diese Ergebnisse zusammen mit denjenigen, die in IV.C.
und IV.H.1. und IV.H.2. beschrieben sind, liefern den Nachweis, dal HCV nicht ein DNA-haltiges Virus ist, und
dafl an der Replikation keine cDNA, beteiligt ist.

IV.H.4.a. Southern-Blotting-Verfahren

[0413] Um zu bestimmen, ob Leber von mit NANBH infizierten Schimpansen eine nachweisbare HCV-DNA
(oder HCV-cDNA) enthalt, wurden Restriktionsfragmente der aus dieser Quelle isolierten DNA nach Southern
geblottet, und die Blots wurden mit einer 32P-markierten HCV-cDNA abgesucht. Die Ergebnisse zeigten, dal
die markierte HCV-cDNA mit der geblotteten DNA aus der Leber der infizierten Schimpansen nicht hybridisier-
te. Sie hybridisierte auch nicht mit einer zur Kontrolle geblotteten DNA aus normaler Schimpansenleber. Im Ge-
gensatz dazu hybridisierte in einer positiven Kontrolle eine markierte Sonde des B-Interferongens stark mit
Southern-Blots von menschlicher Placenta-DNA, die durch Restriktionsenzyme gespalten worden war. Diese
Systeme wurden so entwickelt, dal sie eine einzige Kopie des Gens, das mit der markierten Sonde nachge-
wiesen werden soll, nachwiesen.

[0414] Die DNAs wurden aus den Lebern von zwei Schimpansen mit NANBH isoliert. Die Kontroll-DNAs wur-
den aus der Leber nichtinfizierter Schimpansen und aus menschlichen Placentas isoliert. Das Verfahren zur
Extraktion der DNA war im wesentlichen das nach Maniatis et al. (1982), und die DNA-Proben wurden wahrend
des Isolierungsverfahrens mit RNase behandelt.

[0415] Jede DNA-Probe wurde mit entweder EcoRlI, Mbol oder Hincll (12 pg) nach den Angaben des Herstel-
lers behandelt. Die gespaltenen DNAs wurden auf 1%igen neutralen Agarosegelen elektrophoretisch unter-
sucht, nach Southern auf Nitrocellulose geblottet, und das geblottete Material wurde mit der geeigneten cDNA
einer nick-translatierten Sonde (3 x 106 cpm/ml Hybridisierungsgemisch) hybridisiert. Die DNA aus der Leber
infizierter Schimpansen und aus normaler Leber wurde mit **P-markierter HCV-cDNA aus den Clonen 36 plus
81 hybridisiert. Die DNA aus menschlicher Placenta wurde mit **P-markierter DNA aus dem B-Interferongen
hybridisiert. Nach der Hybridisierung wurden die Blots unter stringenten Bedingungen, d.h. mit einer Lésung
aus 0,1 x SSC, 0,1% SDS bei 65°C, gewaschen.

[0416] Die DNA des B-Interferongens wurde, wie von Houghton et al. (1981) beschrieben, hergestellt.

IV.H.4.b. Amplifikation nach der PCR-Technik

[0417] Um zu bestimmen, ob die HCV-DNA in Leber von Schimpansen mit NANBH nachgewiesen werden
kann, wurde DNA aus dem Gewebe isoliert, und der PCR-Amplifikations-Nachweistechnik unter Verwendung
von Primern und Sondenpolynucleotiden, die von der HCV-cDNA von Clon 81 abgeleitet waren, unterworfen.
Die negativen Kontrollen waren DNA-Proben, die aus nichtinfizierten HepG2-Gewebskulturzellen und aus ver-
mutlich nichtinfizierter menschlicher Placenta isoliert wurden. Die positiven Kontrollen waren die Proben der
negativen Kontroll-DNAs, denen eine bekannte relativ kleine Menge (250 Molekule) der HCV-cDNA-Insertion
aus Clon 81 zugesetzt war.

[0418] Zusatzlich wurde zur Bestatigung, dall die RNA-Fraktionen, die aus den gleichen Lebern von Schim-
pansen mit NANBH isoliert worden waren, Komplementarsequenzen der HCV-cDNA-Sonde enthielten, das
PCR-Amplifikationsnachweissystem ebenfalls an den isolierten RNA-Proben verwendet.

[0419] Inden Studien wurden die DNAs nach dem in Abschnitt IV.H.4.a. beschriebenen Verfahren isoliert, und
die RNAs wurden im wesentlichen, wie von Chirgwin et al. (1981) beschrieben, extrahiert.

[0420] Die DNA-Proben wurden aus zwei Lebern von infizierten Schimpansen, aus nichtinfizierten
HepG2-Zellen und aus. menschlicher Placenta isoliert. 1 ug jeder DNA wurde mit Hindlll nach den Angaben
des Herstellers gespalten. Die gespaltenen Proben wurden der PCR-Amplifikation und dem Nachweis auf die
amplifizierte HCV-cDNA im wesentlichen, wie in Abschnitt IV.C.3. beschrieben, unterworfen, ausgenommen,
dafd die Stufe der reversen Transkriptase weggelassen wurde. Die PCR-Primer und die Sonde stammten von
der HCV-cDNA von Clon 81 und sind in Abschnitt IV.C.3. beschrieben. Vor der Amplifikation wurde als positive
Kontrollen 1 pg einer Probe jeder DNA durch Zugabe von 250 Molekilen der aus Clon 81 isolierten HCV-cD-
NA-Insertion gekennzeichnet ("spiked").

[0421] Um zu bestimmen, ob die HCV-Sequenzen in RNA, die aus den Lebern von Schimpansen mit NANBH
isoliert worden war, vorhanden waren, wurden Proben, die 0,4 ug der Gesamt-RNA enthielten, dem Amplifika-
tionsverfahren im wesentlichen, wie in Abschnitt IV.C.3. beschrieben, unterworfen, ausgenommen, dal die re-
verse Transkriptase. von einigen Proben als negative Kontrolle weggelassen wurde, Die PCR-Primer und die
Sonde stammten von der HCV-cDNA von Clon 81, wie vorstehend beschrieben.

[0422] Die Ergebnisse zeigten, da® amplifizierte Sequenzen, die der HCV-cDNA-Sonde komplementar wa-
ren, in den DNAs von der Leber infizierter Schimpansen nicht nachweisbar waren und auch nicht in den nega-
tiven Kontrollen nachweisbar waren. Im Gegensatz , dazu wurden, wenn die Proben einschlieBlich der DNA
aus der Leber von infizierten Schimpansen mit der HCV-cDNA vor der Amplifikation gekennzeichnet wurden,
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die Sequenzen von Clon 81 in allen positiven Kontrollproben nachgewiesen. Zusatzlich wurden in den
RNA-Studien Sequenzen von amplifizierter HCV-cDNA von Clon 81 nur nachgewiesen, wenn die reverse Tran-
skriptase verwendet wurde, was stark nahelegt, daf3 die Ergebnisse nicht auf eine DNA-Kontamination zurlick-
zuflihren waren.

[0423] Diese Ergebnisse zeigen, dall Hepatocyten aus Schimpansen mit NANBH keine oder nichtnachweis-
bare Mengen an HCV-DNA enthalten, Basierend auf der Kennzeichnungsstudie ist die HCV-DNA, sofern sie
vorhanden ist, in einer Menge weit unter 0,06 Kopien pro Hepatocyt vorhanden. Im Gegensatz dazu wurden
HCV-Sequenzen in Gesamt-RNA aus den gleichen Leberproben sofort mit der PCR-Technik nachgewiesen.

IV.I. ELISA-Bestimmungen auf HCV-Infektion unter Verwendung von HCV-c100-3 als Test-Antigen

[0424] Alle Proben wurden unter Verwendung des HCV-c100-3-ELISAs untersucht. Bei diesem Test wurde
das HCV-c100-3-Antigen (das, wie in Abschnitt IV.B.5. beschrieben, synthetisiert und gereinigt worden war)
und ein Meerrettichperoxidase (HRP)-Konjugat von monoclonalem Maus-Anti-Mensch-1gG verwendet.

[0425] Mit dem HCV-c100-3-Antigen beschichtete Platten wurden wie folgt hergestellt. Eine Lésung aus dem
Beschichtungspuffer (50 mM Na-Borat, pH 9,0), 21 ml/Platte, BSA (25 pg/ml), ¢100-3 (2,50 pg/ml) wurde kurz
vor der Zugabe auf die Removeawell-lmmulon-I-Platten (Dynatech Corp.) hergestellt. Nach 5-minttigem Ver-
mischen wurden 0,2 ml/Vertiefung der Lésung auf die Platten gegeben, und sie wurden bedeckt und 2 h lang
bei 37°C inkubiert. Danach wurde die Lésung durch Aspiration entfernt. Die Vertiefungen wurden einmal mit
400 pl Waschpuffer (100 mM Natriumphosphat, pH 7,4, 140 mM Natriumchlorid, 0,1% (Gewicht/\Volumen) Ca-
sein, 1% (Gewicht/VVolumen) Triton X-100, 0,01% (Gewicht/Volumen) Thimerosal) gewaschen. Nach Entfernen
der Waschlésung wurden 200 pl/Vertiefung Postcoat-Lésung (10 mM Natriumphosphat, pH 7,2, 150 mM Nat-
riumchlorid, 0,1% (Gewicht/Volumen) Casein und 2 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) zugesetzt. Die
Platten wurden locker bedeckt, um die Verdunstung zu verhindern, und wurden 30 min lang bei Raumtempe-
ratur stehengelassen. Die Vertiefungen wurden dann aspiriert, um die Lésung zu entfernen und Gber Nacht
trocken lyophilisiert, ohne Erhitzung des Lagerorts. Die hergestellten Platten kénnen bei 2 bis 8°C in versiegel-
ten Aluminiumbeuteln gelagert werden.

[0426] Uim die ELISA-Bestimmung durchzufiihren, wurden 20 yl Serumprobe oder Kontrollprobe einer Ver-
tiefung, die 200 pl Probenverdinner (100 mM Natriumphosphat, pH 7,4, 500 mM Natriumchlorid, 1 mM EDTA,
0,1% (Gewicht/VVolumen) Casein, 0,015 (Gewicht/Volumen) Therosal, 1% (Gewicht/VVolumen) Triton X-100,
100 pg/ml Hefeextrakt) enthielt, zugegeben. Die Platten wurden versiegelt und 2 h lang bei 37°C inkubiert. Da-
nach wurde die Lésung durch Aspiration entfernt und die Vertiefungen wurden mit 400 ul Waschpuffer (phos-
phatgepufferte Kochsalzldsung (PBS), enthaltend 0,05 Tween 20) gewaschen. Die gewaschenen Vertiefungen
wurden mit 200 pl Maus-Anti-Mensch-IlgG-HRP-Konjugat, das in einer Loésung des Ortho-Konjugatverdinners
(10 mM Natriumphosphat, pH 7,2, 150 mM Natriumchlorid, 50% (Volumen/Volumen) fotales Rinderserum, 1%
(Volumen/Volumen) hitzebehandeltes Pferdeserum, 1 mM K,Fe(CN),, 0,05% (Gewicht/Volumen) Tween 20,
0,02% (Gewicht/Volumen) Thimerosal) enthalten war, behandelt. Die Behandlung dauerte 1 h bei 37°C, die
Lésung wurde durch Aspiration entfernt, und die Vertiefungen wurden mit Waschpuffer, der ebenfalls durch As-
piration entfernt wurde, gewaschen. Um die Menge des gebundenen Enzymkonjugats zu bestimmen, wurden
200 pl Substratlésung (10 mg o-Phenylendiamindihydrochlorid pro 5 ml Entwicklerlésung) zugesetzt. Die Ent-
wicklerldsung enthalt 50 mM Natriumcitrat, eingestellt mit Phosphorséure auf pH 5,1 und 0,6 pl/ml 30 H,O,. Die
Platten, die die Substratlésung enthielten, wurden im Dunkeln 30 min lang bei Raumtemperatur inkubiert, die
Reaktionen wurde durch Zugabe von 50 pl/ml 4N Schwefelsdure gestoppt, und die OD-Werte wurden be-
stimmt.

[0427] Die nachstehend angegebenen Beispiele zeigen, dal® der Mikrotiterplatten-Absuch-ELISA, bei dem
das HCV-c100-3-Antigen verwendet wird, einen hohen Sgezifitdtsgrad besitzt, wie durch eine anfangliche Re-
aktivitatsrate von etwa 1%, bezogen auf eine wiederholte Rate von etwa 0,5% an Zufallsspendern nachgewie-
sen wurde. Mit dem Test kann eine Immunantwort sowohl in der postakuten Phase der Infektion, als auch wah-
rend der chronischen Phase der Erkrankung nachgewiesen werden. Zusatzlich kénnen mit dem Test einige
Proben nachgewiesen werden, die ein negatives Ergebnis in den Ersatztests auf NANBH ergeben. Diese Pro-
ben stammen von Individuen mit einer NANBH-Anamnese oder von Spendern, die an der NANBH-Ubertra-
gung beteiligt sind.

[0428] In den nachstehend beschriebenen Beispielen werden die folgenden Abklrzungen verwendet:
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ALT Alanin-Aminotransferase
Anti-HBc Antikdrper gegen HBc
Anti-HBsAg Antikdrper gegen HBsAg
HBc Hepatitis-B-Core-Antigen
HBsAg Hepatitis B-Oberflachen-Antigen
IgG Immunoglobulin G

IgM Immunglobulin M

IE/ Internationale Einheiten/I
NA nicht verfligbar

NT nicht getestet

N Probengrolle

Neg negativ

oD optische Dichte

Pos positiv

S/IC O Signal/Endpunkt

SD Standardabweichung

X Durchschnitt oder Mittelwert
WNL innerhalb normaler Grenzen

IV.I.1. HCV-Infektion in einer Population zufalliger Blutspender

[0429] Eine Gruppe von 1056 Proben (frische Seren) von zufalligen Blutspendern wurde von der Irwin-Me-
morial-Blood-Bank, San Francisco, Kalifornien, erhalten. Die mit diesen Proben erhaltenen Testergebnisse
sind in einem Histogramm, das die Verteilung der OD-Werte zeigt, zusammengefaldt (Fig. 43). Wie aus Fig. 43
hervorgeht, sind vier Proben >3, eine Probe zwischen 1 und 3, finf Proben zwischen 0,4 und 1 und die ver-
bleibenden 1046 Proben <0,4, wobei tber 90% dieser Proben <0,1 sind.

[0430] Die Ergebnisse an den reaktiven Zufallsproben sind in Tabelle 5 dargestellt. Unter Verwendung eines
Endpunktwerts, der dem Mittelwert plus 5 Standardabweichungen entspricht, waren anfanglich 10 Proben von
den 1056 (0,95%) reaktiv. Von diesen erwiesen sich funf Proben (0,47%) erneut als reaktiv, wenn sie ein zwei-
tes Mal unter Verwendung des ELISAs getestet wurden. Die Tabelle 5 zeigt auch den ALT- und Anti-HBd-Sta-
tus flur jede der wiederholt reaktiven Proben. Von besonderem Interesse ist die Tatsache, dal alle fiinf wieder-
holt reaktiven Proben in beiden Ersatztests auf NANBH negativ waren, wahrend sie in dem HCV-ELISA ein
positives Ergebnis ergaben.
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Tabelle 5
Ergebnisse an reaktiven Zufallsproben

N = 1051
x = 0,049*
SD = + 0,074

Endpunkt: x + 5SD = 0,419 (0,400 + negative Kontrolle)

Anfanglich Wiederholt

reaktiv reaktiv Anti-

Proben oD QD ALT*~* HBg***
(IE/1) ({OD)

4227 0,462 ‘ 0,084 NA NAa
6292 0,569 0,294 NA NA
6188 0,699 0,326 NA NA
6157 0,735 0,187 NA NA
6277 0,883 0,152 Na NA
6397 1,567 1,392 30,14 1,433
6019 - >3,000 >3,000 46,48 1,057
6651 >3,000 >3,000 48,53 1,343
6669 >3,000 >2,000 60,53 1,165
4003 >3,000 3,000 WINL* * ** negativ

) 10/1056 = 0,95 % 5/1056 = 0,47 %

Proben >1,5 wurden bei der Berechnung des Mittelwerts und der SD nicht aufgenommen
“ALT = 68 IE/I ist Giber den Normalwerten

“Anti-HBc < 0,535 (kompetitiver Test) gilt als positiv

""WNL: in den normalen Grenzen

IV.1.2. Schimpansenserumproben

[0431] Serumproben von 11 Schimpansen wurden mit dem HCV-c100-3-ELISA getestet. Vier von diesen
Schimpansen wurden durch eine kontaminierte Charge von Faktor VIII (vermutlich Hutchinson-Stamm) mit
NANBH nach einem etablierten Verfahren in Zusammenarbeit mit Dr. Daniel Bradley am Center for Disease
Control infiziert. Als Kontrollen wurden vier andere Schimpansen mit HAV und drei mit HBV infiziert. Die Se-
rumproben wurden zu verschiedenen Zeiten nach der Infektion gewonnen.

[0432] Die Ergebnisse, die in Tabelle 6 zusammengefalit sind, zeigen eine dokumentierte Antikorper-Sero-
conversion bei allen Schimpansen, die mit dem Hutchinson-Stamm von NANBH infiziert worden waren. Nach
der akuten Phase der Infektion (wie durch das signifikante Ansteigen und anschlieRende Abfallen auf normale
ALT-Werte nachgewiesen ist) wurden Antikdrper gegen HCV-c100-3 in den Seren von 4/4-NANBH-infizierten
Schimpansen nachweisbar. Von diesen Proben war zuvor, wie in Abschnitt 1V.B.3. diskutiert, gezeigt worden,
daR sie in einer Western-Analyse und in einem RIA positiv waren. Im Gegensatz dazu zeigte keiner der Kon-
troll-Schimpansen, der mit HAV oder HBV infiziert worden war, einen Reaktivitatsnachweis in dem ELISA.
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Negative
Kontrolle
Positive
Kontrolle
Endpunkt

Schimpanse

Schimpanse

Schimpanse

Schimpanse

Schimpanse

Schimpanse

Schimpanse

Schimpanse

R

oD

0,001
1,504
0,401

-0,007

0,003
>3,000
>3,000

-0,003
-0,005

0,945
>3,000

0,005
0,017
0,006
1,010

-0,008
0,003
0,523
1,574

-0,006
0,001
0,003
0,006

-0,005
0,001
-0,004
0,290

-0,008
-0,004
-0,006

0,005

-0,007
0,000
0,004
0,000
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Tabelle 6

s/CO

0,00
0,01
>7,48
>7,48

Schimpansenserumproben

Inokulati-
onsdatum

24.5.84

14.3.85

11.3.85

21.11.80

25.5.82

25.5.82

21.11.80

Datum der

Blutent-

nahme

24.5

7.8.

i8.9

24.10.

31.5

28.8.
20.8.
24.10.

14.
26.

o
‘o o W

20.

-

= o o
o oy Ul W

21.11.
16.12,
30.12.

29.7.

.84
84
.84
34

.24
84
84
84

.85
.85
.85
.85

.85
.85
.85
.85

80
30
30

21.8.81
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Schimpanse 9 --- --- 24.7.80 --- --- HBV
0,019 Q0,05 22.8. - -——-
10.10.79
-— -—— 11.3.81 57
0,015 0,04 1.7. - 9
5.8.81
0,008 0,02 1.10.81 6
Schimpanse -—- - 12.5.82 ~—- -—= EBV
10
0,011 0,03 21.4. - 9
.. 12.5.82
0,018 0,04 1.9. - 126
8.9.82
0,008 0,02 2.12.82 Q
0,010 0,02 6.1.83 13
Schimpanse --- --- 12.5.82 ——— --- =RV
11
0,000 0,00 6.1. - 11
12.5.82
--- - 23.6.82 100
-0,003 0,00 9.6. -~ ———
7.7/82
-0,003 0,00 28.10.82 9
-0,003 0,040 20.12.82 10

IV.1.3. Versuchsgruppe 1: Erwiesen infektidse Seren aus menschlichen chronischen NANBH-Tragern

[0433] Eine codierte ("coded") Versuchsgruppe bestand aus 22 Einzelproben, die jeweils doppelt vorhanden
waren, insgesamt 44 Proben. Die Proben stammten aus erwiesen infektidsen Seren von chronischen NAN-
BH-Tragern, infektiésen Seren von beteiligten Spendern und infektidsen Seren von Patienten in der akuten
NANBH-Phase. Zusatzlich stammten die Proben von Kontrollen mit deutlich negativem Hintergrund ("pedig-
ree"). und anderen erkrankten Kontrollen. Diese Versuchsgruppe wurde von Dr. H. Alter vom Department of
Health and Human Service, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, zur Verfiigung gestellt. Die Ver-
suchsgruppe wurde von Dr. Alter vor mehreren Jahren zusammengestellt und wurde von Dr. Alter als geeig-
nete Versuchsgruppe fur vermutliche NANBH-Tests verwendet.

[0434] Die gesamte Versuchsgruppe wurde zweimal mit dem ELISA-Test getestet, und die Ergebnisse wur-
den zur Auswertung an Dr. Alter geschickt. Die Ergebnisse der Auswertung sind in Tabelle 7 dargestellt. Ob-
wohl die Tabelle die Ergebnisse nur einer Reihe der Doppelproben darstellt, wurden die gleichen Werte fir jede
der Doppelproben erhalten.

[0435] Wie in Tabelle 7 gezeigt, waren sechs Seren, die in einem Schimpansenmodell sich als infektios er-
wiesen hatten, stark positiv. Das siebte infektidse Serum entsprach einer Probe fir einen akuten NANBH-Fall
und reagierte in diesem ELISA nicht. Eine Probe von einem beteiligten Spender mit normalen ALT-Gehalten
und zweideutigen Ergebnissen in Schimpansenstudien war in dem Test nicht reaktiv. Drei andere Serienproben
von einem Individuum mit akuter NANBH waren ebenfalls nicht reaktiv. Alle Proben von den sehr deutlich ne-
gativen Kontrollen, die von Spendern, die mindestens 10 Blutspenden ohne Hepatitis-Beteiligung erhalten hat-
ten, waren in dem ELISA nicht reaktiv. SchlieBlich hatten vier der getesteten Proben zuvor in einem vermutli-
chen NANBH-Test, der von anderen entwickelt worden war, ein positives Ergebnis ergeben, aber diese Tests
konnten nicht bestatigt werden. Diese vier Proben ergaben in dem HCV-ELISA ein negatives Ergebnis.
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Tabelle 7
H. Alters Versuchsgruppe 1:

l1)Erwiesen infektids durch schimpansenansteckung

A, Chronische NANB; Post-Tx
JF + +
EB + +
PG + +

B. Beteiligte Spender mit erhdhtem ALT-Wert
BC + +
JJ + +
BB + +

C. Akute NANB; Post-Tx
WH
2) Zweideutig infektids durch
Schimpansanansteckung
A. Beteiligter Spender mit normalem ALT-Wert
ce '
3) Akute NANB: Post-Tx

L Woche 1

g

JL Woche 2
JL Woche 3

4) Krankheitskontrollen

ES

A, Primi&re bilidre Leberzirrhoses
FX
B. Genesende Alkoholiker-Hepatitis
HB
5) Deutlich negative Kontrollen
DM
DC
Lv
ML
AH
6) Potentielle NANB-"Antigene"
JS-80-01T-0 (ISHIDA)
ASTERIX (TREPOQ)
ZURTZ (ARNOLD)

BECASSDINE (TREPO)

IV.1.4. Versuchsgruppe 2: Spender/Empfanger-NANBH

[0436] Die codierte Versuchsgruppe bestand aus 10 eindeutigen Spender-Empfanger-Fallen von transfusi-
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ons-assoziierter NANBH mit einer Gesamtzahl von 188 Proben. Jeder Fall bestand aus Proben von einigen
oder allen Spendern flir den Empfanger und von Reihenproben (3, 6 und 12 Monate nach Transfusion entnom-
men) von dem Empféanger. Ebenfalls mit aufgenommen wurde eine Vorblutprobe, die dem Empfanger vor der
Transfusion entnommen worden war. Die codierte Versuchsgruppe wurde von Dr. H. Alter vom NIH bereitge-
stellt, und die Ergebnisse wurden an ihn zur Auswertung geschickt.

[0437] Die Ergebnisse, die in Tabelle 8 zusammengefaldt sind, zeigen, dafl® der ELISA Antikdrper-Serocon-
version in 9 von 10 Fallen der transfusions-assoziierten NANBH nachwies. Proben aus Fall 4 (in dem keine
Seroconversion nachgewiesen wurde) reagierten bestandig schwach in dem ELISA. Zwei von den 10 Empfan-
gerproben reagierten drei Monate nach der Transfusion. Nach sechs Monaten reagierten 8 Empfangerproben,
und nach 12 Monaten reagierten mit Ausnahme von Fall 4 alle Proben. Zusatzlich wurde mindestens ein An-
tikrper-positiver Spender in 7 von den 10 Fallen gefunden, wobei der Fall 10 zwei positive Spender hatte.
Auch im Fall 10 war die Vorblutprobe des Empfangers auf HCV-Antikérper positiv. Die 1-Monatsblutprobe von
diesem Empfanger fiel auf die Grenzlinie fir reaktive Spiegel, wahrend sie bei den 4- und 10-Monatsblutproben
als positiv bewertet wurde. Im allgemeinen galt ein S/CO-Wert von 0,4 als positiv. So kann dieser Fall eine frii-
here Infektion des Individuums mit HCV darstellen.

[0438] Der ALT- und HBc-Status fir alle reaktiven, d.h. positiven Proben sind in Tabelle 9 zusammengefal3t.
Wie aus der Tabelle hervorgeht, war 1/8 der Spenderproben bezlglich der Ersatzmarker negativ und reagierte
in dem HCV-Antikorper-ELISA. Andererseits hatten die Empfangerproben (bis zu 12 Monate nach der Trans-
fusion verfolgt) entweder erhéhte ALT-Werte oder positives Anti-HBc oder beides.

Tabelle 8
Spender/Emnfanger NANB-Versuchsgruppe
H Alter Spender/Emnfanger NANB-Versuchsgruppe

Pali Spender Empfangex- Post-Tx
Voxrblut 3 Monate 6 Monate 12 Monate

00 $/C0 o0 s/Q0 00 $/€0 00 3/C0 a0 $/C0
L. - - 052 0,07 J12 0,7 >3,000 »6,% 3,000 >8.%
2, —— - 053 0,14 050 0,02 . 1,831 3,80 >3,000 06,88
3. ,803 0798 089 0,11 057 0,43 >3,000 6,96  >3,000 6%
I 085 0,15 073 0,17 067 0,16 217 0,50
5 »3,000 >6,96 033 0,08 0% 0,22 >3,000 »6,96 3,000  >5,%

6. >3,000  >5,96 }056 0,13 1,875 3,44 >31000 >6,% >3,000 5,96

7. >3.000 6,9 038 0,08 0% 0,43 >3,000 6,9  >3,000 6%

8. >3,000 6,9 061 Q8 078 0,18 2,22 5,28 3,000 6%

9. >3.000 6,9 080 0,13 L1277 0,30 055 0,13 >3.000  %6,%

10, »3,000. »6,9 >3,000 >6,3 377 0,78 >3,000° >6,96  >3,000°°° 5,56
>3.000 >6,%

¥ 1 Monat, ** 4 Monate, *¥** i0 Monate
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Tabelle 9

ALT und HBc-Status fiir reaktive Proben in der Versuchsgruppe 1 nach H Alter

Anti-ATT* HBg**
Spender
Fall 3 normal negativ
Fall S erhdéht positiv
rall 6 erhéht positiv
Fall 7 nicht vergligbar negativ
Fall 8 normal positiv
Fall ¢ erhéht nicht verftgbar
Fall 10 normal positiv
Fall 10 normal positiv
Empféngex
Fall 1 ‘ 6 mo erhéht positiv
12 mo erhdht ) nicht getestet
Fall 2 6 mo erhéht negativ
12 mo arhéht nicht getestet
Fall 3 .6 mo normal nicht getestet***
12 mo erhéht nicht getestet***
Fall 5 6 mo erhdéht nicht getestet
12 mo erhdht nicht getestet
Fall 6 3 mo erhoéht negativ
6 mo erhéht negativ
12 mo erndht nicht getestet
Fall 7 6 mo erhéht negativ
12 mo erhéht negativ
Fall 8 6 mo normal positiv
12 mo erhéht nicht getestet
Fall 9 12 mo erhéht nicht getestet
Fall 10 4 mo erndht nicht getestet
erhéht

. 10 mo
Alt = 45 IE/I liegt Gber den

“Anti-HBc < 50% (kompetitiver Test) gilt als positiv.

normalen Grenzen.

nicht getestet

""Vorblutprobe und 3-Monatsproben waren auf HBc negativ.

IV.1.5. Bestimmung der HCV-Infektion in Proben einer Hochrisikogruppe

[0439] Proben von Hochrisikogruppen wurden unter Verwendung des ELISAs geprift, um die Reaktivitat ge-
gen das HCV-c100-3-Antigen zu bestimmen. Diese Proben wurden von Dr. Gary Tegtmeier, Community Blood
Bank, Kansas City, bezogen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 10 zusammengefalt.

[0440] Wie in der Tabelle gezeigt, werden die Proben mit der hdchsten Reaktivitdt von Hamophilen (76%) er-
halten. Zusatzlich waren die Proben von Individuen mit einem erhéhten ALT-Wert und einer positiven Reaktion
auf Anti-HBc zu 51% reaktiv, ein Wert, der dem aus klinischen Daten und der Verbreitung von NANBH in dieser
Gruppe erwarteten Wert entspricht. Das Auftreten von Antikérpern gegen HCV war bei Blutspendern mit er-
héhtem ALT-Wert allein, Blutspendern, die auf Antikdrper gegen den Hepatitis B-Core allein positiv waren, und
bei Blutspendern, die aus anderen Griinden als einem hohen ALT-Wert oder einem Anti-Core-Antikdrper zu-
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ruckgewiesen wurden, ebenfalls héher, verglichen mit zufallig gewahlten freiwilligen Spendern.

Tabelle 10
Proben von einer Gruppe mit hohem NANBH-Risiko
Verteilung
Gruppe N N on eaktis
rhéhter ALT-Wert 35 3 >3,000 11.4 %

1 0,728

Anti-HBc 24

U

>3,000 20.8 %

Erhéhter ALT-Wert, Anti-HBc 23 12 >3,000

(62}
§-

w
oe

o
(8]
~d
o
fae]

T
o
(Vo]
W
w

‘Zuriickgewiesene Spender 25 5 >3,000 20,0 %

Spender mit einer Hepatitis- 150 19 >3,000 14,7 %

Anamnese

pt

0,837
1 0,714

1 0,48%

Hémophile 50 31 >3,000 76,0 %
1 2,568
12,483

2,000

e

1,979

=

1,495
1 1,209
1 0,819

IV.1.6 Vergleichsstudien unter Verwendung monoclonalen Anti-lgG- oder Anti-IlgM-Antikérner oder polyclonaler
Antikérper als zweitem Antikdrper in dem HCV-c100-3-ELISA

[0441] Die Empfindlichkeit der ELISA-Bestimmung, bei der das monoclonale Anti-lgG-Konjugat verwendet
wird, wurde mit der verglichen, die unter Verwendung entweder eines monoclonalen Anti-lgM-Konjugats oder
durch Ersatz beider mit einem polyclonalen Antiserum, das als sowohl fur die schwere als auch die leichte Ket-
te spezifisch beschrieben wird. Die folgenden Studien wurden durchgefihrt.
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IV.1.6.a. Reihenproben von Seroconvertern

[0442] Reihenproben von drei Fallen von NANB-Seroconvertern wurden in dem HCV-c100-3-ELISA-Test un-
ter Verwendung des Enzymkonjugats entweder mit dem monoclonalen Anti-IgG allein oder in Kombination mit
einem monoclonalen Anti-lgM oder unter Verwendung eines polyclonalen Antiserums untersucht. wie Proben
wurden von Dr. Cladd Stevens, N.Y. Blood Centre, N.Y.C., N.Y., bereitgestellt. Die Probenanamnesen sind in
Tabelle 11 gezeigt.

[0443] Die unter Verwendung eines monoclonalen Anti-lgG-Antikdrper-Enzymkonjugats erhaltenen Ergeb-
nisse sind in Tabelle 12 gezeigt. Die Daten zeigen, dal eine starke Reaktivitat anfanglich in den Proben 1-4,
2-8 und 3-5 der Falle 1, 2 bzw. 3 beobachtet wird.

[0444] Die Ergebnisse, die unter Verwendung einer Kombination eines monoclonalen Anti-IgG-Konjugats und
eines Anti-lgM-Konjugats erhalten wurden, sind in Tabelle 13 gezeigt. Drei verschiedene Verhaltnisse von An-
ti-lgG zu Anti-IgM wurden getestet; die 1:10000-Verdinnung von Anti-lgG war durchwegs konstant. Die Ver-
dinnungen, die fir das monoclonale Anti-lgM-Konjugat getestet wurden, betrugen 1:30000, 1:60000 und
1:120000. Die Daten zeigen, dak in Ubereinstimmung mit den Untersuchungen mit Anti-lgG allein eine anfang-
liche starke Reaktivitat in den Proben 1-4, 2-8 und 3-5 nachgewiesen wird.

[0445] Die Ergebnisse, die mit dem ELISA unter Verwendung eines monoclonalen Anti-lgG-Konjugats (Ver-
dinnung 1:10000) oder des polyclonalen Konjugats von Tago (Verdiinnung 1:80000) oder des polyclonalen
Konjugats von Jackson (Veratinnung 1:80000) erhalten wurden, sind in Tabelle 14 gezeigt. Die Daten zeigen,
daR eine anfangliche starke Reaktivitat in den Proben 1-4, 2-8 und 3-5 unter Verwendung aller drei Konfigu-
rationen nachgewiesen wird. Die polyclonalen Antikdrper von Tago ergaben die niedrigsten Signale.

[0446] Die vorstehend dargelegten Ergebnisse zeigen, dal} alle drei Konfigurationen reaktive Proben zur glei-
chen Zeit nach der akuten Phase der Krankheit (wie durch die ALT-Bewertung nachgewiesen) nachweisen.
Ferner zeigen die Ergebnisse, dal} die Empfindlichkeit des HCV-c100-3-ELISAs unter Verwendung eines mo-
noclonalen Anti-lgG-Enzymkonjugats gleich oder besser ist als die, die unter Verwendung der anderen getes-
teten Konfigurationen fiir das Enzymkonjugat erhalten wird.
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Tabelle 11
Beschreibung der Proben aus der Cladd-Stevens-Versuchsgruppe

Datum

H3sAg Anci-HBg Anti-HBe ALT 3ilirunin

Fall 1
1-1 8/5/81 1,0 4,7 12,9 40,0 -1,8
1-2 9/2/81 1,0 121,0 15,1 274,80 &
-3 1 1 ) 1 1y
1=3 10/7/81 1,0 64,0 23,8 26140 0.9
1-4 11/19/81 140 67,3 33,8 75,0 0,9
1-5 12/13/31 1,0 50,5 27.6 71.0 1.0
- )

Fall 2
2-1 1o0/19/81 1.0 1,0 116,42 17,8 =140
2-2 ‘11/17/81 140 0,8 89,58 4640 13
2-3 12/02/31 1,0 1,2 78,43 63,0 14
2-4 12/14/81 g 1,0 0,9 90,6 27,0 1o
2-5 12/23/381 150 0,8 93,6 626.0 147
2-6 1/20/32 1,0 0,8 92,9 66.0 1.3
2=7 2/15/82 1.0 0,3 86,7 70,8 1;3
2-8 311782 140 049 §9,8 26,8 1,0
2-9 4/21/82 1,0 0,9 7,1 53,0 1,3
2-10 5/19/82 1,0 0,3 74,8 93,0 146
2-11 6/14/32 1,0 0,8 82,9 37,0 -i49

Fal;_i
3-1 4/7/81 1,0 1,2 ea,4 13,0 ~1,8
3-2 3/12/81 1,0 1,1 126,2  236,0 0,8
3-3 5/30/81 1,0 0,7 99,49 471,0 042
3-4 6/9/81 1,0 1,2 110,8 315,0 046
3-5 1/6/81 1.0 1,1 89,9 73,0 0,4
3-6 8/10/31 1,0 140 118,2 158,0 48
3-7 9/8/31 1,0 1,0 1123 84,0 9,3
3-8 10/14/81 1.0 0,9 102,3 180,0 0,3
3=9 11/11/81 140 150 8476 134.0 0,3

]
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Tabelle 12
ELISA-Egebnisse, erhalten unter Verwendung eines monoclonalen Anti-laG-Konjuaats

prope DAt AT w0
negative Kontxolle
En;punkt . ’g;g
!

PC (1:1283) _ 17390
Fall #1
1-1 08/05/81 50,0 ;178 137
-2 03/02/81  278,0 1154 432
1-3 10/07/81  261,0 29
1-4 11/19/81 75.0 337 1,9
1-s 12/15/81 71,0 >3,000 >6,30
Fall #2
2-1 1071981 17,0 ,058 (12
2-2 117781 46,0 ,05¢ G,
2-3 12/02/81 63,0 ,087 0,10
2-4 12718730 152,0 ,059 0,12
-5 12/23/81  624,0 5070 0,15
2-5 01/20/82 88,0 05t G,il
2-7 02/15/82 70,0 4133 0,28
2-3 03717782 24,0 1,87 3,92
2-3 0421782 530 >3,000 >6,30°
2-10 05/19/82 33,0 >3,000 >6,30
2-11 08/14/82 37,0 >3,000 >6,30
Fall =3
3-1 04/07/81 13,0 1090 519
3-2 05/12/8L  238,0 ,063 513
3-3 03730781 471.0 y079 wl
3-4 06/09/81  315,0 I,
3-5 Q7/06/81 2730 1,707 3,59
3-5 08s10/81 18,0 >3,000 >6,30
3-7 09/08/81 84,0 >3,000 6,30
§-g 0718810 18040 >3,000  >§,30

1171181 15530 >37000 >G730

65/136



DE 38 86 363 T3 2004.09.09

Tabelle 13
ELISA-Ergebnisse, erhalten unter Verwendung eines monoclonalen Anti-IgG und Anti-lgM-Konjugats

NANB EL1SAs
Monoclonale Monoclonale Monoclonale
leG 1:10K leG 1:10K 16G 1:10K
teH 1:30K 16} 1:60K ted 1:120K
prove  Datum AT 00 S0 0 0 W w00

Megative Kontrolle f 7100 ,080 7979
Endpunkt :
PC (1:128) 1,083 1’328 1,197
Fall #1
t-1 08/05/81 40 y173 3162 4070
1-2 03/02/81 278 3194 11#1 ;079
1-3 10/07/81 61 ,162 y128 4083
1-4 11/19/81 75 4312 435 709
f-s =~ 12/1s5/81 71 »3,00 ‘ >3,00 >3,00
iFall #2
2-1 10/19/81 17 ,342 7045 }085
2-2 11/17/81 8% 1102 1029 4030
2-3 12/02/81 83 3059 ,0%6 1027
-3 12/14/81 152 ,065 70@1 4025
2-5 12/23/81 B2 ,082 ,033 ,032
-5 01/20/82 g6 1102 4082 ,027
2-7 02/15/82 70 1188 4,063 409
2-8 Q3/17/82 24 l?728 1,668 11SQI
2-9 08/21/82 53 »3,00 27ﬂ03 >3.00
2-10 05/19/82 95 3,06 3,00 >3,00 -
2-11 06/14/82 37 >3)00 >3)00 >3700
Fall #3
3-1 0a/07/81 13,193 . ,078 ,049
3-2 05/12/81 238 ,20L 7051 ,033
3-3 05/30/81 871 3132 4087 }052
3-3 06/09/81 318 1175 455 71@0
3-5 07/06/81 U3 1,335 1,238 17260
3-6 08/10/3¢ 158 >3’00 >3.00 >3,00
3-7 09/08/81 8y »3,00 >3,00 >3,00
3-8 10/1a/81 180 >3,00 >3,00 >3,00
3-q H/1/8L 158 >3,00 >3,00 >3,00
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Tabelle 14
ELISA-Ergebnisse, erhalten unter Verwendung polyclonaler Konjugate

NANB EL1SAs

MONQCLONAL TAGO JACKSON
1:10K 1:80K 1:80K
probe Datum ALT 00 S/C0 a0 S/C0 00 §/CQ
Negativi Kontrclle 7075 . JQQS 154
Endpunks 476 T 654
PC (1:128) 1,390 Ju 2.154
Fall #1 ’
1-1 08/05/81 40 47837 087,12 1S3 23
1-2 09/02/81 278 4154 132 ,097 )18 ,2?7 34
1-3 10/07/81 251 128 7 0 05 J167 9
l-4 11/19/81 75 WI37 1,97 ,32Q 760 ,793 1,21
1-5 12/15/%1 71 >3,00 >6730 1,778 3727 >3300 >4759
Fall #2
2-1 10/19/81 17 ,058 412 4023 404 ,052 §08
2-2 11/717/81 48 7050 ;11 ;018 )03 ,058 198
2-3 12/02/81 63 087 410 020 o8 080,09
2-4 12/18/81 152 059 12 05 05 058,08
2-5 12/23/81 - b28 3070 ?15 7026 705 ’O7Q 711
2-8 01/20/82 6 050y 018 03 058,08
2-7 02/15/82 70 139 423 ,037 107 ,IQS il
2-8 03/17/82 28 1,867 3,92 }555 /65 1,829 2719
2-9 04/21/82 53 >3.00 >6’30 ,7@8 1?37 >3,DG >3,53
2-10 05/13/82 95 23,00 56,30 1,025 1,88 3,00 »4,59
2-11 %/14/82 37 >3,GG >5;30 ,9?? . 1;88 >3)QG >Q,59
Fall 43
3-1 08/07/31 13 0% 13 .0 09,138 2
3-2 05/12/81 236 08 13,0 407,098 L8
3-3 05/30/81 871 ,079 317 5045 ,08 ’lﬂq )22
3-3 06/03/8L 315 200 a8 085 18,275 L2
3.3 07/06/81 23 1,707 3,59 4272 450 1,773 2,71
3-8 08/10/31 158 >3,00 6,30 1,387 2,87 3,00  >4,59
3-7 09/08/81 84 >3’GO >5,30 2,294 Q;Zl >3?00 >ﬁ,59
3-8 10/14/81 180 >3,00 >5730 >3,00 »>5,50 >3,00 >4,S9
3-9 11711781 154 >3)00 >G;30 >5700 >5750 >3}00 >4759

IV.1.6.b. Proben von Zufallsblutspendern

[0447] Proben von Zufallsblutspendern (vergleiche Abschnitt IV..1.) wurden auf eine HCV-Infektion abge-
sucht unter Verwendung des HCV-c100-3-ELISAs, in dem das Antikdrper-Enzymkonjugat entweder ein mono-
clonales Anti-lgG-Konjugat oder ein polyclonales Konjugat war. Die Gesamtzahl der abgesuchten Proben war
2077 bzw. 1056 fur das polyclonale Konjugat bzw. das monoclonale Konjugat. Eine Zusammenfassung der Er-
gebnisse dieses Tests ist in Tabelle 15 gezeigt, und die Probenverteilungen sind in den Histogrammen in
Fig. 44 gezeigt.

[0448] Die Berechnung des Mittelwerts und der Standardabweichung wurden unter Ausschlul der Proben,
die ein Signal Uber 1,5 ergaben, durchgefihrt, d.h. 1073 OD-Werte wurden fur die Berechnungen unter Ver-
wendung des polyclonalen Konjugats und 1051 fur das monoclonale Anti-lgG-Konjugat verwendet. Wie aus
Tabelle 15 hervorgeht, verschob sich bei Verwendung des polyclonalen Konjugats der Mittelwert von 0,0493
auf 0,0931, und die Standardabweichung erhéhte sich von 0,074 auf 0,0933. Ferner zeigen die Ergebnisse
auch, daf3, wenn das Kriterium von x +5SD zur Definition des Endpunkts des Tests verwendet wird, die Konfi-
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guration des Konjugats aus polyclonalen Antikdrpern und Enzym in dem ELISA einen héheren Endpunktwert
bendtigt. Dies zeigt eine verringerte Testspezifitdt im Vergleich zu dem monoclonalen System an. Zusatzlich
tritt, wie in dem Histogramm in Fig. 44 gezeigt, eine groRere Streuung der Ergebnisse zwischen negativen und
positiven Verteilungen auf, wenn Zufallsblutspender in einem ELISA unter Verwendung des monoclonalen An-
ti-lgG-Konjugats abgesucht werden, verglichen mit dem Test, bei dem ein handelsiiblicher polyclonaler Marker
verwendet wird.

Tabelle 15
Vergleich der zwei ELISA-Konfigurationen in Testproben von zufalligen Blutspendern

Konijugat Polvclonal Monoclonales Anti-
IaG
(Jackson)

Anzahl der Proben 1073 » 1051

Mittelwert (x) 0,0931 0,04926
Standardabweichung 0,0933 0,07427

(SD)

5 SD 0,4666 0,3714

Endpunkt (5 SD + x) 0,5596 0,4206

IV.J. Nachweis von HCV-Seroconversion in NPNBH-Patienten von einer Vielzahl geographischer Orte

[0449] Seren von Patienten, die auf der Basis erhohter ALT-Werte vermutlich NANBH hatten, und die in den
HAV- und HBV-Tests negativ waren, wurden unter Verwendung des RIAs im wesentlichen, wie in Abschnitt
IV.D. beschrieben, abgesucht, ausgenommen, dafl das HCV-C100-3-Antigen als zum Absuchen verwendetes
Antigen in den Mikrotiterplatten verwendet wurde. Wie aus den in Tabelle 16 dargestellten Ergebnissen her-
vorgeht, wurden mit dem RIA positive Proben in einem hohen Prozentsatz der Falle nachgewiesen.

Tabelle 16
Seroconversionshaufigkeit fir Anti-c100-3 unter NANBH-Patienten in verschiedenen Landern

Land Niederlande Italien Japan
Untersuchte .

Anzahl 5 36 26
Positive ' 3 29 19
Anzahl

% Positiv 60 80 73

IV.K. Nachweis der HCV-Seroconversion in Patienten mit "in der Gemeinschaft erworbener" ("community ac-
cquired") NANBH

[0450] Seren von 100 NANBH-Patienten, fiir die kein offensichtlicher Ubertragungsweg vorhanden war (d.h.
keine Transfusion, keine i.v.-Medikamentenanwendung, Promiskuitat etc. wurden als Risikofaktoren festge-
stellt) wurden von Dr. M. Alter vom Center for Disease Control und Dr. J. Dienstag von der Havard Universitat
bereitgestellt. Diese Proben wurden unter Verwendung eines RIAs im wesentlichen, wie in Abschnitt IV.D. be-
schrieben, abgesucht, ausgenommen, dal das HCV-c100-3-Antigen als absuchendes Antigen, das an den Mi-
krotiterplatten haftete, verwendet wurde. Die Ergebnisse zeigten, dal von den 100 Serumproben 55 Antikorper
enthielten, die immunologisch mit dem HCV-c100-3-Antigen reagierten.

[0451] Die vorstehend beschriebenen Ergebnisse legen nahe, dal die "in der Gemeinschaft erworbene"
NANBH ebenfalls durch HCV verursacht wird. Da hier nachgewiesen wurde, dals HCV mit den Flaviviren ver-
wandt ist, von denen die meisten durch Arthropoden Ubertragen werden, kann man annehmen, dal} die
HCV-Ubertragung in den "in der Gemeinschaft erworbenen" Fallen ebenfalls von einer Arthropoden-Ubertra-
gung stammt.
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IV.L. Vergleich des Auftretens von HCV-Antikdrpern und Ersatzmarkern in Spendern die an der NANBH-Uber-
tragung beteiligt sind

[0452] Eine prospektive Studie wurde durchgefiihrt, um zu bestimmen, ab Blutempfanger von vermutlich
NANBH-positiven Spendern, die NANBH entwickelten, zu Anti-HCV-Antikérper-positiv seroconvertierten. Die
Blutspender wurden auf Abnormalitaten des Ersatzmarkers, die gegenwartig als Marker fir die NANBH-Infek-
tion verwendet werden, d.h. erhdhte ALT-Werte und Vorhandensein von Anti-Core-AntikGrpern, getestet. Zu-
satzlich wurden die Spender auch auf das Vorhandensein von Anti-HCV-Antikdrpern getestet. Die Bestimmung
des Vorhandenseins von Anti-HCV-Antikdrpern wurde unter Verwendung eines Radioimmunoassays, wie in
Abschnitt IV.K. beschrieben, durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Studie sind in Tabelle 17 dargestellt, die zeigt:
die Patienten-Nummer (Spalte 1), das Vorhandensein von Anti-HCV-Antikérpern in dem Patientenserum (Spal-
te 2), die Anzahl der von dem Patienten erhaltenen Spenden, wobei jede Spende von einem anderen Spender
stammte (Spalte 3), das Vorhandensein von Anti-HCV-Antikdrpern in Spenderserum (Spalte 4) und die Abnor-
malitat des Ersatzmarkers des Spenders (Spalte 5) (NT oder - bedeutet nicht getestet) (ALT bedeutet erhdhte
Transaminase und Anti-HBc bedeutet Anti-Core-Antikorper).

[0453] Die Ergebnisse in Tabelle 17 zeigen, dafl® der HCV-Antikorpertest beim Nachweis infizierter Blutspen-
der genauer als die Tests mit Ersatzmarkern ist. Neun von zehn Patienten, die NANBH-Symptome entwickel-
ten, waren im Test auf Anti-HCV-Anitikdrper-Seroconversion positiv. Von den 11 vermutlich infizierten Spen-
dern (Patient 6 erhielt Spenden von zwei verschiedenen Individuen, die vermutlich NANBH-Trager waren) wa-
ren neun auf Anti-HCV-Antikérper positiv und einer war ein positiver Grenzfall und daher zweideutig (Spender
fur Patient 1). Im Gegensatz dazu waren unter Verwendung des Tests auf erhdhten ALT-Wert sechs von zehn
Spendern negativ und unter Verwendung des Tests auf den Anti-Core-Antikorper finf von zehn Spendern ne-
gativ. Von gréRRerer Bedeutung noch ist die Tatsache, dal} in drei Fallen (Spender fiir Patienten 8, 9 und 10)
der ALT-Test und der Anti-HBc-Test nicht bereinstimmende Ergebnisse ergaben.

Entwicklung von Anti-HCV-Antikérpern in Patienterrzli)eellgelulz/on Sendern, die vermutlich NANBH-Trager waren
erhielten
Patient Anti-HCV-~ Anzzhl der anti-HCV Abnormalitédt
’ Serokonvers Spenden/Spe positive des
ion in dem nder Spender =~  Ersatzmarkers
Patienten
ALT Anti-HB
1 ja 18 zweideutig nein nein
2 ja 18 ja - NT ja
3 ja 13 ja nein nein
4 nein 18 nein -~ --
5 Jja- 16 - ja ja ja
6 ja 11 ja (2) nein nein
Jja ja
7 ja 15 ja NT nein
8 ja 20 ja nein ja
9 ja 5 Jja ja nein
10 ja 15 ja nein ja

"Gleicher Spender wie Anti-NANBYV positiv.

IV.M. Amplifikation zur Clonierung der HCV-cDNA-Sequenzen unter Verwendung der PCR und von konservier-
ten Bereichen genomischer Sequenzen des Flavivirus abgeleiteter Primer

[0454] Die vorstehend dargestellten Ergebnisse, die nahelegen, dall HCV ein Flavivirus oder ein flaviartiges
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Virus ist, erlauben eine Strategie zur Clonierung nichtcharakterisierter HCV-cDNA-Sequenzen unter Verwen-
dung der PCR-Technik und von Primern, die von Bereichen abgeleitet sind, die konservierte Aminosaurese-
quenzen in Flaviviren codieren. Im allgemeinen ist einer der Primer von einer definierten HCV-Genomsequenz
abgeleitet, und der andere Primer, der einen Bereich von nicht-sequenziertem HCV-Polynucleotid flankiert, ist
von einem konservierten Bereich des Flavivirusgenoms abgeleitet. Die Flavivirusgenome enthalten bekannt-
lich konservierte Sequenzen in den NS1- und E-Polypeptiden, die in der 5'-Region des Flavivirusgenoms co-
diert werden. Entsprechende Sequenzen, die diese Bereiche codieren, liegen stromaufwarts der HCV-cD-
NA-Sequenz, die in Fig. 26 gezeigt ist. So werden zur Isolierung von cDNA-Sequenzen, die von diesem Be-
reich des HCV-Genoms abgeleitet sind, stromaufwarts liegende Primer entwickelt, die von den konservierten
Sequenzen innerhalb dieser Flaviviruspolypeptide abgeleitet sind. Die stromabwarts liegenden Primer sind von
einem stromaufwarts liegenden Ende des bekannten Teils der HCV-cDNA abgeleitet.

[0455] Wegen der Degeneration des Codes ist es wahrscheinlich, dal3 zwischen den Flavivirussonden und
der entsprechenden genomischen HCV-Sequenz Fehlpaarungen sind. Daher wird eine Strategie verwendet,
die der von Lee (1988) beschriebenen ahnlich ist. Bei dem Lee-Verfahren werden gemischte Oligonucleo-
tid-Primer verwendet, die zu Produkten der reversen Translation einer Aminosauresequenz komplementar
sind. Die Sequenzen in den gemischten Primern bertcksichtigen jede Codon-Degeneration fiir die konservier-
te Aminosauresequenz.

[0456] Drei Reihen von Primergemischen werden erzeugt, basierend auf den Aminosaurehomologien, die
sich in verschiedenen Flaviviren, einschlief3lich Dengue-2,4 (D-2,4), Japan-Encephalitis-Virus (JEV), Gelbfie-
ber (YF) und West-Nile-Virus (WN), finden. Das von der am meisten konservierten stromaufwarts liegenden
Sequenz (5'-1) abgeleitete Primergemisch beruht auf der Aminosauresequenz gly-trp-gly, die ein Teil der kon-
servierten Sequenz asp-arg-aly-trp-gly-aspN ist, die sich in dem E-Protein von D-2, JEV, YF und WN findet.
Das nachste Primergemisch (5'-2) beruht auf einer konservierten stromabwarts liegenden Sequenz in dem
E-Protein, phe-asp-gly-asp-ser-tyr-ileu-phe-gly-asp-ser-tyr-ileu, und ist von phe-gly-asp abgeleitet. Die konser-
vierte Sequenz ist in D-2, JEV, YF und WN vorhanden. Das dritte Primergemisch (5'-3) beruht auf der Amino-
sauresequenz arg-ser-cys, die Teil der konservierten Sequenz cys-cys-arg-ser-cys in dem NS1-Protein von
D-2, D-4, JEV, YF und WN ist. Die einzelnen Primer, die das Gemisch in 5'-3 bilden, sind in Fig. 45 gezeigt.
Zusatzlich zu den variierten Sequenzen, die von dem konservierten Bereich abgeleitet sind, enthalt jeder Pri-
mer in jedem Gemisch ebenfalls einen konstanten Bereich an dem 5'-Ende, der eine Sequenz enthalt, die Re-
striktionsspaltstellen fir die Enzyme Hindlll, Mbol und EcoRI codiert.

[0457] Der stromabwarts liegende Primer ssc5h20A leitet sich von einer Nucleotidsequenz in Clon 5h ab, die
HCV-cDNA mit Sequenzen enthalt, die mit denjenigen in den Clonen 14i und 11b Gberlappen. Die Sequenz
von ssc5h20A lautet

5' GTA ATA TGG TGA CAG AGT CA 3'.

[0458] Ein alternativer Primer, ssc5h34A, kann ebenfalls verwendet werden. Dieser Primer leitet sich von ei-
ner Sequenz in Clon 5h ab und enthalt zusatzlich Nucleotide an dem 5'-Ende, die eine Restriktionsenzymspalt-
stelle erzeugen, wodurch die Clonierung erleichtert wird. Die Sequenz von ssc5h34A lautet

5' GAT CTC TAG AGA AAT CAA TAT GGT GAC 2AGA GTC A 3.

[0459] Die PCR-Reaktion, die zuerst von Saiki et al. (1986) beschrieben wurde, wird im wesentlichen, wie in
Lee et al. (1988) beschrieben, durchgefiihrt, ausgenommen, dal} die Matrize fir die cDNA eine RNA ist, die
aus der Leber von mit HCV infizierten Schimpansen, wie in Abschnitt IV.C.2. beschrieben, isoliert wurde oder
aus viralen Teilchen, die aus Serum von mit HCV infizierten Schimpansen, wie in Abschnitt IV.A.1. beschrie-
ben, isoliert wurden. Zusatzlich sind die Anelierungsbedingungen in dem ersten Amplifikationszyklus (0,6 M
NaCl und 25°C) weniger stringent, da der Teil des Primers, der an die HCV-Sequenz aneliert, nur 9 Nucleotide
lang ist, und Fehlpaarungen auftreten konnten. Wenn ssc5h34A verwendet wird, neigen ferner die zusatzlichen
Sequenzen, die nicht von dem HCV-Genom abgeleitet sind, dazu, das Primer-Matrize-Hybrid zu destabilisie-
ren. Nach dem ersten Amplifikationszyklus kdnnen die Anelierungsbedingen stringenter sein (0,066 M NaCl
und 32°C bis 37°C), da die amplifizierten Sequenzen nun Bereiche enthalten, die den Primern komplementar
sind oder sie duplizieren. Zusatzlich werden die ersten 10 Amplifikationszyklen mit dem Klenow-Enzym | unter
geeigneten PCR-Bedingungen flr dieses Enzym durchgefiihrt. Nach der Beendigung dieser Zyklen werden die
Proben extrahiert und mit Tag-Polymerase nach den Angaben fiir den Kit, wie von Cetus/Perkin-Elmer bereit-
gestellt, laufengelassen.

[0460] Nach der Amplifikation werden die amplifizierten HCV-cDNA-Sequenzen durch Hybridisierung unter
Verwendung einer von dem Clon 5h abgeleiteten Sonde nachgewiesen. Diese Sonde leitet sich von Sequen-
zen stromaufwarts derjenigen, die zur Ableitung des Primers verwendet wurden, ab und iberlappt mit den Se-
quenzen der von dem Clon 5h abgeleiteten Primer nicht. Die Sequenz der Sonde lautet
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5' CCC AGC GGC GTA CGC GCT GGA CAC GGA GGT GGC CGC GTC
GTG TGG CGG TGT TGT TCT CGT CGG GTT GAT GGC GC 3'.

IV.N.1. Erzeugung der HCV-cDNA-Bank aus der Leber eines Schimpansen mit infekticser NANBH

[0461] Eine HCV-cDNA-Bank wurde aus der Leber des Schimpansen, aus der die HCV-cDNA-Bank in Ab-
schnitt IV.A.1. erzeugt worden war, hergestellt. Die Technik zur Erzeugung der Bank war derjenigen in Ab-
schnitt IV.A.24 ahnlich mit Ausnahme dieser unterschiedlichen RNA-Quelle und der Tatsache, dal} ein Primer,
basierend auf der Sequenz der HCV-cDNA in Clon 11b verwendet wurde. Die Sequenz des Primers lautete

5' CTG GCT TGA AGA ATC 3'.
IV.N.2. Isolierung und Nucleotidsequenz von HCV-cDNA in Clon k9-1 die mit cDNA in Clon 11b Gberlappt

[0462] Der Clon k9-1 wurde aus der HCV-cDNA-Bank isoliert, die aus Leber eines mit NANBH infizierten
Schimpansen, wie in Abschnitt IV.A.25. beschrieben, erzeugt wurde. Die Bank wurde unter Verwendung eines
Clons, der mit Clon 11b an dem 5'-Terminus Uberlappt, Clon 11e, auf Clone abgesucht, die mit der Sequenz in
Clon 11b Uberlappen. Die Sequenz von Clon 11b ist in Fig. 23 gezeigt. Positive Clone wurden mit einer Hau-
figkeit von 1 aus 500000 isoliert. Ein isolierter Clon k9-1 wurde weiter untersucht. Die Uberlappende Natur der
HCV-cDNA in Clon k9-1 mit dem 5'-Ende der HCV-cDNA-Sequenz in Fig. 26 wurde durch Absuchen des Clons
mit dem Clon Alex 46 bestatigt. Dieser zuletzt genannte Clon enthalt eine HCV-cDNA-Sequenz aus 30 Basen-
paaren, die den Basenpaaren an dem 5'-Terminus der HCV-cDNA in Clon 14i, der vorstehend beschrieben
wurde, entspricht.

[0463] Die Nucleotidsequenz der HCV-cDNA, die aus Clon k9-1 isoliert wurde, wurde unter Verwendung der
vorstehend beschriebenen Techniken bestimmt. Die Sequenz der HCV-cDNA in Clon k9-1, die Uberlappung
mit der HCV-cDNA in Fig. 26 und die davon codierten Aminosauren sind in Fig. 46 gezeigt.

[0464] Die HCV-cDNA-Sequenz in Clon k9-1 wurde mit denjenigen der Clone, die in Abschnitt IV.A.19. be-
schrieben wurden, ausgerichtet, um eine zusammengesetzte HCV-cDNA-Sequenz zu erzeugen, wobei die
k9-1-Sequenz stromaufwarts der in Fig. 32 gezeigten Sequenz angeordnet ist. Die zusammengesetzte
HCV-cDNA, die die k9-1-Sequenz umfal3t, und die davon codierten Aminosauren sind in Fig. 47 gezeigt.
[0465] Die Sequenz der von dem 5'-Bereich der HCV-cDNA, die in Fig. 47 gezeigt ist, codierten Aminosauren
wurde mit dem entsprechenden Bereich eines der Stdmme des vorstehend beschriebenen Dengue-Virus be-
zuglich des Profils der hyrophoben und hydrophilen Bereiche verglichen. Dieser Vergleich zeigte, daf3 die Po-
lypeptide aus HCV und Dengue, die in diesem Bereich codiert wurden, der dem Bereich entspricht, der NS1
(oder einen Teil davon) codiert, ein ahnliches Hydrophobie-/Hydrophilie-Profil besitzen.

[0466] Die vorstehend dargestellte Information erlaubt die Identifizierung der HCV-Stdmme. Die Isolierung
und Charakterisierung anderer HCV-Stamme kann durch Isolieren der Nucleinsduren aus Kérperkomponen-
ten, die virale Teilchen enthalten, Erzeugen von cDNA-Banken unter Verwendung von Polynucleotidsonden
auf der Basis der HCV-cDNA-Sonden, die vorstehend beschrieben wurden, Absuchen der Banken auf Clone,
die die vorstehend beschriebenen HCV-cDNA-Sequenzen enthalten, und Vergleich der HCV-cDNAs aus den
neuen Isolaten mit den nachstehend beschriebenen cDNAs durchgefihrt werden. Die davon oder von dem vi-
ralen Genom codierten Polypeptide kdnnen auf immunologische Kreuzreaktivitat unter Verwendung der vor-
stehend beschriebenen Polypeptide und Antikérper iberwacht werden. Stamme, die die HCV-Parameter, wie
sie in dem vorstehenden Abschnitt "Definitionen" beschrieben sind, erfiillen, sind leicht identifizierbar. Andere
Verfahren zur Identifizierung von HCV-Stdmmen sind einem Fachmann, basierend auf der hier bereitgestellten
Information, offensichtlich.

Gewerbliche Anwendbarkeit

[0467] Die Erfindung besitzt in den vorstehend offenbarten, verschiedenen Ausfiihrungsformen viele gewerb-
liche Verwendungen, von denen nachfolgend einige aufgefuhrt sind. Die HCV-cDNAs kénnen zur Entwicklung
von Sonden zum Nachweis von HCV-Nucleinsauren in Proben verwendet werden. Die von den cDNAs abge-
leiteten Sonden kdnnen zum Nachweis von HCV-Nucleinsauren, beispielsweise in chemischen synthetischen
Reaktionen, verwendet werden. Sie kbnnen auch in Suchprogrammen nach anti-viralen Mitteln verwendet wer-
den, um die Wirkung der Mittel bezlglich der Hemmung der viralen Replikation in Zellkultursystemen und in
Tiermodellsystemen zu bestimmen. Die HCV-Polynucleotidsonden sind auch nitzlich, um virale Nucleinsauren
in Menschen nachzuweisen, und kénnen so als Basis zur Diagnose von HCV-Infektionen bei Menschen die-
nen.

[0468] Zusatzlich zu den vorstehenden Ausflihrungen bieten die hier bereitgestellten cDNAs Informationen
und Mittel zur Synthese von Polypeptiden, die HCV-Epitope enthalten. Diese Polypeptide sind zum Nachweis
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von Antikérpern gegen HCV-Antigene nitzlich. Eine Reihe von Immunoassays auf HCV-Infektionen, basierend
auf rekombinanten Polypeptiden, die HCV-Epitope enthalten, sind hier beschrieben und finden kommerzielle
Anwendung zur Diagnose von HCV-induzierter NANBH, zum Absuchen von Blutspendern auf HCV-verursach-
te infektidse Hepatitis und auch zum Nachweis von kontaminiertem Blut von infektiésen Blutspendern. Die vi-
ralen Antigene sind auch zur Uberwachung der Wirksamkeit antiviraler Mittel in Tiermodellsystemen niitzlich.
Zusatzlich sind die von den hier offenbarten HCV-cDNAs abgeleiteten Polypeptide als Impfstoffe zur Behand-
lung von HCV-Infektionen nitzlich.

[0469] Die von den HCV-cDNAs abgeleiteten Polypeptide sind, abgesehen von den vorstehend angegebe-
nen Verwendungen, auch zur Erzeugung von Anti-HCV-Antikérpern nitzlich. So kénnen sie in Anti-HCV-Impf-
stoffen verwendet werden. Jedoch sind die Antikorper, die als Ergebnis der Immunisierung mit den HCV-Poly-
peptiden gebildet werden, ebenfalls zum Nachweis des Vorhandenseins viraler Antigene in Proben nitzlich.
So kénnen sie verwendet werden, um die Bildung von HCV-Polypeptiden in chemischen Systemen zu testen.
Die Anti-HCV-Antikérper kénnen auch verwendet werden, um die Wirksamkeit antiviraler Mittel in Uberwa-
chungsprogrammen, bei denen diese Mittel in Gewebskultursystemen getestet werden, zu testen. Sie kénnen
auch zur passiven Immuntherapie und zur Diagnose von HCV-verursachter NANBH verwendet werden, indem
sie den Nachweis des viralen Antigens bzw. der viralen Antigene sowohl in Blutspendern als auch -empfangern
ermdglichen. Eine weitere wichtige Verwendung fur die Anti-HCV-Antikorper ist die Affinitdtschromatographie
zur Reinigung von Viren und viralen Polypeptiden. Die gereinigten Virus- und viralen Polypeptidpraparate kon-
nen in Impfstoffen verwendet werden. Jedoch kann das gereinigte Virus auch zur Entwicklung von Zellkultur-
systemen, in denen sich HCV repliziert, nitzlich sein.

[0470] Die Zellkultursysteme, die mit HCV infizierte Zellen enthalten, besitzen viele Anwendungen. Sie kon-
nen zur Produktion von HCV, das normalerweise ein Virus mit niedrigem Titer ist, in relativ grolkem Mal3stab
verwendet werden. Diese Systeme kénnen auch zur Aufklarung der Molekularbiologie des Virus nitzlich sein
und zur Entwicklung antiviraler Mittel fihren. Die Zellkultursysteme sind auch zum Absuchen der Wirksamkeit
antiviraler Mittel nitzlich. Zusatzlich sind HCV-permissive Zellkultursysteme zur Produktion attenuierter
HCV-Stamme nutzlich.

[0471] Geeigneterweise kdnnen die Anti-HCV-Antikérper und HCV-Polypeptide — entweder natirlich oder re-
kombinant — in Kits verpackt werden.

[0472] Das zur Isolierung der HCV-cDNA verwendete Verfahren, bei dem eine cDNA-Bank, die von infiziertem
Gewebe eines Individuums abgeleitet ist, in einem Expressionsvektor erzeugt wird und Clone ausgewahlt wer-
den, die die Expressionsprodukte produzieren, die immunologisch mit den Antikérpern in antikérperhaltigen
Kdérperkomponenten aus anderen infizierten Individuen und nicht aus nichtinfizierten Individuen reagieren,
kann auch zur Isolierung von cDNAs angewendet werden, die von anderen, bisher nicht charakterisierten,
krankheitsassoziierten Erregern, die aus einer genomischen Komponente bestehen, abgeleitet sind. Dies sei-
nerseits kdnnte zur Isolierung und Charakterisierung dieser Erreger und zu diagnostischen Reagentien und
Impfstoffen fur diese anderen krankheitsassoziierten Erreger flhren.

Patentanspriiche

1. Polymerasekettenreaktions (PCR)-Kit, umfassend ein Paar von Primern, die zum Primen der Synthese
von cDNA in einer PCR-Reaktion fahig sind, wobei jeder der Primer ein Polynucleotid ist, das eine benachbarte
Sequenz von Nucleotiden umfasst, die zur selektiven Hybridisierung mit dem Genom von Hepatitis C-Virus
(HCV) oder dem Komplement davon fahig ist, wobei HCV folgendermalf3en charakterisiert ist:
ein positiver Strang des RNA-Genoms;
das Genom umfasst ein offenes Leseraster (ORF), welches ein Polyprotein codiert; und
die Gesamtheit des codierten Polyproteins hat eine mindestens 40%-ige Homologie zu dem gesamten Poly-
protein eines viralen lIsolats, von dessen Genom cDNAs hergestellt wurden, hinterlegt in einer Lamb-
da-gt-11-cDNA-Bibliothek bei der American Type Culture Collection (ATCC) unter der Hinterlegungsnummer
40394.

2. PCR-Kit nach Anspruch 1, wobei jeder der Primer ein Polynucleotid ist, wobei die benachbarte Nucleo-
tidsequenz mindestens 20 Nucleotide umfasst.

3. PCR-Kit nach Anspruch 1 oder 2, weiterhin eine Polynucleotidsonde umfassend, die zur selektiven Hy-
bridisierung mit einem Bereich des HCV-Genoms fahig ist, das zwischen den HCV-Sequenzen liegt, von denen
die Primer stammen, und diese nicht umfasst.

4. Verfahren zur Durchfiihrung einer Polymerasekettenreaktion, wobei die Primer wie in Anspruch 1 oder
2 definiert sind.
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5. Verfahren zum Testen einer Probe auf die Gegenwart oder Abwesenheit von HCV-Polynucleotiden, um-
fassend:
(a) Inkontaktbringen der Probe mit einer Sonde unter Bedingungen, die die selektive Hybridisierung der Sonde
mit einem HCV-Polynucleotid oder dem Komplement davon in der Probe ermdglichen, wobei die Sonde ein
Polynucleotid umfasst, das eine benachbarte Sequenz von Nucleotiden umfasst, die fahig ist zur selektiven
Hybridisierung mit dem Genom von HCV oder dem Komplement davon, wobei HCV folgendermal3en charak-
terisiert ist:
(i) ein positiver Strang des RNA-Genoms, wobei das Genom ein offenes Leseraster (ORF) umfasst, weiches
ein Polyprotein codiert; und
(ii) die Gesamtheit des codierten Polyproteins hat eine mindestens 40%ige Homologie zu dem gesamten Po-
lyprotein eines viralen Isolats, von dessen Genom cDNAs hergestellt wurden, hinterlegt in einer Lamb-
da-gt-11-cDNA-Bibliothek bei der American Type Culture Collection (ATCC) unter der Hinterlegungsnummer
40394; und
(b) Bestimmung, ob Polynucleotidduplexe gebildet wurden, die die Sonde umfassen,
und wobei weiterhin das Polynucleotid ein DNA-Polynucleotid ist und gegebenenfalls einen nachweisbaren
Marker umfasst.

Es folgen 63 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

FIG. | Translation der DNA $-1-1

€1

121

Alase:chLeuAanysse:AlaSerIleIlePrcAspA:gGluValLeuTyrArgGLu
GGCCTCCTGCTTGAACTGCTCGGCGAGCATCAIACCTGACAGGGAAGTCCTCTACCGAGA
CCGGAGGACGAACTTGACGAGCCGCTCGIAGZATGGACTGTCCCITCAGGAGATGGCTCT

PheAspGluMetGluGluCysse:GlnHisLeuPrcTyrIleGluGlnGlyMetMetLeu
GITCGATGAGATGGAAGAGTESTCTCAGES

CITACCGTACATCGAGCAAGEEATGATGCT
CAAGCTACTCTACCTICTCACGAGAGICGIGAAIGGCATGIAGCECGTTCCCZACIACGA

AlaGluGlnPheLysGlnLysAlaLeuGlyLeu
CGCCGAGCAGITCAAGCAGAAGGCCCTCGGCCTCC
GCGCCTCGTCAAGTTCGICTTCCGGGAGCCGGAGG

FIG. 3 Trensiation der DNA5-1-1,81,91&1-2

Bt

181

241

301

36l

GlyCysvalValIleValGlyArgValValLeuSe
CTGGCTGCGIGGTCATAGTGGGCAGGGICGTCTIGTC

rGlyLys?rcAlaIleIlechAsp
GACCGACGCACCAGTATCACCCGTCCCAGCAGAA

CGGGAAGCCGGLAATCATACETS
CAMGECCCTTCGECCETTAGTATGRAC

T
ArgGluValLeuTyzArgGluPheAspGluMetG1uGluCysSerGlnHisLeuProTyr~
ACAGGGAAGTCCTCTACCGAGAGTTCGATGAGATGGAAGAGTGCT TCRAGCACTTACCET
TGICCCTTCAGGAGATGGCTCTCAAGCIACTCTACCTTCTCACGAGAGTCGTGAATGGCA
A

TG luGLnGlyMetMetLeudl 2G1uGLaPhelysGLaT yeAl alenGlyleuleuGln
ACATCG&GCAAGGGATGATGCTCGCCGAGCAGTTCAAGCAGAAGGCCCTCGGCCTCCTGC
T53AGCTCGTTCCCTACTACGAGCGGCTCGTCAAGTTCGTCTTCCGGGAGCCGGAGGACG
ThrAlaSerArgGlnAlaGluValIleAlaPrcAlaVélGlnThrAsnTrpGlnLysLeu
AGACCGCGTCCCGTCAGGCAGAGGTTATCGCCCCTGCTGTCCAGACCAACTGGCAAAAAC
TCTGGCGCAGGGCAGTCCGTCTCCAATAGCGGGGACGACAGGTCTGGTTGACCGTTTTTG
GluThrPheTrpAlaLysHisMetTrpAsnPheIleSe:GlyIleGlnTereuAlaGly
TCGAGACCTTCTGGGCGAAGCATATGTGGAACTTCATCAGTGGGATACAATACTTGGCGG
AGCTCTGGAAGACCCGCTTCGTATACACCTTGRAGIAGTCACCCTATGTTAIGAACCGCC
LeySerThriay

ProGlyAsnPraAlaIleAlaSerLeuMetAlaPheTh:AlaAlaVal
GCTTGTCAACGCTGCCTGGTAACCCCGCCATTGCTTCATTGATGGCTTTTACAGCTGCTG
CGAACAGTTGCGACGGACCATTGGGGCGGTAACGAA

GTAACIACCGAAAATGTCGACGAC
Th:Se:ErcLeuThrThrSerGln )
TCACCAGCCCACTAACCACTAGCCAAA
AGTGGTCGGGTGAETGGTGATCGGITT
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F i G 4 Transiation der DNA 8]

1

61

121

181

241

301

SerGlyLysPrcAlaIleIlePrcAspArgGluValLeuTyrArg’GluPheAspGluMst
GTCCGGGAAGCCGGCAATCATACCTGACAGGGAAGTCCTCIACCGAGAGTTCGATGAGAT
CAGGCCCTTCGGCCGTTAGTATGGAC“

¢GTCCCTTCAGGAGAIGGCICICAAGCTACICIA
GluGluCysSe:GlnHisLeuPrc

TyrIleGluGlnGlyMetMetLe
‘GTGCTCTCAGCACITACCGIACATCGAGCAAGGGAIGAIG

UAlaGluGlnphe
CCTTCTCACGAGAGTCGTGAATGGCATGTAGCICG

CTCGCCGAGCAGTT
TTCCCIACIACGAGCGGCICGTCAA :

LysGlnLysAlaLeuGlyLeuLauGlnTb:Alase:ArgGlnAlaGluValIle.ua.Pm
can

GCAGACCGCGTCCCGTCAGGCAGAGGTTATCGCCCC
GTTCGTCTTCCGGGAGCCGGAG”‘CGTCTGGCG”_. A

AlaValGlnThrAsnTrpGlnLysLeuGluTh:PheTrpAléLysHisN.et’!rpAsnPhe
TGCTGTCCAGACCAACTGGCAAAAA

CTCGAGACCTTCTGGGCGAAGCATATGTGGAACTT
ACGACAGGTCTGGTTGACCGTTTTTGAGCTCTGGAAGACCCGCITCGIAIACACCTTGAA

IleSerGlyIleGlnTereuAlaGlyLeuserThrLeuProGlyAsanAlaneAla
CA?CAGTGGGATACAATACTTGGCGGGCT!GTCAACGCTGCCTGGTAACCCCGCCAITGC
GTAGTCACCCIAIGIIATGAACCGCCCGAACAG GCGACGGACCATTGGGGCGGTAACG
SerLeuMetAlaPheThrAlaAlaValThrSer
TTCAITGATGGCI?TTACAGCTGCTGTCACCAG

PrcLeuTh:ThrSerGln
AAGIAACIACCGAAAATGTCGACGA

CCCACTAACCACTAGCCAAA
CAGTGGTCGGGIGATTGGTGATCGGTTT

FIG. 5 Translation der DNA 36

1

181

241

301

361

AspAlaHisPheLeuSe:GlnTh:LysGlnSe:GlyGluAsnLeuPrcTereuValAla
GATGCCCACTTTCEATCCCAGACAAAGCAGAGTGGGGAGAACCTTCCTTACCTGGTAGCG
CTACGGGTGAAAGATAGGGTCIGTTTCGTCTCACCCCTCTTGGAAGGAATGGACCATCGC
'l‘yrGlnAlth:ValesAla.ArgAlaGlnAlaPmPrc?rcSerTr;AspGlnMetTrp
TACCAAGCCACCGTGTGCGCTAGGGCTCAAGCCCCTCCCCCATCGTGGGACCAGATGTGG
ATGG?TCGGIGGCACACGCGATCCCGAG?TC

GGGGAGGGGGTAGCACCCTGGTCTACACC

- z hr?rcLeuLeu’ryrArgieu
Arrcsccrczxmccacccrccamsecmcmcccmcmmcmacm
T‘J:C.;,CAAACTAAGCGGAG’ZICGGGTGGGAGGTACCCGGmTGGGGACGATATGTCTGAC
GlyAlaValGlnAsriGluIleThrLeu’l‘hrHisProVal’rh;LysTyrIlaKetThr*‘y». s
Gecccmmcasmmmmmccmcccacc

CAGTCACCAAATACATCATGACATGC_
CCGCGACAAGTCTTACTTTAGTGGGACTGCGTGGGTCAGTGGTTTATGTAGIACTGTACG

Metse:AlaAspLeuGluValValTh.rSer‘!MT:pValIeuValGlyslyValLeuAla
ATGTCGGCCGACCIGGAGGTCGTCACGAGCACL:&GGLbLiLbzTGGCGGCGTCCTGGCT
TACAGCCGGCTGGACCTCCAGCAGTGCTCGTGGACCCACGAGCAACCGCCGCAGGACCGA

AlaLeuAlaAlaTerysLeuSer'ranlyCysvalValIleValGlyArgValValI.eu

GCTTTGGCCGCGIATTGCC ;CAACAGGCTGCGTGGTCATAGTGGGCAGGGTCGTCTTG

cGAAACCGGCGCAIAACGGACAGTTGICCGACGCACCAGTAICACCCGTCCCAG'

~——————— Uberlappung mit §1

SarGlyLysPrcAlaIleIlePr
GGAAG

cAspArgcluValLeu‘l‘yrArg
TCCG TCA!ACCTGACAGGGAAGTCCTCTACCGAG
AGGCCCTTCGGCCGIIAGTATGGACTGTCCCITCAGGAGATGGCTC
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FIG. 6 Kombinierrer ORF ger DNAS 36 ung g1

lyGluAsnLeuProTereuValAl
< ATCCCAG GCAGAGTGG ‘AGAACCTICCTTACCTGGT”GCG
CTACGGGTGAAAG TAGGGTCTGTTTCGTCTCACCCCICTTGGAAGGAATGGACCATCG"

GlyAlavalGlnAsnGluIleThrLeuThrHisPrcValThrLysTyrIleMetThrCys
GGCGCTGTTGAGAATGAAATCACCCTGACGCACCCAGTCACCAAATACATCATGACATGC
CCGCGACAAGTCTTACTTTAGTGGGACTGCGTGGGTCAGTGGTTTATGTAGTACTGTR
MetserAlaAspLeuGluvalﬁalThrSerThrT:pValLeuValGlyGlyValLeuAIa
ATGICGGCCGACCTGGAGGICGTCACGAGCACCIG“

PArgGluvalrey Az
TCCGGGAAGCCGGCAATCATACCTGACAGGGAAGTC

gGluPheAspGluMet
AGGCCCITCGGCCGTTAGTATGG

CTCTACCGAGAGTTCGATGAGATG
ACTGTCCCTTCAGGAGATGGCTCTCAAGCTACTCTAC

roT eGluGlnGlyM&tMetLeuAlaGluGlnPhe -
AAG%3TGCICTCAGCACTTACCGTACATCGAGCAAGGGATGATGCTCGCCGAGCAGTTC
CTTC?CACGAGAGICGTGAATGGCATGTAGCTCGTICCCIACTACGAGCGGCTCGTCAAG
LysGlnLysAlaLeuGlyLeuLeuGlnThrAlaSerArgGlnAlaGluValIleAlaPz@
AAGCAGAAGGCCCTCGGCCTCCTGCAGACCGCGTCCCGTCAGGCAGAGGTTATCGCCCCT
TTCGTCTTCCGGGAGCCGGAGGACGTCTGGCGCAGGGCAGTCCGTCTCCAATAGCGGGGR

‘pAlaLysHisMetTrpAsnPhe
CAGACCAACTGGCRAAAACTCGAGACCITCTGGGCGAAGCATATGTGGAACTTC
CAGGICTGGTTGACCGTTTTTGAGCTCTGGAAGACCCGCTTCGTATACACCTTGAAG

uAlaGlyLeuSerThrLeuPrcG1yAsnProAlaIleAla
EGGCGGGCTTGTCAACGCTGCCTGGTAACCCCGCCATTGCT
TEGTCACCCTATGITATGAACCGCCCGAACAG

TTGCGACGGACCATTGGGGCGGIAACGA
serLeuMetAlaPheThrAlaAlavalThrSer?roLeuThrThrSe:Gln
ICATTGA CAGCTGCTGTCACCAGCCCACTAACCACIAGCCAAA
AGIAACEACCGAAAATGTCGACGACAGTGGTCGGGIGATTGGTGATCGGITT
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FIG. 7 Transiation der DNA 32

1

61

121,

181

241

_ﬁ___~_ikeﬂappungnﬁt81-

PheThrAlaAiaValThrSerProIeuThr’l”hrSerGlnThrI.euLeuPheAsnIle.Leu
C'I‘TTTACAGCTGC’J‘.‘GTCACCAGCCCACTAACCACTAGCC.MCCCTCCTCTTCAACATAT
GAAAATGTCGACGACAGTGGTCGGGTGAT‘I’GGTGATCGGTT’I‘GGGAGGAGAAGTTGTATA

GlyGlyTrpVElAlaAlaGlnLeuAlaAlaPrcGlyAlaAlaThrAlaPheValGlyAla
TGGGGGGGTGGGTG’ETGCCCAGCTCGCCGCCCCCGGTGCCGCTACTGCCTTTGTGGGCG

ACCCCCCCACCCACCGACGGGTCGAGCGGCGGGGGCCACGGCGATGACGGAAACACCCGC

GlyLe'uA.‘LaGlyAlaAlaIleGlyS‘erValGlyLeuGlyLysValLeuIle.AsleeLeu
CTGGCTTAGCTGGCGCCGCCATCGG

CAGTGTTGGACTGGGGAAGGTCCTCATAGACATCC
GACCGAATCGACCGCGGCGGIAGCCGTCACAACCTGACCCCTTCCAGGAGTATCTGTAGG

AlaGlYTy:GlyAlaGlyVélAlaGlyAla.LeuValAlaPheLysIleMetSerGlyGlu
mccmccmrcccccscsccTcscc;csmcrcmrcccam

CAAGATCATGAGCGGTS
AACGTCCCATACCGCGCCCGC&CCGCCCTCGAGAACACCGTAAGTTCTAGTACTCGCCAC

ValPrcSerIhrGluAspLeuValAsnLeuLeuProAlaIleLeuSerPrcGlyAlaLeu
AGGTCCCCTCCACGGAGGACCTGGTCAATCTACTGCCCGCCATCCTCTCGCCCGGAGCCC
GGGGAGGTGCCTCCTGGACCAGITAGAIGACGGGCGGIAGGAGAGCGGGCCTCGGG

ValGlnTrpMetAsnArgLeuIleAlaPheAlaserArgGlyAanisValSer
CAGTGCAGTGGATGAACCGGCTGATAGCCTTCGCCTCCCG” 'AACCATGTTTCCCC
GTCACGTCACCTACTTGGCCGACIATCGGAAGCGGAGGGCCCCCTIGGTACAAAGGGG
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i G. 8 Translation der DNA 35

SerIleGluThrIleTh:LeuPrcGlnAspAlaVa15erArgThrGlnArgArgGlyArg
1 TCCATTGAGACAATCACGCTCCCCCAGGATGCTGTCTCCCGCACTCAACGTCGGGGCAGG
AGGTAACICTGTTAGTGCGAGGGGGTCCTACGACAGAGGGCGTGAGTTGCAGCCCCGTCC

ThrGlyArgGlyLysProGlyIleTyrArg?heValAlapr
€1 ACT GCAGGGGGAAGCCAGGCATCTACAGATTTGTGGCAC
TGACCGTCC;CCITCGGTCCGTAGATGTCTAAA

MetPheAspserServalLeuCYsGlucysTyrAspAlaGlycysAlaTrpTyrGluLeu
ATGTTCGACTCGTCCGTCCTCTGTGAGTGCEATGACGCAGGCTGTGCITGGTATGAGCTC
ACAAGCTGAGCAGGCAGGAGACACTCACGATACTGCGTCCGACAC

GAACCAIACICGRG
Thr?roAlaGluThrThrValArgLeuArgAlaTeretAsnThrPrcGlyLeuProval
181 ACSCCCGCCGAGACTACAGTTAGGCIACGAGCGTACATGAACACCCCGGGGCTTCCCGTG

TGCGGGCGGCTCTGATGTCAAICCGATGCTCGCATGIACTTGIGGGGCCCCGAAGGGCAC

cGlyGluArgProSerGly
CGGGGGAGCGCCCCTCCGGC
CACCGTGGCCCCCICGCGGGGAGGCCG

[
[ ]
—

CysGlnAspHisLeuGluPheTrpGluGlyValPheThrleLeuThrHisIleAsnAla
241 IGCCAGGACCArcrrcAATTTmGG*

uAGGGCGTCT’ITACAGG&CTCACTCATATAGA&‘GCC
ACGGTCCTGGTAGAACTTAAAACCCTCCCGCAGAAATGTCCGGAGTGAGTATATCIACGG

HisPheLeuSerGlnThrLysGlnSerﬁlyGluAsnLeuP
301 CACTTTCTRTCCCAGACAAAGCAGAGIGGGGAG

roTereuValAlaTyrGln
GTGAAAGATAGGGTCIGTTT

AACCTTCCTTACCTGGTAGCGTACCAA
CGTCTCACCCCTCTTGGAAGGAATGGACCATCGCAIGGTT
..Q...._.__.....L%eﬂappungnﬁt36- '
AlaThrvalesAlaArgAlaGlnAlaPrcProProSe:TrpAspGlnMetTrpLysCys
361 GCCACCGTGTGCGCTAG ”CTCAAGCCCCTCCCCCATCGTGGGACCAGATSTGGAAGTGT
CGGTGGCACACGCGATCCCGAGITCGGGGA TAGCACCCIGGTCTACACCTTCACA

LeuIleArgLeuLysPrcrh:LeuHisGlyPrcThrProLeuLeuTyrArgLeuGlyAla
421 TTGATTCGCCTCAAGCCCACCCTCCATGGGC

CAACACCCCTGCEATACAGACTGGGCGCT
AACTAAGCGGAGTTCGGGIGGGAGGTACCCGGTTGTGGGGACGATATGTCTGACCCGCGA
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Fl G. S~ Kombinierter R der DNAs 35,36,81 & 32

DA :ArgthrGlnArgAqulyArg
ITGAGACAATCACGCTCCCCCAGGATGCTGTCTCCCGCACTCAACGTCGGGGCAGG
AGGTAACTCTGTTAGTGCGAGG’”‘“C‘TACG‘

ThrGlyArgGlyLysPrcGlyIleTyrArgPheValAla b

ACTGGCAGGuuGAAGCCAGGCATCTACAGATTTGTGGC CCGGGGGAGCGCCCCTCEGuC
TGACCGTCCCCCTTCGGICCGTAGATGTCTAAACACCGTGGCCCCC‘

yCysAlaszTyrGluLeu
ATGTTCGACTCGTCCGTCCICTGTGAGTGCTATGACGCAGGCTG

IGCTIGGTA TGAGCTC
TACAAGCIGAGCAGGCAGGAGACACTC&CGATACTGCGTCCGACACGAACCATACTCGAG_

Thr?rcAlaGluThrrhrValArgLeuArquaTeretAsnThrPrcGlyLeuProval
ACGCCCGCCGAGACTACAGTTAGGCTACGAGCG

IACAEGAACACCCCGGGGCTTCCCGTG
TGCGGGCGGCICIGATGTCAATCCGATGCICGCATGTACT?GTGGGGCCCCGAAGGGCAC
CysGlnAspHisLeuGluPheT:pGluGlyValPheTthlyLeurhrHisIleAspAla
TGCCAGGACCATCITGAATITTGGGAGGG T :CICACICATATAGATGCC
ACGGTCCTGGTAGAACITAAAACCCICCCGCAGAAATGTCCGGAGTGAGTATATCTACGG
HisPheLeuSerGlnThrLysGlnserGlyGluAsnLeuPraTereuValAlaTyrGln
CACTTTCTATCCCAGACAAAGCAGAGTGGGGAGAACCTTCCTTACCTGGTAGCGTACCAA
GTGAAAGATAGGGTCTGTTTCGTCTCACCCCTCTTGGAAGGAATGGACCArCGCATGGTT

AlaTthalesAlaArgAlaGlnAlaProProPrcSe'* As lnHetTrpLysC?S

£G
CCCCATCGTGGGACCAGATGTGGAAGTGT
CGGTGGCACACGCGATCCCGAGITCGGGGA GGEGTAG

CACCCTGGTCTACACCTTCACA
LeuIleArgLeuLysProrhrLeuHisGly?rcThrPrcLeuLenTyrArgLeuGlyAla
TTGAITCGCCTCAAGCCCACCCTCCATGGGCCAACACCCCTGCTATACAGACTGGGCGCT
AACIAAGCGGAGTTCGGGTGGGAGGTACCCGGTTGTGGGGACGATRTGTCTGACCCGCGA

ValGlnAsnGlulleThrLeuTh:His?rcValThrLysTyrIleﬁe;rhrCysMEtSer
GTTCAGAATG&AAICACCCTGACGCACCCAGTCACCAA&IACATCATGACAIGCATGTCG
CiﬁGTCTTACTTTAGTGGGACTGCGTGGGTCAGTGGIT?A?GTAGTACTGTACGTA
AlaAspLeuGluValValThrSerThrT:pVhlLeuValGlyGlyValLeuAlaAlaLeu
GCCGACCTGGAGGTCGTCACGAGCACCTGGGTG G

-~

»GG&&&LLIUECTGLL&IG
CGGCTGGACCTCCAGCAGTCCTCGTGGACCCACGAGCAACCGCCGCAGGACCGRCGA&AC

AlaAlaTerysLeuSeranGlyCysvalvalIleValGlyA:gValvalLeuSerGl?
S TATIGCCTC e AR CAGC e T e A GGG CAGGE TCaTC IO TO G o
CGGCGCAI‘AACGGACAGTTGI‘CCGACGCACCFGIATCACCCGICCCAGCAGAACAGGCCC
LysproAJ.anez1eproAspA:gc;J.uVan.eﬁryrArgsluphaAspclunetsluclu
AAGCCGG

CAATCATACCTGACAGGGAAGTCCTCTACCGAGAGTTCGATGAGATGGAAGAG
TTCGGCCGTTAGTATGGACTGTCCCTTCAGGAGA

TGGCTCTC&AGCTACTCIACCTTCTC
CysSerGluHisLeuProTyrI
Ca

leGluGlaGlyMetMetLeuAlaGluGlnPheLysGln
TGCTCTCAGCACITACCGTA TCGAGCAAGGGATGATGCICGCCGAGCAGTTCAAGC&G
IGAATGGCATGTAGCTCGITCCCIRCIACGAGCGGCICGICAAGTTCGIC

LysAlaLeuGlyLeuLeuGlnThrAlaSerArgGlnAlaGluValzleAlaProAlaVal
AAGGCCCTCGGCCICCTGCAGACCGCGTCCCGTCAGGCAGAGGTTATCGCCCCIGCTGTﬁ
TTCCGGGAGCCGGAGGACGTCTGGC‘ GGC TCCG:CTCCAATAGCGGGGACGACAG
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GlnTthsnTrpGlnLysLeuGluTh:PheTrpAlaLysHisM
841

yAsnPrcAlaIleAlaSerLeu
S01 GGGATACAATACTTGGCGGGCTTGTCAACGCTGCCTGG

Memapherhrna.uaVamhrserproLeuranhrserclnmrLeur.eupheAsn
961 ATGGCTTTTACAGCTGCTGTCACCAGCCCACTAACCACTAGC

CAAACCCTCCTCTTCAAC
TACCGAAAATGICGACGACAGTGGTCGGGTGATTGGTGATCGGTTTGGGAGGAGAAGTTG

IleLeuGlyGlyTrpValAlaAlaGlnLeuAlaAlaPrcGlyAlaAlaThrAlaPheVal
1021 ATATTGGGGGGGTGGGTGGCTGCCCAGCTCGCCGCCCCCGGTGC

CGCTACTGCCTTTIG TG
TATAACCCCCCCACCCACCGACGGGTCGAGCGGCGGGGGCCACGGCGATGACGGAAACAC

1081 GG;GCTGGCTTAGCTGGCGCCGCCATCG”CA

Y. uValAlaPheLysIleMetSer
1141 ATCCTTGCAGGGTATGGCGCGGG”GTGGCGGGAGCTCT G

St E oAlaIleLeuSerPrcGly
1201 GGTGAGGTCCCCICCACGGAGGACCTGGTCAATCTACTGCCCGCCATCCTCTCGCCCGGA
CCACTCCAGGGGAGGTGCCTCCTGGACCAGTTAGAIGACGGGCGGTAGGAGAGCGGGCCT

AlaLeuValValGlyValvalesAlaAlaIleLeuArgArgHisVﬁlGlyProGlyGlu
1261 GCCCTCGTAGTCGGCGTGGTCTGTGCAGC&ATACTGCGCCGGCACGTTGGCCCGGGCGAG
CGGGAGCATCAGCCGCACCAGACACGTCGTTATGACGCGGCCGT

GCAACCGGGCCcGeTe
GlyAlaValGlhTrpMetAsnArgLeuIleAlaPheAlaSerArgGlyAanisValSer
1321 GGGGCAGTGCAGTGGATGAACCGGCTGATAGCCTTCGCCTCCCGGGGGAACCATGTTTCCCC
CCCCGTCACGTCACCTACTTGGCCGACTATCGGAAGCGGAGGGCCCCCTTGGTACAAAGGGG
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FIG. 10 Translation der DNA 373

LeuAlaAlaLysieuValAlaLeuGlyIleAsnAlaValAlaTeryr gClyLeuAsp
CTCGCCGCAAAGCTGGTCGCATTGGGCATCAATGCCGTGGCCTACTACCGCGGTCTTGAC
GAGCGGCGTTTCGACCAGCGTAACCCGTAGTTACGGCACCGGATGATGGCGCCAGAACTG

ValSerValIleProThrSerGlyAspValValVaIValAlaThrAspAlaLeuMetmhr
GTGTCCGTCATCCCGACCAGCGGCGATGTTGTCGTCGTGGCAACCGAIGCCCTCATGACC
CACAGGCAGTAGGGCTGGTCGCCGCTACAACAGCAGCACCGTTGGCTACGGGAGTACTGG

GlYTerhrGlyAspPhe.AspserValIleAspTyrAsnTh.*stValThmlnTh:Val
GGCTAIACCGGCGACTTCGACTCGGTGAIAGACIACAATACGTGTGTCACCCAGACAGTC
cc&:amcccscrcmscmmccz,cmc:sarsmamcwmsmssrcmrcm

Uberiappung mit
AspPheserLeuAspPrcTh:PheThrIleGluThrIleThrLeuProGlnAsnAlaVal
GATTICAGCCTTGACCCEACCTTCACCATT

GAsAmrmcccrcccccasca"mcmc
crmcrcswczecamsaamrecrmcrcrcm\crc:sacse"
Clon 35 : ' ’

GGTCCTACGACAG
serArgThrGlnArgArgGlyArgIhz
TCCCGCACTCAACGTCGGGGCAGGACTG
AGGGCGTGAGTTGCAGCCCCGICCTGAC

FIG. 11 Transiation der DNA 33b

=~ Uberlappung mit 32

MetAsnArgLeuIl&AlaPheAlaSerArgGlyAanisValse:?rcThrHisTeral
GATGAACCGGCTGATAGCCTTCGCCICCCGGGGGAACCATGTTTCCCCCACGCACTACGT
CTACTTGGCCGACTATCGGAAGCGGAGGGCCCCCTIGGTACAAAGGGGGTGCGTGATGCA

LeuI.euA:gArgLeuHisGlnTrpIles&*SerclucYS'rhrTherCysSerGlySer
GCTCCTGAGGCGACTGCACCAGTGGATAAGCTCGGAGTGTACCACTCCATGCTCCGGITC
CGAGGACICCGCTGACGTGGTCACCIATTCGAGCCICACATGGTGAGGTACGAGGCCAAG
TrpLeuArcAsnIleTrpAspTrpIleCysGluValLeuSerAspPheLysThrTrpLeu
CTGGCTAAGGGACATCTGGGACTGGAIATGCGAGGTGTTGAGCGACTTTAAGACCTGGCT
GACCGATTCCCTGTAGKCCCTGA

CCTATACGCTCCACAACTCGCTGAAATTCIGGACCGA

LysGlyValTrpArgVal
TAAGGGGGICIGGCGAGTG
ATTCCCCCAGACCGCICAC
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FIG. |12 Transiation der DNA 40t

1

61

121

241

301

381

421

481

GTTCCCCCCCTCTGTAGAGTAGAAGACAGT

AlaTeretSerLysAlaHisGlyIleAspPrcAsnIleArgThrGlyValArgThrIle
GGCTTACATGTCCAAGGCTCATGGGATCGATCCTAACATCAGGACCGGGGTGAGAACAAT
CCGAATGTACAGGTTCCGAGTACCCTAGCTAGGATTGTAGTCCTGGCCCCACTfTTGTIA

lyLysPheLeuAlaAspGlyGlyCys
TACCACTGGCAGCCCCATCACGTACTCCACCTACGGCAAGTTCCTTGCCGACGGCGGGTG
ATGGTGACCGTCGGGGTAGTGCATGAGGTGGATGCCGTTCAAGGAACGGCTGCCGCCCAC

IleLeuGlyIleGlyThrValLeuAspGlnAlaGlthrAlaGlyAlaArgLeuValval
CATCTTGGGCATCGGCACTGTCCTTGACCAAGCAGAGACTGCGGGGGCGAGACTGGTTGT
GTAGAACCCGTAGCCGTGACAGGAACTGGTTCGTCTCTGACGCCCCCGCTCTGACCAACA
LeuAlaThrAlaThrProPrcGlySerValThrValProHisProAsnIleGluGluVal
GCTCGCCACCGCCACCCCTCCGGGCICCGTCACTGIGCCCCATCCCAACATCGAGGAGGT
CGAGCGGTGGCGGTGGGGAGGCCCGAGGCAGTGACACGGGGTAGGGTTGTAGCTCCTCCA

LysGlyGlyArgHisLeuIlePhechHisSerLysLysLysCysAspGluLeuAlaAla
CAAGGGGGGGAGACATCTCATCTTCTGTCATTCAAAGAAGAAGTGCGACGAACTCGCCGC
AAGTTTCTTCTTCACGCIGCTTGAGCGGCG

t%eﬂappungnﬁt375-—
LysLeuValAlaLeuG1yIleAsnAlaValAlaTeryrArgGlyLeuAspValSerVal
AAAGCTGGTCGCATTGGGCATCAATGCCGTGGCCTACTACCGCGGTCTTGACGTGTCCGT
TTTCGACCAGCGTAACCCGTAGTTACGGCACCG”

IleProThr
CATCCCGACCAG
GTAGGGCTGGTC
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F‘ G l 3 Translation der DNA 25¢

CysSe.rLeuThrValThIGlnLeuI.euArgA.rgLeuHisGInTrpIleSerSerGluCys
ACTGCAGCCTCACTG‘I‘AACCCAGCTCCTGAGGCGACTGCACCAGTGGATAAGCTCGGAGT
TGACGTCGGAGTGACATTGGGTCGAGGACICCGCTGACG’I'GGTCACCTATTCGAGCCICA

ThrThrProCysSerGlySerTrpLeuArgAspIleTrpAspTrpIleCysGluValLeu
GTACCACTCCATGCTCCGGTTCCTGGCTAAGGGACATCTGGGACTGGATATGCGAGGTGT
CATGGTGAGGIACGAGGCCAAGGACCGATTCCCTGTAGACCCTGACCTATACGCTCCACA

Uberiappung mit 33b
SerAspPheLysThrTrpLeuLysAlaLYsLeuMetProGlnLeuProGlyIle?rcPhe
TGAGCGACTTTAAGACCTGGCTARAAGCTAAGCTCAT

GCCACAGCTGCCTEGGATCCECT
ACTCGCTGAAATTCTGGACCGATTTTCGATTCGAGTACGGTGTCGACGGACCCTAGGGGA

erCysGlnA:gGlyTerysGlyValTrpArgGlyAspGlyIleMetHisThrArg
TTGTGTCCTGCCAGCGCGGGTATAAG””””

uuuuTCTGGCGAGGGGACGGCATCATGCACACTC
AACACAGGACGGTCGCGCCCATATTCCCCCAGACCGCTCCCCTGCCGTAGTACGTGTGAG

CysHisCysGlyAlaGluIleThrGlyHisValLysAsnGlyThrMetArgIleValGly
GCTGCCACTGTGGAGCTGAGAT

CACTGGACATGTCAAAAACGGGACGATGRGGATCGTCG
CGACGGTGACACCTCGACTCTAGTGACCTGTACAGTTTTTGCCCTGCTACTCCTAGCRGC

PrcArgThrCysArgAsnMetTrpSerGlyThrPhe
GTCCTAGGACCTGCAGGAACATG

ProlleAsnal uTyrThrThrGly. .
CAGGATCCTGGACGTCCTTCTA

TGGAGTGGGACCTTCCCCATTAATGCCZACACCACGG
CACCTCACCCTGGAAGGGGTAATTACGGATGTGGTGCC

PrcCysThrProLeuPrcAlaPrc
GCCCCTGTACCCCCCTTCCTGCGCCG

AsnTerhrPheAlaLeuTrpArgValserAlaGlu
CGGGGACATGGGGQUAAGGACGCGG

AACTACACGTTCGCGCTATGGAGGGTGTCTGCAG
CTTGATGTGCAAGCGCGATACCTCCCACAGACGTC
GluTYIValGluIleArgGanalGlYAspPheHisTeralThrGlyMetThrThrASP
AGGAATATGTGGAGATAAGGCAGGTGGGGGACTTCCACTACGTGACGGGTAIGACTACTG
TCCTTATACACCTCTATTCCGTCCACCCCCTGAAGGTGATGCACTGCCCATACTGATGAC
AsnLeuLysCysProCysGlnvalPrcSerProGluPhePheThrGlu
ACAATCTCAAATGCCCGTGCCAGGTCCCATCGCCCGAATTTTTCACAGAAT
TGTTAGAGTTTACGGGCACGGTCCAGGGTAGCGGGCTTAAAAAGTGTCTTA
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| 4=} Kombinierer ORF der DNAs 40b/37b/35/36/81/32/33b/25¢
AlaTyrMetSer

LysAlaHisGlyIleAspProAsnIleArgThrGlyValArgThrIle
TGCTTACATGTCCAAGGCTCATGGGATCGATCCTAACA

TCAGGACCGGGGTGAGAACAAT
ACGAATGTACAGGTTCCGAGTACCCTAGCTAGGATTGTAGTCCTGGCCCCACTCTTGTTA
ThrThrGlyser?roIleTh:TyrSerThrTyrGlyLysPheLeuAlaAspGlyGlyCys
TACCACTGGCAGCCCCATCACGTACTCCACCTACGGCAAGTTCCTTGCCGACGGCGGGTG
ATGGTGACCGTCGGGGIAGTGCATGAGGTGGATGCCGTTCAAGGAACGGCTGCCGCCCAC

S eCYsAspGluCysHisSerTh:AspAlaTh:Ser
CTCGGGGGGCGCTTATGACATAATAATTTGTGACGAGTGCCACTCCACGGAIGCCACATC
GAGCCCCCCGCGAATACTGTATTATTAAACACTG

IleLeuGlyIleGlyThrValLeuAspGlnAlaGl&ThrAlaGlyAlaArgLeuValVal
CA’.L'CT’IGGGCATCGGCACTGTCCT’IGACCAAGCAGAGAC’IGCGGGGGCGAGACTGGTTGT

c;mccccmc;cccrcmgssm.&u TCGTCTCTGACGCCCCCGCTCTRACCAACA

LeuAlaThrAlaThrProPrcGlyserValThrValProHisProAsnIleGluGluVal
GCTCGCCACCGOCACCOCTCoRE

GCTCCGTCACTGTGCCCCATCCCAACATCGAGGAGGT
CGAGCGGTGGCGGTGGGGAGGCCCGAGGCAGTGACACGGGGTAGGGTTGTAGCTCCTCCA

AlaLeuSerTh:ThrGlyGluIlePro

PheTyrGlyLysAlaIleProLeuGluValIle
TGCTCTGTCCACCACCGGAGAGATCCCTTTTTACGGCAAGGCTATCCCCCTCGAAGTAAT
ACGAGACAGGTGETGEE

uCTCTCTAGGGAAAAATGCCGTTCCGATAGGGG"’”

SAGCTTCATTA
LysGlyGlyArgHisLeuIlePheCysHisSerLysLysL?sCysAspGluLeuAlaAla

CAAGGGGGGGAGACATCTCATCTTCTGTCATTCAAAGAAGAAGTGCGACGAACTCGCCGC

GTTCCCCCCCTCTGTAGAGTAGAAGACAGTAAGTTTCTICTTCACGCTGCTTGAGCGGCG

LysLeuValAlaLeuGlyIleAsnAlaValAlaTeryrArgGlyLeuAspValserVal
AAAGCTGGTCGCATTGGGCATCAATGCCGTGGCCTACTACCGCGGICTTG
TTTCGACCAGCGTAACCCGTAGTTACGGCACCGGATGATGGC”””‘

GCCAGAACTGCACAGGCA
Ile?rcThrSerGlyAspValVathlValAlaThrAspAlaLeuMetThrGlyTerhr

CATCCCGACCAGCGGCGATGTTGTCGTCGTGGCAACCGATGCCCTCATGACCGGCTATAC
GTAGGGC:GGTCGCCGCTACAACAGCAGCACCGTTGGCTACGGGAGTACTGGCCGATATG

GlyAspPheAspSerValIleAspTyrAsnThrCysValTnzGlnThrValAspPhaSer
CGGCGACTTCGACTCGGTGATAGACTACAATACGTGTGTCACCCAGACAGTCGATTTCAG
GCCGCTGAAGCTGAGCCACTAICTGATGTIATGCACACAGTGGGICTGTCAGCTAAAGEC

LeuAspProThrPheThrIleGlthrIleThrLeuPrcGlnAspAlaValSerA:gThr
CCTT%%CCCTACCTTCACCATTGAGA
GGAA

CAATCACGCTCCCCCAGGATGCTGTCTCCCGCAC
,TGGAAGTGGTAACTCTGTTAGTGCGAGGGGGTCCTACGACAGAGGGCGTG

GlnArgAIgGlyArgThrGlyArgGlYLYsPrcGlYIleTyrArgPheValAlaPrOGlY
TCAACGTCGGGGCAGGACTGGCAGGGGGAAGCCAGGCATCTACEGATTTGTGGCACCGGG

AGTTGCAGCCCCGTCCTGACCGTCCCCCTTCGGTCCGTAGATGTCTAAACACCGTGGCCC
GluArgPrcSerGlyMetPha

SpSerservalleuCysGluCysTyraspAlaGlyCys
G GO TCCaGCATETTCEACTCGTCC TCrT
CCTCRCEE

CTGTGAGTGCTAEGACGCAGGCTG
uGGAGGCCGTACAAGCTGAGCAGGCAGGAGACACTCACGATACTGCGTCCGAC
AlaTrpTYrGluLeuThrPro

AlaGluThrThrValArgLeuArgAlaTeretAsnThr
TGCTTGGTATGAGCTCACGCCCGCCGAGACTACAGTTAGGCTACGAGCGTACATGAACAC
ACGAACCATACTCGAGTGCGGGCGGCTCTGATGTCAATCCGATGCTCGCATGTACTTGTG
PrcGlyLeuPrcValesGlnAspHisLeuGluPheTrpGluG1yvalpheThrGlyLeu
CCCGGGGCTTCCCGTGTGCCAGGACCATCTTGAATTTTGGGAGGGCGTCTTTACAGGCCT
GGGTCCCGAAGEE A

CACGGTCCTGGTAGAACTTAAAACCCTCCCGCAGAAATGTCCGGA

h.LYSGlESerGlYGluAsnLeuP-
CACTCATATAGATGCCCACTTTCIATCCCAGA

CARAGCACAGTGGGGAGAACCTTCSTTA
IGAAAGATAGGGTCTGTTTCGICTCACCCCTCTTGGAAGGAAE
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LeuValAlaTyrGlnAlaThrValesAlaArgAlaGlnAlaProPrcPrcs Asp
CCTGGTAGCGT

erTrp
ACCAAGCCACCGTGTGCGCEAGGGCTCAAGCCCCTCCCCCATCGTGGGA
GGACCATCGCATGGTTCGGTGGCACACGCGATCCCGAGTTCGGGGAGGGGGTAGCACCCT

GlnMetTrpLysCysLeuIleArgLeuLysPrcThrLeuHisG

1YProThrPreLeuren
CCAGATGIGGAAGTGTTTGATTCGCCTCAAGCCCACCCTCCATGGGCCAACACCCCTGCT
GGTCIACACCTTCACAAACmAAGCGGAGTTCGGGTGGGAGGTACCCGGITGTGGGGACGA

TyrArgLeuGlyAlaValGlnAsnGluIleThrLeuThrHisPrcValThrLysTyrIle
ATACAGACTGGGCGCTGTTCAGAATGAAATCACCCTGACGCACC

CAGTCACCAAATACAT
TATGTCTGACCCGCGACAAGTCTZACTTTAGTGGGACTGCGTGGGTCAGTGGTTIATGTA

: rpValIeuValGlyGly
CATGACATGCATGTCGGCCGACCTGGAGGTCGTCACGAGCACCTGGGTGCTCGTTGGCGG
GTACTGTACGTACAGCCGGCTGGACCTCCAGCAGTGCTCGTGGACCCAC

GAGCAACCGECE
VHlLeuAlaAlaLeuAlaAlaTerysLeuSerThrGlyCysvalvalIleValGlyArg
CGTCCTGGCTGCTTTGGCCGCGIATTGCCTGTCAACAGGCTGCGTGGICATAGTGGGCAG

GCAGGACCGACGAAACCGGCGCATAACGGACAGTTGTCCGACGCACCAGTATCACCCGTQ

IleAlaPrcAlaValGlnThrAsnTrpGlnLysLeuGluThr?heTrpAlaLysHisMet
TATCGCCCCTGCTGTCCAGACCAACTGGCAAAAACTCGAGACCTT

CIGGGCEAAGCATAT
ATRGCGGGGACGACAGGTCTGGTTGACCGITTTTGAGCTCIGGAAGACCCGCTTCGTAQA

erThrleuPreGlyAsnore
TGGAACTTCATCAGTGGGATACAAIACTTGGCGGGCTTGTCAACGCTGCCTGGTAACCC
CACCTTGAAGTAGTCACCCTATGTTATGAACCGCCCGAACAGTTGCGACGGACCATTGGG

AlaIlaAlaSerL

euMetAlaPheThrAlaAlaValThrserPrcLeuThrThrSerGln
_CGCCATTGCTTCATTGATGGCTTTTA

CAGCEGCTGTCACCAGCCCACT%ACCACIAGCCA -
GCGGTAACGAAGTAAC?ACCGAAAATGTCGAC ACAGTGETCS

GGIGATTIGGTGATCGET
ThrLeuLeuPheAsnIleLeuGlyGlyTrpValAlaAlaGlnLeuAlaAlaPreGlyAla
AACCCTCCTCTTCAACATATTGGGGGGG

TGGGTGGCTGCCCAGCTCGCCGCCCCCGGIGC
AGGAGAAGTTGTATAACCCCCCCACCCACCGACGGGTCGAGCGGCGGGGGCCACG

AlaThrAlaPhevalGlyAlaGlyLeuAlaGlyAlaAlaIleGlySerValGlyLeuGly
CGCTACTGCCTTTGTGGGCGCTGGCTTAGCTGGCGCCGCCATCGGCAGTGTTGGACTGGG
GCGATGACGGAAACACCCGCGACCGAATCGACCGCGGCGGI

AGCCGTCACAACCTGACCE
LysValLeuIIeAspIleLeuAlaGlyTyrGlyAlaGlyValAlaGlyAlaLeuValala
GAAGGTCCTCATAGACATCCTTGCAGGGTA

TGGCGCGGGCGTGGCGGGAGCTCTTGTGGC
CTTCCAGGAGTATCTGTAGGAACGTCCCATACCGCGCCCGCACCGCCCTCGAGAACACCG

TCATGAG GTGAGGTCCCCTCCACGGAGGACCTGGTCAATCTACTGCCCGC
IAAGTTCTAGIACTCGCCACTCCAGGGGAGGTGCCTCCTGGACCAGTTAGATGACGGGCG

IleLeuSerPrcGlyAlaLeuvalValGlyValvalc

ysAlaAlaIleIeuArgA:gﬁis
SATCCTCTCGCCCGGAGCCCTCGIAGTCGGCGTGGTCT
TAGGA

GIGCAGCAATACTGCGCCEECA

G CCTCGGGAGCATCAGCCGCACCAGACACGTCGTTATGACGCGGCCGT
FIG. 14-2va16155rec

lyG1uGlyAlaValGlnTrpMetAsnArgLeuIleAlaPheAlaSerArg
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1921 CGTTGGCCCGGGCGAGGGGGCAGTGCAGTGGATGAACCGGCTGATAGCCTTCGCCTCCCG
GCAACCGGGCCCGCTCCCCCGTCACGTCACCTACTTGGCCGACTATC

GGAAGCGGAGESEE
GiyAanisValSer?roThrHisTeralPrcGluserAsuAlaAlaAlaAruValThr
19881 GGGGAACCATGTTTCCCCCACGCA

CTACGTGCCGGAGAGCGA&GCAGCTGCCCGéGTCAC
CCCCTTGGTACAAAGGGGGTGCGTGATGCACGGCCICTCGCEACGICGACGGGCGCAGTG

AlaIleLeuSerSerLeuThrValThrGlnLeuLeuArgArgLeuHisGlnTr;IleSer
2041 TGCCATACTCAGCAGCCTCACTGTAACCCAGCTCCTGAGG

CGACTGCACCAGTGGATAAG
ACGGTATGAGTCGTCGGAGTGACATTGGGTCGAGGACTCCGCTGACGTGGTCACCTATTC

SerGluCysThrThr?rcCysSe:GlySerTrpLeuArgAspIleTrpAspTrleeCys
2101 CTCGGAGTGTACCACTCCATGCTCCGGTTCCTGGCTAA GACATCTGGGACTGGATATG
GAGCCTCACATGGTGAGGTACGAGGCCAAGGACCGATTCCCTGTAGACCCTGACCTATAC

! e .rTrpLeuLysAlaLysLeuMetPrcGlnLeu?roGly
2161 CGAGGTGTTGAGCGACTTTAAGACCTGG

Ile.Pro?heValSerCysGlnArgGlYTerysGlyValTrpArgValAspGlyIleMet
2221 Gamccccrmmrccrecczxscccsscramsasesrcmcsacmeacsccamu
cm;asamcacassaccamscsccc.ammcccccauccscwcaccrscccmsm

HisThrArgCysHisCysGlyAlaGluIleTh:GlyHisvalLysAsnGlyThrMetArg
2281 GCACACTCGCTGCCACTGTGGAGCTGAGATCACTGGACATGTCAAAAACGGGACGATGAG
CGTGTGAQCGACGGTGACACCTCGACTCTAGTGACCTGTACAGTTTTTGCCCTGCTACTC

IleValGlyProArgThrCysArgAsnMatTrpSerGlyThr?heProIleAsnAlaTyr
2341 GATCGTCGGTCCTAGGACCTGCAGGAACATGTGGAGTGGGACCTTCCCCATTAATGCCTA
CTAGCAGCCAGGATCCTGGACGTCCTTGTACACCTCACCCTGGAAGGGGTAATTACGGAT

TA:ThrclyPrcCysThrProLeuProAlaPrcAsnTerhrPheAlaLeuT:pArgVal
2401 CACCACGGGCCCCTGTACCCCCCTTCCTGCGCCGAACTACACGTTCGCGCTAIGGAGGGT
GTGGTGCCCGGGGACATGGGGGGAAGGACGCGGCTTGATGTGCAAGCGCGATACCTCCCA

SerAlaGluGIuTeralGluIleArgGanalGlyAspPheﬂisreralTh:GlyMet
2461 GTCTGCAGAGGAATATGTGGAGAIAAGGCAGGTGGch

””ACTTCCACTACGTGACGGGTAT
CAGACGTCTCCTTATACACCTCTATTCCGTCCACCCCCTGAAGGTGATGCACTGCCCAXA

: -
ThrThrAspAsnLeuLysCysProCysGanalProSerPrcGluPhePheTh;ELg L
2521 GACTACTGACAATCTCAAATGCCCGTGCCAGGTCCCATCGCCCGAATTTTTCACAGAAT
CTGATGACTGTTAGAGTTTACGGGCACGGTCCAGGGTAGCGGGCTTAAAAAGTGTCTTA

7’

FIG. 14-3
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FIG. 15  Transiation der DNA 33¢

uaVal.LspPheIlerValGluAsnLeuGlum.:rh:ﬂ.a‘:}.:gsg-?r:‘lalp
GGCGGTGC‘ACMI‘CCCIGIGGBGAACCT‘ M

heThe
mmcumsxccmm
Cmmmaamtuﬁ L‘t:uaiuuhuhuu'mmmm
ASPAsnSarsarpme

ProValValPrcGlnSe:PheGlnvalAlaHisLeufusuaPm
mmmmmcmcm&mmmacmum
ccum% AL ”I'GGTCAT% ""“"‘I’C.";"""-«AG\,‘ GICCALCEAG mGAGGIACG‘m r]

ThmlyS&mlyLyssa:Th:LysValPrcAl maryralmaGlnGlTrery’Wal
QLAGETAGESS 3 'rcccmmammm
cmmvmc%mmsmumcmmcmumcm

LeuG ly?heGlyA.laTmets erxfyaala
GCTAGTRCTQ\A;‘;CS.:.;LLQ aTGCI6 '“mmmmc
m@mmmmmmcccsmcmmmm
= Uberlappung mit 40b

HisGlyIleAsme'AsnIleArg‘rh:GlWalA.:gTh:IleTh:‘rhrGlySe.‘:E:aIla
T urﬁsamvﬂmmacccmmmmcmmcm
MmcmmSammmmccmmmmme&su

Th:‘ryrse..“'rh."?.‘yrslyLysPhaLeuAlaAspGlyclycysSeml?GlyAlamm
CACGTACICCACU.ACGGCAA.GTECCTTGCCGACGGCGGGTGCTCGGGGGG:GC TATGA
GTGCAEGRGGWGAIGCEGZ’ICAAGGMCGGCIGCCGCCC}.CGAGCCCCCCGCGMIACT

nezlezlaym;eluc:yséissermAspuarh:serneLeusz.yneclmr
umwmmmmcmcacwmcamr TTGEGCATTCGE
Gummmzmmsmmcmm:vm:mmnuc::sm

ValLeuAspGlnA.laGluTm-AlaGlyAlaA:gLeuVaLValLeuMarr:Alam:Pm
mc‘i‘m&mﬁm A IW"'”'"”%CTGGMCIGGCQCCGCCMCCC
AWW&:&:G&&%C@WW* SICEIEETEESS

PrcGlySa:Val’I'thalP:oHisPrcAsnIleGluGluValAlaLeuSerrmr‘:’Sl?’
TCCEGSCTT mmzccmﬁcmumm@smw GLICTGTCoACEAC RS
AGGTTCEAGStACTES GGG TAGGSTIGTAGCTCCTO A €3G

ACAGETGE TGS
GluIlaPrcPheTmlyLysAlaIlePrc:.euGluValIleLysGlyGl?ArgHiSI@u
RGAGAICC:. o GCIAICCCCCICGAAGTAATC&AGGSGGGGAGACATCT

a2 CGATMGGGGAGCTIQ\TTA&L <

alataialanyopieyy-Te)

ilepheq»smse:LysLysLysquspclmmmaz.ysr.euVamueuGly
CATCTTCTIG oA™Y S TG e A IO CCaCANAG TG TR CATIGCS
Gmmmsmnmncmcmsmcmmcsrmm

Ileéan.AlaValALal‘r'rr. .A:”Gl?teuAspValSe:Valzle°*~Tb.r$ersl?AsP
A TR TG CCaToa T ACTAC e

e IO e A CG TG TCCG TOATCCoa A G Caa ias,
GIAGnacsacaccsaamamGcchmcmcaucwsrasssmsrcsccscz
ValValValValMaTh:AspAlaLeLHEtThrSlﬂyﬂhrGJ.yAspPhe.AspSer‘I&l'
TGTTG‘I’CG':CGKGC:.ACCGAIGCCCTCAIGACCGGCI‘ATACCGGCGACI‘:CGACTCGGT
mcasmcac:smsacncccsmnc:ccc:s.\:ussccc::s;.as TGAGTCA

Ilakspc:ys.\sn'rhx:ys
GATAGRCIGCAAIACGIGTG
CTAICIGACGHAIGCJ\CAC
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FIG. 16 Transiation der DNA gp,

1

61

121

181

241

61

121

lsl

241

301

Prcc?s'rh.:'cysGlYSL*Se:AspLeuTyrxeuVanh:A:gﬂiSMaAspValIle?m
cxc%mmmcmmmm%mmmm
mmmcmwmmmmmmm
ValA.rgArgArgGlyAspSe:Arg‘Glysa:leubeuﬂer?rm.rg?mnasai‘yﬂeu
cccmccccssc&‘;ssmw&m“* C TCGCCCCGGCCCAT'ITCCTAC‘E
GECACGCEECeee ’CCWWCGMM"” TAAAGGATCA

Lysslysarsmly'slmueuc,‘ysPrcuaGlyHi'sMaValGlyIlePheAgg
c “rccﬁmmm

GCICCICESES CCCGCGGGG&CGCCGTGGGCATAM
Acmmcmcccccmsmmmcacccm

mcmcsm
Uberlappung mit
AlaAJ..aVales‘mrArg'Gly'falAlaLysuaValAspPhezlePrcValGiuAsnLeu
GGGCCGCGGMC:’\CC

AG?GG;MM“’IGGACI?IATCC@GTGGAGAACC
CCC&CRMGMCWW&CCMWCW
33¢ )

Glurhm:xetA:gSuP:oValPheTh:Aspbsnser
TAGAGACA.ACCATGAGGICCCCGG =z CATAACTICOTC
Ammmmcxmcmmcmm

FiIG. |7 Translation der DNA 7e

Gly‘f:;&rg:.euz.emwmnem:Ma uasmsmmmslymmm;y
CEGE TCEAGE TIGC TGS G _ngm SGECCTCOTASS
ccmcmmmmmmummmmmm
oIsllellethrsertauthagy g ASPLYSASnGlaValGluGlyGiuvalglarle |
GTGCATAAMCC%GCCTAACTGGC&:?GGA A CAAG TCGAGEG TGAGETCCAGAT
mnmmrmcmcmmmmmm

CAGTAGGTCTACAT
Th:AanalAspGlnMpLeuValGl?T:pProAlaPrcGlnGlySe:A:gSerleumr
TACCAATGTAGAC CCTIGT ""'TGGCCCGCTCCGCAAGGTAGCCGCMTIGAC
ATGGTTACA CACCCEACCEEEoa0a < GCGAGTAACTS

~——————— Uberlappung mit g4

PrcCysThrc?sGlySerSe.rMpLeumuuVamhrArgﬁis
ACCC‘IGCACT'IGCGGCI‘CCTCGGACCITZACCTGGTC&CG«GGCACG‘
TGGACEIGAACGCCaAGEAGE CIGRAAATGRACAG

TIGCICCETGe
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F’G !8 Translation der DNA 14¢

AsnMasde SerGlyThrPhePrcIleAsnAlaTerhr'rhrely?roc?sms’rm
GPACATGTI;S G CCTTCCCCAHAATGCCTACACCACGGGCCCCIGTACCCC@_
CI‘IGTACACCTCACCC’-’?"‘"‘N\AGGGGTAATTACGGATGTGGIGCCCGGGGACATGGGSGGA

Uberlappung mit 25¢ :

AGGACGCGGCTTGAIGTGU\AGCGCGAIACCTCCCACAGACGTCICCITA‘IGCACCM

ArgGanalGlyAsp PheHisTyrvalThzﬁlyﬂethﬂhrAspAsnlguLysCys?m
AAGGCXGETG3E3S

ACﬂCCACTACGTGACGGGHNACTACmmmATGCQg
TICCs TCCACCCCCNAAGG’I‘GAI‘GCACTGCCCAIAC’IGATGAC‘I‘GMMA

CysGanalPrcSe:PrcGluPhePheTL‘GluLeuAs;GlyVaJ_krgmuHisArg?be
G'I'GCCAGGTCCCATCGCCCGMTTTTTCACAGAATIG_GACGGGGTGCGCC‘IACATAGG‘IT
CACGGTCCAGGGIAGQSGGCTTMGTGTCTIAACCI‘GCCCCACGCGGAIGZ’ATC@A
A:Lap:cprcc:ysz,yséraz.euneum-gsz.usluvme:phe.Azgvuslymumselu
TGCGCCCCCCTGCAAGCCCTTGC CGGGAGGRGGTATCA’I‘TCAGAGTAGGACTC@CGR
ACGCGGGGGGACGITCGGGM.CGACGCC@C@C&m&ﬁfﬁmmm
Tyr?roValGlyse:Gln.LeuPrccysGluPrcGluPrcAspVal.uavalLeu'm:Ser
ATACCCGEETA ""'ICGCAATTACCI’TGCGAGCCCGMCCGGACGTGGCCGESM
TAIGGGCCAICCCAGCGTTFATGGAACGCTCGGGCTTGGCCTGCACCGGCACRACTG@G
MetLeuThrAsp?raSe:His IleThrAlaGluAlaAlaGly;:gArgLem&RrgGl?
CATGCTQRCTGATCCCTCCCATATAACAGCAGAGGCGGCCGGGCWTTGGCGAGGGG
GT&CGAGTGACIAGGGAGGGTATATIG'I’CGTCICCGCCGGCCCGCTTCCMCCGCTCCCC
Se::P:cP::JSerVaLMase:Se:SerMas e:-GlnLeuSe:A.laPrcSe:LauLYSAla
ATC.\CCCCCCTCTGTGGCCAG C'I‘CC‘Z‘CGGCTAGCCAGC‘I’ATCCGCTCCATCTCTCMGGC
TAGTGGGGGGAGACACCGGTCG}.GGP\GCCGATCGGTCGA

TAGGIGAGETAGAGAGTTCCS
Th:Cys'rh:AlaAanisAspSerPrcAsa

mcmsuccccrmcumcrccccrc:ﬁ:
TI‘GAACGTGGCGATTGGTACTGAGGGGAC’I‘A
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Fi G. 19 Translation der DNA 8f

e Uberlappung mit 14¢

Se:SarSerAlaSe:Glnz.euSe:AlaPrcSe:LeuLysuamrc? SThrAlaAsanig
1 AGCI‘CCTCGGC‘:AGCCAGCmcCGCTCCA c

<C CTIGCACCESTAAC AT
WQMC&TWWWG&MMMMA

§1 cacreee

121 AACATCACCAGSS

Valalag:
18l GGG CEAGTESS ncccsumm::" CIGCGGALG Yrapraele]
CACCGCC‘I‘CCICCTGC‘ICGCW& Cetuieyy CTICAGAGee

Azgphmaslnmmumvummgum

1 > pmAaanchLauVale
24 AGAI?:GCCCAGGCCC?GCCCGITIGGGCGCGGCCGGACWCCCCCCG@MT&:AG
A CGGGTCCGGGACGGGMCCCGCGCCGG:CTGMGGGGGGCWCACC?C

:

'I‘hr'r:pLysL?sPrcﬂspT?:'éluPrcProVal’v’alF.issly'CysPzﬂe@z’c
301 acsres "CCGAC’EACGAACC:ACCTG “TC&EGGCTGTQCGC?ECCACCTCCA
TGCACCMGCTGATGCITGGTGGACACCAGGTAC 2

Lyssaz'PrsP:'cVale
361 AAGICCCCTCCI‘GTGCCG
TICAGESEsaceans ACGEC

FIG. 20 Transiation der DNA 33f

vum-;uw»pma.spryrxsnpmpmuvuslurbm“ LysLyspr

CMW@G&CWG&&WW&C&&WM

mm&cm%cmmmmﬂm
I:Tberlappung mit 8f

' GluPrcPrcValValHisslycystzeuPrcPrcPraLysSer
€l ceaa cCTe

121 ¢ ’GGACGGI’GGTCCTCACTGAATCAACCCTATCTACI‘GC G
cmcmcmmmmmmwmmcmcm
I.euMaTh:Ara;Se:Pheslyserse.rSe.:rlLrSe.:GlyIleThmlyAspAsnThrfm

181 GCICGCCACCAGAAGE T CTCAACnCCGGCAmCGwGCGAm' TACGAC
CGAGCGGI‘GGTCTTCGAAACCG G mAAchCGTAATGCCCGCmmTGCTG
Th:se:smluprmap:osml sPrcP:cAspSe:AspMaGluSe:Phs

241 AACATCCTCNAGCCCGCCCCTTCIGGE%{CCCCCCCGACTCCGACGCTGAGW

-
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F ] G 2 ‘ Transiation der DNA 33g

61

121

BR-H 1

241

381

MlaserArgserphaGlySerSerSerThrSasGlyllaTheGlyASPASIThE Thoahe
GO TC A GAAGC T T IGGCAGCTCOTCAACT TG s 2 ;

AT TACGGGLGACAATACGACRALA
CGGAGGTCTTCG&AACCGTCG&GGAGfTGBAGGCCGIBAIGCCCGCTGTZZIGCIGTTG?
Uberlappung mit 33

Se.rSarGluPrcalaP:csérGlyCysPchrcAspSe:.\spAlaGluSermsmaf
amsssevact le selacisaaosprenscicioselasmaatarmer T naecs 1o Coree s
et S levaceratiererh Yo Valacrlaraeic e topcs Vel toapne "

.Met?:c9:&LeuGluGlyGluchGly

AspProAsplauSarispGlySertrpServhy
Arscccc:cs:saasssssasccrsaaaz:ccsaarcrrascsz:ssazczmssrCAAcs
GGG EEaaA IO TCE e C e TGS TRAGAATCRC, 3 T

ATCECICCoCAGTACCAG TGS
ValserserGluAlaAsnAlaGluAspVhlValesCysSe:ﬁetse:TTrSerTrgfhr
ggg&GSAG?GAGGCCAACGCGGAGGAEGTC

GIGIGCICCICAATGTCITACTOTTGGACA
< CSGITGCGCCICCEACAGC3CACGACGAGTIACAGAAIGAGAACCEGT
GlyAlaleuvalThroreCysaladl aGluGl

uGlolysleuPrarlaisrilizteuser
CoscurTasmepvallassiacprcareaceaccs b e CAGAAACTEOCCATCAATCCACTAALS
CCGCGTGAGCAGTGGGGCAﬁGCGu&ubL&;5;gux;;;xuaCGGGﬂAGETRCGTGAETﬁS

AsnSexla nArgﬂisHisAsnLeuValTyzse:fh:fh:ﬂerArgSe:
AACICGTIGCTACGIC A Coa s

A A A T IGG TG TATTCCACCACCTCACCOAGTE
TIGAGCAANCEATGLAGTSST ~AARCCACATAAGE TGS TGEAGTECSTINS

Fi G 22 Translation der DNA 7F

121

18l

0l

GlyThrTeralTyrAanisLathzPrcLeuArgAspTrpAlaHisAsnGlyLeuArg
GGCACCTATG T T TATAACCATC TCACTCCTCTTCGGCACTEREE CACAACGGCTTGEGA
CCGIGGATACAAATATTGGTAGAGTS GGAGAAGCCCTIGACCCGCGTGTTGCCGAACGST

AspLeuAlaValAlaValGluPrcValValPheserGlnMetGluTh:LysLeuIlarhr
GAICIGGCCGTGGCIGTAGAGCCAGTCGTCITCICCCAAATGGAGACCAAGCTCATCACG
- CTAGACTGGCACCGACATETCG TCAGCAGAAGAGGGITTACCTCIGETICGAGTAGTES
__TrpGlyAlaAspTnrAlaAlacysGlyAspIl IleAsnGlyleuPrcValSeraladrg -
TGGGGGGCAGATACCGCCGCGTGCGGTGACATCATCAACGGLLIbLleLIILLECCCGC
ACCCCCCGTCTATGGCGGCGCACGCCACTGTAGTAGTTGCCGAACGGACAAA;GCGGGCG

ArgGlyArgGluIleLeuLeuGly?rcAlaAspG1yMetValSerLysGlyTrpAqueu
AGGGGCCGGGAGATACIGCTCGGGCCAGCCGATGGAATGGTLLLLAAhGu;LbuAGGTTG
TCCCCGGCCCTICTATGACS

et £

GCCCGGTCGECTACCTTACCAGAGGTTCCCARCCTCCAAC

LeuAlaPrcIleThrAlaTyrAlaGlnGlnTh:ArgGlyLeuLeuGlyCysIleIleThf
GGG A TCACGGCG TACGCCCAGCAGACAAGEGECCTCCTAGGS TACATAATCACT
GACCG;GGGTAGTGCCGCAIGCGuu;Luzu;&r;uCCCGGAGGAICC:ACGIRTTAGTGG

Uberlappung mit 7e
SerLeuThrGlyArqupLysAsnGanalGluGlyGluValGlnIleValSerThIAla
AGCCTAACTGGCCS

GGACAAAAACCAAGTGGAGGGTGAGGICCAGATTGTGTCAACTGCT»
TCGGAITGRCCGGCLLLBLLLLthLlLACCTCCCACTCCAGGTCTAACACAGTTGACGA

AlaGlnThrPheLeuAlaThrCYsIleAsnGlealesTrp
GCCCAAACCTTCCTGGCAACGTGCAICAAEGGGGIGIGCTGG
CGGGITTGGAAGGACCGTTGCACGTAGTIACCCCACACGACC
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FIG. 23 Translation der DNA 11b

1

€l

122

181

241

361

421

481

hr eUSerProTyrIyrlysar
GGCGGTGTTGTTCTCGTCGGGTTGATGGCGCTGACT

GlyGlyValValLeuValGlyLeuMetAlaLeuT L g
CTGTCACCATATTACAAGCGCTAT
CCGCCACAACAAGAGCAGCCCAACTACCGCGACTGAGACAGT

IleserTrprsLeuTrpTrpLeuGlnTerheLeuThrArgValGluAlaGlnLeuHis
ATCAGCTGGTGCTTGTGGTGGCTTCAGTATTTTCTGACCAGAGTGGAAGCGCAACTGCAC
TAGTCGACCACGAACACCACCGAAGTCATAAAAGACTGGTCICACCTTCGCGTTGACGTG

yArgAspAlaValIleLeuLeuMetCys
GGGCGCGACGCCGTCATCTTACTCATGTGT
GGAGTTGCAGGCTCCCCCCGCGCTGCGGCAGTAGAATGAGTACACA

ValTrpIlePrcPrcLeuAanalArgGlyGl
GTGTGGATTCCCCCCCTCAACGTCCGAGGG
CACACCTAAGGGS

LeuArgphecysalateuaraare ysMetIleGlyGlyHisTeralGlnMetValIla

gL
CTCCGGTTCTGCGCGTTAGCGCGGAAGATGATCGGAGGCCATTACGTGCAAATGGTCATC

GAGGCCAAGACGCGCAATCGCGCCTTCTACTAGCCTCCGGTAATGCACGTTTACCAGTAG

Ilei’.ysLeuGlyAlaLeu‘I‘hrGlyTM“l‘eralTyrAsszisLeuThrProleuArgAsp
ATTAAGTTAGGGGCGCT'I‘ACTGGC.ACC'I‘ATGTTTATAACCATCTCACTCCTCTTCGGGAC
rmmcmrccccccmmccsmsam&umrrc-:cmc;asmascmmccccm

Uberlappung mit 7¢

TrpAlaHisAsnGlyLeuArgAspLe
TGGGCGCACAAC

ACCCGCGTGTTGCCGAACGCICTAG

MetGluThrLysLeuIleThrTrpGly
ATGGAGACCAAGCTCATCACGTGGGGGGC

TACCTCTGGTTCGAGTAGTGCACCCCCCG
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FIG. 24  Transiation der DNA 14

GluTeralvalLeuLeuPheLeuLeuLenAlaAspAlaA:gValesSerCysLeuT:p
1 GGGAGTACGTCGITCTCCTGTTCCTTCTGCTTGCRGACGCGCGCGTCTGCTCCTGCTTGT
CCCTCATGCAGCAAGAGGACAAGGAAGACGAACGICTGCGCGCGCAGACGAGGACGAACA
MetMetLeuLeuIleSerGlnAlaGluAlaAlaLeuGluAsnLeuvalIleLeuAsnAla
6l. GGATGATGCIACICAIATCCCAAGCGGAGGCGGCTTTGGAGAACCTCGTAATACTIRATG
CCTACTACGATGAGIATAGGGITCGCCTCCGCCGAAAC

CTCIEGGAGCAITATGAAE&AC
AlaSe:LeuAlaGlyThrHisGlyLeuValse:
121 cacear

PheLeuYalPhePheCYSPheAlaTrp
‘CCCTGGCCGGGACGCACGGTCITGTATCCITCCTCGIGTTCTTCTGCTTTGCAT
GTCGIAGGGACCGGCCCIGCGTGCCAGAACATAGGAAGGAG»A

CACRAGAAGACGAAACGTA
TereuLysGlyLysTrpValPrcGlyAlavalrerh:PheTy:GlyMetTrpPrcLeu

18l GGTATT ””TAAGTGGGIGCCCGGAGCGGTCIACACCTTCIACGGGATGTGGCCTC

CCAZAAACITCCCATTCACCCACGGGCCTCGC b TG ICGAAGATGCCCTACACGEAG
LeuLeuLeuLeuLenAlaLeuPrcGlnArgAlaTyrAlaLeuAspThrGluValAlaAla
241 TCCICCTGCTCCTGTTGGCGTTGCCCCAGCGGGCGTACGCGCTGGACACGGAGGTGGCCG
AGGAGGACGAGGACA&CCGCAACGGGGTCGCCCGCATGCGCGACCTGTGCCTCCACCGGC

Uberiappung mit 11b

SerCYsGlyGlyvalvalLeuValGlyLe

uMa&AlaLeuTh:Leuse:PrcTy:Terys
301 CGICGTGTGGCGGIGTTGTTCICGTCGGGTTGATGGCGCTGACTCTGTCACCATATTACA
GCAGCACACCGCCACAACAAGAGCAGCC:AACTACCGCGACTGAGACAGTGG?ATAATGT
ArgTyrIleSe:TrpCysLeuTrpT:pLeuGln
361 AGCGCTATA: CIGGTIGCTTGTCETCaS
TCGCGATATAGECGACCACGAACACCACCGAAGTCIT

FI1G. 25 Transiation der DNA 3¢

PrcAlaPrcSe:GlyCysPrcPrcAspSe:AspAlaGluSerTyrSerSe:ﬁetPrcPr@
1 CCAGCCCCTTC“’"”TGCCCCCCCGACTCCGACGCTGAGTCC:ATTCCTCCATGCCCCCC
GGTCGGGGAAGACCGACGGGGGGGCTGAGGCTGCGACTCAGGATAAGGAGGIACGGGGGG

LeuGluGlyGluPrcGlyAspPrcAspLeuSerAspGlyse:szSerThrValSersez
61 CTGGAGGGGGAGCCTGGGGATCCGGATCTTAGCGACGGGICATGGTCAACAGTCAGEAGT
GACCTCCCCCTCGGACCCCIAGGCCTAGAATCGCEGCCCRGIACCAGTTGTCAGTCATCA

Uberlappung mit 33¢
GluAlaAsnAlaGluAspValValchchse:MetSerTyrSerTrpThrGlyAlaLeu
121 GAGGCCAACGCGGAGGATGTCGTGTGCTGCTCAAIBTCCTALLLLEhuﬁCAGGCGCACTc

CICCGGTTGCGCCTCCTACAGCACACGACGAGTTACAGGAIGAGAACCTGTCCGCGIGAG

ValTh:?rcCysAlaAlaGluGluG1nLysLeuProIleAsnAlaLeuse:AsnSerLeu
181 GTCACCCCGTGCGCCGCGGAAGAACAGAAACTGCCCAICAATGCACIGAGCAACTCGTTG
CﬁGTGGGGCRCGCGGCGLL&LLxrbe;ETGACGGGTAGTTACGTGACTCGTTGAGCRAC

LeuArgHisHisAsnLeuValTyrSerTh:
241 CTACGTCACCACAATTTGGTGTA?TCCAC

ThrSe:ArgserAlaCysGlnArgGlnLys
GAIGCAGTGGIGTTAAACCACATAAGG

CACCTCACGCAGTGCTTGCCAAAGGCAGAAG
TGGTGGAGTGCGTCACGAALGQ&g;LLbIL&lL

LysValThrPheAspArgLeuGanalLeuAsPSeraisTyrGlnAspValLeuLysGlu
301 AAAGTCACATTTGACAGACTGCAAGTTCTG

TTTCAGTGTAAACTGTCTGACGIT

VaLLysAlaAlaAlaSerLysValLysAlaAsnPhe
361 GTTAAAGCAGCGGCGTCAAAAG

AACTTC
CAATTTCGTCGCCGCAGITTTCACTTCCGATTGAAG

CAAGACCTGTCGGTAAIGGTCCTGCAIGAGTTCCTC

P
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FIG. 286-] Kombinierter ORF der DNAs
HL/115/78/Te/8h/33¢ /40b/375/35 /36 /81 /32,331 /25¢ /ltc/8/338 /330 /350

GluTeralVallaul,euPheI.euL,euLeuAlaAspAlaArgValesSerCysLauTrp
GGGRGIACGTCGT’IC’ICCTGI’I‘CCI’TCI‘GCTIGCAGACGCGCGCGI‘CTGCTCCI’GCTIGT
CCCTCATGCAGCAAGAGGACAAGGAAGACGAACGTCTGCGCGCGCAGACGAGGACGAACA

AlaSerLeuAlaGlyTh:HisGlyLeuValse.r?heleuValPhePhebysPheAlamp
CAG

CATCCCTGGCCGGGACGCACGGI’CTTGTATCCTTCC’ICGTGT’ICTTCTGCTTTGCM
GTCGTAGGGACCGGCCCTGCGTGCC%SAACATAGGFAGGAGCACAAGAAGACGMCGTA

'rereuLysGlyLysTrpValPrcGlyAlaValT?‘r‘l‘hrPhe’l‘y:GlyMetT:pProLeu
GGTATTTGAAGGGTAAGTGGGTGCCCGGAGCGGTCTACACCTTCTACGGGATGTGGCCTC
CCATAAACMCCCAITCACCCACGGGCCICGCCAGATGTGGAAGATGCCCIACACCGGAG

IeuLeuLeuI.euIeuAlaLeuP:cGlnArgAlaTyrA.laIeuAspTthluValAlaAla
TCC’ICCTGC‘I’CCIGTTGGCG‘I’TGCCCCAGCGGGCGTACGCGCTGGACACGGAGGTGGCCG
AGGAGGACGPGGACAACCGCJACGGGGI’CGCCCGCATGCGCGACC‘IGTGCCTCC&CCGGC

SemysslyGlyValValLeuValGlyLeuMetAlaLeuI’hrLeuserprc
CGTCG'IG‘IGGCGGTG’IIQJ. TCTCGTRGGET

T7rIyrlys
GCAGCACACCGCCACAACAAGAG

TCATGGELG CIGACTCTGTCACCATATTACA
CAGCCCAACTACCGCGACI‘GAGAC&GIGGTATAATGT

A.rg"ryrIleSer‘rrpC?sLeuTrp‘frpLeuGlnTerhaLeuThngValGlu.A.l,aGln
AGCGC’I’ATATCAGCTGGTGC’ITGTGGTGGCTTCAGTATMCTGACCAGAGTGGXAGCGC
rcccmmmrcsacmmmccmrumcmsrmmcmcccs

LeuHisValTrp IlePrcPrcIeuAanalArgGlyclyA_*gAspAlaValIleLenLeu
AAC‘I‘GCACGTGTGGATTCCCCCCCTC}.ACGTCCGRGGG

GGGCGCGACGCCETCATCTTAC
TTGACGTGCACACCTMQGGGGGAGTTGCAGGCTCCCCCCGCGCTGCGM"‘ TAGAATG

MetCysAla’v’alHisProTh:LeuValPhe.Asp IlaThrLysLeuLeu:euAlaValPhe
TCA’IGTG‘IGCTGI‘ACACCCGACTCTGGTATTTGACA‘I‘CACCMATTGC‘IGCTGGCCGICI
AGTACAC&CGACAIGTGGGC‘:GAGACCATAAACIGTAG TGG'I’TTAACGACGACCGGCAGA

GlyLeuI.«e.uA.rgPheCysAlaleuAlaArgLySMetIleGlyGlyHismvalGlnMet
AAGG:cmcrcccsmmcsccnmcscmzmucccmcumcsmm
mccsmmscmcscsmrcccscmcucmccrccssmmcsm

ArgAsp’l‘rpAlaHisAsnGlyLeuArgAspLeuAlaValAlaValGluPrcValValPhe
TTCGGGALTGGRCSE

GuACAACGGCTIGCGAGATCTGGCCGTGGC’IGTAGAGCCAGTCGTCT
ARGCCCTGACCCGCETGTTG CCGAACGC’IC‘I’AGACCGGCBCCGACATCTCGG’ICRGCAGA

SerGlnMetGluThrLysLeuIleThrrrpGlyAlaAspThrAlaAlaCysGlyAspIle
TCTCCCAAATGGAGACCAAGCTCATCACGTGGGGGGCAGATACCGCCGCGI‘GCGG'I'GACA
AGAGGGTTTACCICIGGMCGAGTAGTGCACCCCCCGTC’IATGGCGGCGCACGCCACTGT

IleAsnGlyLeuPrcValSexAlaArgA:gGlyArgGluIle.LeuLeuGlmeAlmp
TCATCAACGGCTTGCCTGTTTCCGCCCGCAGGGGCCGGGAGATACIGCTCGGGCCAGCCG
AGTAGTNCCGMCGGA%M&;LLMCCCMTGRCWGTCGGC

GlyﬁetValserLysGlyTrpArglauLeualaPmIlemuaryrAlaGlnGlnm
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ATGGAATGGTCTCCAA "TGGAGGITGCTGGCGCCCATCACGGCGZACGCCCAGCAGA
TACCTTACCAGAGGTTCCCCACCTCCAACGACCGCGGGIAGTGCCGCATGCGGGICGICT

ArgGlyLeuLeuGlyCysIleIleTh:se:LeuThrGlyArgAspLysAsnGanalGlu
CAAGGGGCCICCIAGGGTGCATAATCACCAGCCrAACTGGCCGGGACAAAAACCAAGTGG
GTTCCCCGGAGGATCCCACGTATTAGTGGTCGGAITGACCGGCCCTGTTTTTGGTTCACC

GlYGluValGlnIleValSerThrAlaAlaGlnThrPheLeuAlaThrCYSIleAsnGlY
AGGGTGAGGTCCAGATTGTGTCAACTGCTGCC

CAAACCTTCCTGGCAACGTECATCAATG
TCCCACTCCAGGTCTAACACAGTTGACGACGGGITTGGAAGGACCGITGCACGTAGTTAC

ValesTrpThrValTyrHisGlyAlaGlyThrArgThrIleAlaSerPrcLysGlyPro
GGGTGTGCTGGACTGTCTACCACGGGGCCGGAACGAGGACCATCGCGTCACCCAAGGGTC
CCCACACGACCTGACAGATGGTGCCCCGGCCITGCTCCIGGtAGCGCAGTGGGTTCCCAG

ValIleGlnMetTmhrAanalAspGlnAspLeuValGlyTrpPrcAlaPrcGlnGlY
crcrcmccmmcmmcmmmacmsz.ccmcmcmscccacrccscms
GACAGTAGG:CIACMMGGTTACMCTGGncmm&caccmcccscmscam

SerArgserLeuThrProCysTh:CysGlyserserAspLeuTereuValThrArgHis
GTAGCCGCTCAITGACACCCTGCACTTGCGGCTCCTCGGACCTTTACCTGGTCACGAGGC
CATCGGCGAGTAACTGTGGGACGTGAACGCCGAGGAGCCTGGAAATGGACCAGTGCTCCG

AlaAspValIleP:oValAzgArgAigGlyAspSerAnglySerLeuLeuser?rcazg
ACGCCGAEGICAITCCCGTGCGCCGGCGGGGTGA

TAGCAGGGGCAGCCTIGCTATCRCCCE
TGCGGCTACAGTAAGGGCACGCGGCCGCCCCACTATCGTCCCCGTCGGACGACAGCGGGG

Pra1lesezTyzLeuLysGlySe:SerGlyGlyprdLeuLeu'cyspchlaGlymsAla
Gscccmnccmcmmmsc;crccrcssssecmccscmm:rsccccacssascaca

GAGGAGCCCCCCAGGCGACAACACGGGGCGCCCCGTGC

ValGlyIlePheArgAlaAlaValesThrArgGlyvalAlaLysAlavalAspPheIla}
CCGTGGGCATATTTAGGGCCGCGGTGTGCQCCC

GIGGAGIGGCTAAGECGETCEACTTTA

GGCACCCGIATAAAICCCGGCGC:ACACGTGGGCACCICACCGATTCCGCCACCTGAAAT

ProValGluAsnLeuGluThzTh:xetArgser?rcvalPheTthspAsnSe:SerPr@
TCCCTGTGGAGAACCTAGAGACAACCATGAGGICCCCGGTGTTCACGGATAACTCCTCTC
cef ;ACCICTTGGATCTCﬁGTTGGTACTCCAGGGGCCACAAGTGCCTAITGAGGAGRG

PrcValvalPrcGlnSerPheGanalAlaHisLeuHisAlaProTh:GlySerGlyLys
CACCAGTAGTGCCCCAGAGCTTCCAGGTGGCTCACCTCCAIGCTCCCACAGGCAGCGGCA

GTGGTCATCACGGGGICTCGAAGGTCCACCGAGTGGAGGTACGAGGGTGTCCGTCGCCGT

Se‘rrh.rLys\ral9rcuua.ﬁ:aryruauaalnclymLysvaneuVameuasnpm
B R GG L GG TG CA T A TG CAGC TCAGG A TATAAGG TEC AT A C RO a0
TGS T A GG  CGACS TA TACE TCGAGTCC CO A TA T TCCACOATCA TG A G

Se:ValAlaAlaThrLeuGly?heGIyAlaTeretserLysAlaHisGlyIleAspPrc
CCTCTGTTGCTGCAACACTGGGCTTTGGTGCTTACATGTCCAAGGCTCATGGGATCGATC
GGAGACAACGACGITGTGACCCGAAACCACGAA

TGTACAGGTTCCGAGTACCCTAGCTAG
AsnIleArgTthlyValArg‘Z‘hrIleThr‘l‘hrGlyserProIle'I'hrTyrS T
cmcamscaccsssamacmmmccmmcasccccmcacsmcrcuc
amrmzccmcccmcmcmrmmsmcccrcscasmcmmec:'GGA

GlyLysPheI.euAlaAspGlyGlYC?sSerGlyGlyAlaTyrAspIleIleIleCy’sAsp
A A G T OO T TG C G ACGGCaae TOCTCOGaEGECGCTTATGACATA T AR TPTOTE
TG T A A GG AN CGGC TG CCGCCCACGAGCC OO CGCaAATACTO TATTATT AR ACAD

GluCysHisSerThrAspAlaThrserIleLeuGlyIleGlyThrValLeuAspGlnAla
ACGAGTGCCACTCCACGGATGCCACATCCAICTTGGGCATCGGCACTGTCCTTGACCAAG
TGCTCACGGIGAGGTGCCTACGGIGTAGGTAGAACCCGIAGCCGTGACAGGAACTGGTTC

GluTh:AlaGlyAlaArgLeuValValLeuAlaTh:mlaTh:ProPrcGlysexvalrhr
CAGAGACTGCGGEEEELGAG,

ACTGuLihEbLIC&MCACCGCCACCCCTCCGGGCTCCGTCR
GTCTCTGACGCCCCCGCTCTGACCAACACGAGCGGTGGCGGIGGGGRGGCCCGAGGCAGT
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GlyLysAlaIlePrcLeuGluvalIleLysGl?GlyArgHisLeuIlePheCysHisSer
ACGGCAAGGCTATCCCCCTCGAAGTAATCAAGGGGGGGAGACATCTCATCTTCTGTCATT
TGCCGTTCCGATAGGGGGAGCTTCATTAGTTCCCCCCCTCTGTAGAGIAGAAGACAGTAA

LysLysLysCysAspGluLeuAlaAlaLysLeuvalAlaLeuGlyIleAsnAlavalAla
GIGCGACGAACTCGCCGE CTGGTCGCATTGGGCAICAATGCCGTGG
GTTTCTTCTTCACGCTGCTTGAGCGGCGTTTCGACCAGCGIAACCCGIAGTTACGGCACC

Tyr?yrArgGlyLeuAspVaISe:ValIleProThr
CCTACTACCGCGGTCTTGACGTGTCCGICATCCCGAC
GGATGATGGCGCCAGAACTGCACAGGCAGTAGGG

SerGlyAspvalValValvalAla
CAGCGGCGAIﬁ;xuxLuxLGTGu
CTGGTCGCCGCTACAACAGCAGCACC

ThrAspAlaLeuMetThrGlYTfrTh.rGlyAspPheAspSei'ValIle.AanysAsnThr
cuccsmsccc:rcmsaccsscmmccsscaacMcszmcssm

ATAGACTGCAATA
GTTGGCTACGGGAGTAC‘I’GGCCGATATGGCCGCTGAAGCTGAGCCACTATCTGACGTTASL

CysValThrGlnThrValAspPheSerLeuAspP:cThrPheThrIleGluThrIleThr
CGIGTGTCACCCAGACAGTCG

ATTTCAGCCTTGACCCTACCTTCACCAITGAGACAATCA
GCACACAGTGGGTCTGTCAGCTAAAGTCGGAACTGGGATGGAAGTGGTAACTCTGTTAG2 .

LeuPrcGlnAspAlaValserArgThrGlnArgArgGlyArgTthlyA:gGlyLysPrc
CGCTCCCCCAGGAIGCTGTCTCCCGCACTCAACGTCGGGG

CAGGACTGGCAGGGGGAAGE
”GGGTCCQACGACAGAGGGCGTGAGTTGCAGCCCCGTCCTGACCGTCCCCCTTCG

¥G x yMetPheAspSerserval
CAGGCATCIACAQATTTGTGGCACCGGGGGAGCGCCCCTCCGGCATGTTCGACTCGTCCG
GTCCGTAGATGTCTAAACACCGTGGCCCCCTCGCGGGGAGGCC

T CTATGACGCAGGCTGTGCTTGGTATGAGCTCACGCECGCCGAGACTA
GGGCGGCTCTGAT

VaurgLequgAlarymetAsnrn:proGlyLeuproValesGlaAspHisLeuGlu
CAG’I’TAGGCTACGAGCGTACATGAACACCCCGGGGCTTCCCGI’GTGCCAGGACCATCTTG
GmrcCGATGcrceCATGIACMGTGGGGCCCCGAAGGGCACACGGICCIGGTAGAAC

PheTrpGluGlyValPheThrGlyLeuThrHisIleAsnAlaHisPheLeuserGlnIhr

AATTTTGGGAGGGCGTCTTTACAGGCCTCACTCATATAGA&GCCCACTTTCTATCCCAGA

TEAAAACCCTCCCGCEGAAATGTCCGGAGTGAGTATATCTACGGGTGAAAGATAGGGTC?

LysGlaSerGlyGluAsaleuProTyrLeuvalala 1nAlaThrValCysal
CAAAGCAGAGmGGGAGAAccrrcmmcmcmscsmcmeccacccrc;rccscm»
GTTTCGICTCACCCCTCTTGGAAGGAaTGGACCATCGCATGGTTCGGI‘GGCACACGCGAT
AlaGlnAlaProProPrcSerT

TPASDGloMet TrpLysCysLeulleArgleulysPro
GGGCTCAAGCCCCTCCCCCATCG‘I‘GGGACCAGATGTGGAAGTGTTTGATTCGCCTCAAGC

CCCGAGTTCGGGGAGGGGGTAGCACCCTGGTCTACACCTTCACAAACTAAGCGGAGTTCG

ThrLenHisGlyProThrPrcLeuLeuTyrArgLeuGlyAlaValGlnAsnGluIleThr
CCACCCTCCAIGGGCCAACACCCCTGCTATACAGACTGGGCGCTGTTCAGAATGAAATCA
GGTGGGAGGTACCCGGTTGTGGGGACGATATGTCTGACCCGCGACAAGTCTTACTTTAGT

LeuThrHisProvalThrLysTyrIleMetThrCysMetSerAlaAspLeuGluvalval
CCCTGACGCACCCAGTCACCAAATACATCATGACAEGCATGTCGGCCGACCTGGAGGTCG
GGGACTGCGTGGGICAGTGGTTTATGTAGTACTGTACGIACAGCCGGCTGGACCTCCAGC‘

ThrSerThrTrpValLeuValGlyGlyvalLedAlaAlaLeuAlaAlaTerysLeuSer
TCACGAGCACCTGGGTGCTCGTTGGCGGCGTCCTGGCTGCTTTGGCCGCGTATTGCCTGT
AGTGCTCGTGGACCCACGAGCAACCGCCGCAGGACCGACGAAACCGGCGCATAACGGACA

ThrGlyCysValvalIleValGlyA:gValValLepserGlyLysProAlaIleIlePro

FIG. 26-3
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CAACAGGCTGCGIGGICATAGTGGGCAGGGTCGTCTTGTCCGGGAAGCCGGCAATCATAC
GTTGTCCGACGCACCAGtAICACCCGICCCAGCAGAACAGGCCCTTCGGCCGTTAGIAIG

AspArgGluValLeu Az:gGluPheAspGluMetGlucluCySSerGlnHisLauPrc
CWAQGGGAMTCCICIT%’ECGAGAGHCGATGAGATGGAAGAGTGC'IC’I’CAGCACTTAC
GACTG’ICCCTTCAGGAGATGGCTCTCAAGCTACI’CTACCT’ICTCACGAGAGTCG TGAATG

TyrIleGluGlnGlyMetMetLeuAlaGluGlnPheLysGlnLysAlaLeuGlyLeuLeu

CGTACATCGAGC GGGATGATGCTCGCCGAGCAGTTCAAGCAGAAGGCCCTCGGCCTCC

GCATGTAGCICGTTCCCIACIACGAGCGGCTCGTCAAGTTCGTCITCCGGGAGCCGGAGG
GlnThrAlaSerA.rgGln.AJ.aGluValIleAlaProAlaValGlnThrAsn

TrEGlalys
Egggg%CCGCGTCCCGTCAGGCAGAGGTTATCGCCCCTGCTGTCCAGACCAACTGGCAAA

GGCGCAGGGCAGTCCGTCTCCAA AGCGGGGACGACAGGTCTGGTTGACCGTTT

LeuGluTh:PheTrpAlaLysHisMetTrpASnPheIleSerGlyIleGlnTy':LeuAla
AACTCGAGACCITCTGGGCGAAGCAIATGTGGAACTTCATCAGTGG
TIGAGC C

GATACAATACTTGG
TCTGGAAGACCCGCTTCGTATRCA TAGTCA;CCZATGTTATGAACC

GlyLeuSerThrLeuProGlyAsnPrcAlaIleAlaSerLeuMetAlaPheThrAlaAla.,
TGTCAACGCTGCCTGGIAACCCCGCCATTGCTTCATTGATGGCTTTTACAGCTG
TTGCGACGGACCATTGGGGCGGTAACGAAGIAACTACCGAAAATGTCGAC

Val'rhrser?rcz.eumrh:Se:GlnTl-:I.euLeuPheAsnIlaI.euGl lyTrpval

76
CTGICACCAGCCCACTAACCACTAGCCAAACCCTCCTCTICAACAIATTGGGGGGGTGGG
GACAGTGGICGGGTGATTGGTGATCGGTTTGGGAGGAGAAGTTGIAIA&CCCCCCCACCC

AlaAlaGlnLeuAJ.aAJ.aProGlyAlaAlaTh:-Ala.PheValGlyAlaGlyLeuAlaGly
TGGCTGCCCAGCTCGCCGCCCCCGGTGCCGCTACTGCCTTTGTGGGCGCTGGCTTAGCTG
ACCGACGGGTCGAGCGGCGGGGGCCACGGCGATGACGGAAACACCCGCGACCGAATCGAC

AlaAlaIleGlySerValGlyLeuGlyLys‘JalLeuIleAspIl T
GCGCCGCCATCGGCAGTGTTGGAC GG
CGCGGCGGTAGCCGTCACAACC

aPheLys Ile.”.etSerGlyGluValPrcSerﬂm
GCGCGGGCGTGGCGGGAGCTCTTGTGGCATTCAAGAICATGAGCGGIGAGGTCCCCTCCA
CGCGCCCGCACCGCCCTCGAGAA c

GIuAspLeuValAsn.LeuLeuPrcAlaIl&t.euSerProGlyAlaLeuValValGlWal
CGGAGGACCTGGTCAATCIACTGCCCGCCATCCTCTCGCCCGGAGCCCTCGIAGTCGGC
GCC'ICCTGGAcC;mTIAGAIGACGGGCGGIAGGAGAGcGGGCCICGGGAGCATCAGCCGC

ValesAlaAl.aIle’.:equ:gArgF.isValGlyProGlyGlﬂGlyAlaValGln’l'rpMet
TGGICIGTGCASCAATACTGCGCCGGCACGTTGGCCCGGGCGAGGGGGCAGTGCAGTGGA
ACCAGACACGICGTTM‘GACGCGGCCGTGCAACCGGGCCCGC’ICC

CCCeTCACGTCACET
AsnA.rgLeuIle.AlaPhe.AlaSEIMgGlyAanisValSerPrcTthisTY?ValPrc

TGAAC TAGCCTTCGCCTCCCGGGGGAACCATGTTT"CCCCACGCACTACGTGC
Acm;cccmmcmmmmmcccccmsmcmﬁasssmccmmcacc

GluserAspAlaAlaAlaArgValThrMaIlELeuSerSerlaui‘hrValI’h:GlnIeu
AGCGAI‘GCAGCTGCCCGCGI’CACIGCCATACI CCTCACTGTAACCCAGE
@CT@&W%TGQ&&CM@CGSIATGAGTCGICGGAGTGACATTGGGTCG

I.euArgArgLeuHisGlnTrleese.:-SerGluCys'rhrmrPchSSemlys
TCCTGAGGCGACTGCACCAGIGGATAAGCTCGGAGTGTACCACTCCAIGCTCCGGTICCT
AGGACIcCGCTGACGTGGTCACC!AITEGAGCCTCACATGGIGAGGTACGAGGCCAAGG&

AlaLysLeuMetP:cGlnLeuProGlyIlePrcPheVa
AAGCIAAGCTCATGCCACAGCTGCC!GGGATCCCCTTTG
TTCGATTCGAG?ACGGTGTCGACGGACCCTAGGGGAAA

lSeszsGlnArgGl}’Terys
TGTCCTGCCAGCGCGGGTAIA

CACAGGACGGTCGCGCCCATAT
FIG. 26-4 D
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GlyValTrpArgvalAspGlyrleMetHisThrArgCysHiscysGlyAlaGIuIleﬂh:
AGGGGGICTGGCGAGTGGACGGCATCATGCACACTCGCTGCCACTGTGGAGCTGAGATCA
TCCCCCAGACCGCTCACCTGCCGIAGIACGTGTGAGCGACGGTGACACCTCGACTCIAGT

GlyHisvalLysAsnGlyThrMetAzgrleValslypzcArgThrCysArgAsnMetTrP
CTGGACAIGTCAAAAACGGGACGATGAGGATCGTCGGTCCTAGGACCTGCAGGAACATG
GACCTGIACAGMmcccm;IACTCCIAGCAGCCAGGATCC@GGACGTCCMGIACA

SerGlyThrPhePrcIleAsnAlaTerhITh:GlyProCysThrPr:LeuPrcAlaPrc
GGAGTGGGACCTTCCCCATIAATGCCIACACCACGGGCccchTACCCCCCTTCCTGCGc
CCTCACCCTGGAAGGGGTAATTACGGATGTGGTGCCCGGGGACATGGGGGGAAGGACGCG

AsuTerhrPheAlaLeuTrpArgValserAlaGluGluIeralGluIleArgGlnval
CGAACTACACGTTCGCGCIATGGAGGGTGTCTGCAGAGGAATATGTGGAGATAAGGCAGG
GATGTGCAAGCGCGAEACCTCCCACAGACGTCTCCTIAIACACCTCIATTCCGICC

Prcse:PrcGluPhePheTh:GluLeuAspGlyValArgLeuHisAngheAlaProPrn
TCCCATCGCCCGAATTTT!CACAGAATTGG

ACGGGGTGCGCCTACATAGGTTTGCGCCCC
TAGCGGGCITAAAAAGTGTCTTAACCTGCCCCACGCGGATGTATCCAAACGCGGGG

chLysPrcLeuLeuArgGluGluValSe:PheArgvalGlyLeuHisGlurerrcVal
CCTGCAAGCCCITGCTGCGGGAGGAGGIATCATTCAGAGTAGGACICCACGAATACCCGG
GGACQITCGGGAACGACGCCCTCCTCCAIAGIAAGTCTCATCCTGAGGTGCT&ATGGGCC

AspPrcSe:HisIleThrAlaGluAlaAlaGlyArgA:gLeuAlaArgGlySerProPr@
CTGATCCCICCCATAIAACAG "CCGGGCGAAGGTTGGCGAGGGGATCACC”“
GACTAGGRES IATATTGTCGTCTCCGCCGGCCCGCTTCCAACCGCTCCCCIAGTGGGG

SerValAlaSerSerSeraiaserGlnLeuse:AlgPrcse:LeuLygAlaThrC?SThr
CCTCTGIGGCCAGCICCICGGCIAGCCAGCIA CGCTCCATCTCT

TIC CTIGCA
GGAGACACCGGICGAGGAGCCGATCGGTCGATAGGCGAGGTAGAGAGITCCGTTGAACGT

AlaAanisAspSerPrcAspAlaGluLeuIleGluAlaAsnLeuLeuTrpArgGlnGlu
CCGCTAACCATGACTCCCCTGATGCTGAGCTCAIAGAGGCCAACCTCCTATGGAGGCAGG
GGCGAETGGTACTGAGGGGACTACGACTCGAGIATCTCCGGTTGGAGGAIACCICCGTCC

MetGlyGlyAsnIleTh:ArgValGluserGluAsnLysvalvalIleLeuAspSerPhe
AGATGGGT CAGGS T

GGCAACATCAC TGGIGATTCTGGACTCET
TCTACCCGCCGITGTAGTGGTCCCAACTCAGTCTTTTGTTTCACCACEAAGACCTGAGG&

Asp?raLeuValAlaGluGluAspGluArgGluIlesethlPreAlaGluIleLe
TCGATCCGCTTGTGGCGGAGGAGGACGAGCGGGAGATCTCCGTACCCGCAGAAATCCTGC
AGCTAGGCGAACACCGCCICCTCCTGCTCGCCCTCTAGAGGCATGGGCGTCTTTAGGACG

LysserArgArgPheAlaGlnAlaLeuProVHlTrpAlaArgPrcAspTyrAsnPrcPra
GGAAGTCICGGAGATTCGCCCAGGCCCTGCCCGTTTGGGCGCGGCCGGACTAEAACCCCC
CCTTCAGAGCCTCTAAGCGGGTCCGGGACGGGCAAACCCGCGCCGGCCTGAIATTGGGGG

LeuVélGluThrTrpLysLysPraAspTyrGluP:oProValvalHisGlyCysPrcLau

CGCTAGTGGAGACGTGGAAAAAGCCCGACTACGAACCACCTGTGGTCCATGGCIGTCCGC.
GCGATCACCTCTGCACCTTTTTCGGGCTGATGCTTGGIGGACACCAGGTACCGAC&GGCG
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CTGAATCAACCCTATCTACTGCCTTGGCCGAGCTCGCCACCAGAAGCTTTGGCAGCTCCT
GACTTAGTTGGGATAGATGACGGAACCGGCTCGAGCGGTGGTCITCGAAACCGTCGAGGA

ProPrcAspSe:AspAlaGluserTyrSerSerMetProProLeuGluGlyGluPrcGly
GCCCCCCCGACTCCGACGCTGAGTCCTATTCCTCCATGCCCCCCCTGGAGGGGGAGCCTG
CGGGGGGGCTGAGGCTGCGACTCAGGAIAAGGAGGTACGGGGGGGACCTCCCCCICGGAC

AspPraAspLeuSerAspGlySerTrpserThrvalSerserGluAlaAsnAlaGluAsp
GGGATCCGGATCTTAGCGACGGGICATGGTCAACGGTCAGTAGTGAGGCCAACGCGGAGG
CCCTAGGCCIAGAA

ValValesCysserﬁstserTyrserTrpThrGlyAlaLeuValThrPrcCysAlaAla
ATGTCGTGTGCTGCTCAATGTCTTACTCTTGGACAGGCGCACTCGTCACCCCGTGCGCCG
C CGACGAGTTACAGAAIGAGAACCTGTCCGCGTGAGCAGTGGGGCACGCGGC

GiuGluGlnLysLaquIleMnAla.LeuSerAsnS&rLeuLeuArgHisHisAsnLeu
CGGAAGAA CTGCCCATCAATGCRCT A TCG T TG T ACGTCACCACAATT
GCCTTCTTGTCI’TTGACGGGIAGTTACGTGATTCGITGAGCAACGATGCAGTGGTGI“I'AA

Valryrse:ThrTh:SezArgse:AlaCysGlnArgGlnLysLyavalrhrPheAspAzg
TGGTGTAITCCACCACCT_ CAGAA
TAAGGTGS

CACGCAGTGCTTGCCAAAGG TCACATTTGACA
AC TGuTGGAGTGCGTCACGAACGGTTTCCGTCTTCTTTCAGTGIAAACTGT

;auGanalLeuAspSerHisryrGlnAspvalLeuLysGluvalLysAlaAlaAlaSer
GACTGCAAGTTCTGGACAGCCATIACCAGGACGIACTCAAGGAGGTTAAAGCAGCGGCGT
CTGACGITCAAGACCTGTCGGTAATGGTCCTGCATGAGTTCCTCCAATTTCGTCGCCGCA

LysvalLysAlaAsnLeu
CAAANG CTAACTTG
GITITCACTTCCGATTGAAC

FIG. 26-6
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TGTACGTGGGAGGGGTCGAACACAGGCTGGAAGCTGCCTGCA
GGTATAAATTTTAGTCCTACATGCACCCTCCC

TrpThrArgGlyGluArgCysAspLeuGluAspA:gAspArgSe:GluLeuSerProLeu
ACTGGACGCGGGGCGAACGTTGCGAICTGGAAGACAGGGACAGGTCCGAGCTCAGCCCGT
TGACCTGCGCCCCGCTTGCAACGCTAGACCTTCTGTCCCTGTCCAGGCTCGAGTCGGGCA

LeuLeuThrThrThrGlnTrpGanalLeuPrcCysSerPheThrThrLeuProAlaLeu
TACTGCTGACCACTRCACAGTGGCAGGTCCTCCCGIGTTCCTTCACAACCCTACCAGCCT
A CGACTGGTGATGTGTCACCGTCCAGGAGGGCACAAGGAAGTGTTGGGATGGTCGGA

SerThrGlyLeuIleHisLeuHisGlnAsuIleValAspValGlnTereuTyrGlyVal
TGTCCACCGGCCTCATCCACCTCCACCAGAACATTGTGGACGTGCAGTACTTGTACGGGG
ACAGGTGGCCGGAGT GGTGGAGGTGGTCTTGIAACACCTGCACGTCATGAACATGCCCC

GlySe:SerIleAlaSerTrpAlaIleLysTrpGluTyrvalValLeuLeuPheLeuLeu
TGGGGTCAAGCATCGCGICCTGGGCCATTAAGTGGGAGIACGTCGTTCTCCTGTTCCTTC
ACCCCAGTTCGTAGCGCAGGACCCGGTAATICACCCTCATGCAGCAAGAGGACAAGGAAG

LeuAlaAspAlaArgValesserCysLeuTrpMetMetLeuLeuIleSerGlnAlaGlu
TGCITGCAGACGCGCGCGTCTGCTCCTGCTTGTGGATGATGCTACTCATATCCCAAGCGG
ACGAACGTCTGCGCGCGCAGACGAGGACGAACACCIACTACGATGAGTATAGGGTTCGCC

- Uberlappung mit 14j

aleug uAsnLeuvalIledeuAsnAlaAlaserLeuAlaGlyThrHisGlyLeu
AGGCGGCTTTGGAGAACCTCGTAATACTTAATGCAGCATCCCTGGCCGGGACGCACGGTC
TCCGCCGAAACCTCTTGGAGCATTATGAATTACGTCGTAGGGACCGGCCCTGCGIGCCAG
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F l G 2 8 Transiation der DNA 357

61

121

181

24]

361

421

481

— Uberlappung mit 39¢ _

LeuLysGluValLysAlaAlaAlaserLysValLysAlaAsnI_euLeuSerValGluGlu
TGCTCAAGGAGGTTAAAGCAGCGGCGTCAAAAGTGAAGGCTAA

CTTGCTATCCGTAGAGG
ACGAGTTCCTCCAATTTCGTCGCCGCAGTTTTCACTTCCGATTGAACGAT

AGGCATCTCC
AlaCysSerLeuThrProPrcHisSerAlaLysSerLysPheGlYTyrGlyAlaLysAsp

AAGCTTGCAGCCTGACGCCCCCACACTCAGCCAAATCCAAGTTTGGTTATGGGGCAAAAG

TTCGAACGTCGGACTGCGGGGGTGTGAGTCGGTTTAGGTTCAAACCAATACCCCGTTTTC

ValArgCysHisAlaArgLysAlaValThrHisIle.AsnSerValTrpLysAspLeuLeu
ACGTCCGTTGCCATGCCAGAAA

GGCCGTAACCCACATCAACTCCGTGTGGAAAGACCTTC
T CAGGCAACGGTACGGTCTTTCCGGCATTGGGTGTAGTTGAGGCACACCTTTCTGGAAG

GluAspAanalThrProIleAspThrThrIleMetAlaLysAsnGluValPheCysVal
TGGAAGACAATGTAACACCAATAGACACTACCATCATGGCTAAGAACGAGGTTTTCTGCG
ACCTTCTGTTACATTGTGGTTATCTGTGATGGTAGTACCGATTCTTGCTCCAAAAGACGC

GlnPrcGluLysGlyGlyArgLysProAlaArgLeuIleValPheProAspLeuGlyVal
TTCAGCCTGAGAAGGGGGGTCGTAAGCCAGCTCGTCTCATCGTGTTCCCCGATCTGGGCG
AAGTCGGACTCTTCCCCCCAGCATTCGGTCGAGCAGAGTAGCACAAGGGGCTAGACCCGC

TrpLysSerLysLysThrProMetGlyPheserTyrAsp'rhrArgCysPheAspSerThr
CGTGGAAGTCCAAGAAAACCCCAATGGGGTTCTCGTATGATACCCGCTGCTTTGACTCCA
GCACCTTCAGGTTCTTTT

GGGGTTACCCCAAGAGCATACTATGGGCGACGAAACTGAGGT

ValThrGluSerAsleeArgThmluGluAla
CAGTCACTGAGAGCGACATCCGTACGGAGGAGGCA

GTCAGTGACTCTCGCTGTAGGCATGCCTCCTCCGT
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Fl G. 29  Transtation der DNA 19g

61

122

181

[ 84
b
[

301

361

GluPheLeuValGlnAlaTrpLysserLysLysThrPrcMetGlyPheSerTyrAspThr
GAATTCCTCGTGCAAGCGTGGAAGTCCAAGAAAACCCCAATGGGGTTCTCGTATGATACC

T e.AspIleArgThrGluGluAlaIleTyrGln
CGCTGCTTTGACTCCACAGTCACTGAGAGCGACATCCGTACGGAGGAGGCAATCTACCAA
GCGACGAAACTGAGGTGTCAGTGACTCTCGCTGTAGGCATGCCICCTCCGTTAGATGGTT

chCysAspLeuAspPrcGlnAlaArgValAlaIleLysSerLeuThrGluArgLeu
TGTTGTGACCTCGACCCCCAAGCCCGCGTGGCCATCAAGTCCCTCACCGAGAGGCTTTAT
ACAACACTGGAGCTGGGGGTTCGGGCGCACCGGTAGTTCAGGGAGTGGCTCTCCGAAATA

SerGlyValLeuThrThrserCysGlyAsnThrLeuThrCysTyrIleLysAlaArgAla
AGCGGCGTACTGACAACTAGCTGTGGTAACACCCTCACTTG

CTACATCAAGGCCCGGGCAA
TCGCCGCATGACTGTTGATCGACACCATTGTGGGAGTGAACGATGTAGTTCCGGGCCCGT~

AlaCysArgAlaAlaGlyLeuGlnAsprsThrMetLeuvalesGlyAspAspLeuVal
GCCTGTCGAGCCGCAGGGCTCCAGGACTGCACCATGCTCGTG

ValIleCysGluserAlaGlyValGlnGluAspAlaAla
GTTATCTGTGAAAGCGCGGGGGTCCAGGAGGACGCGGCGAG
CAATAGACACTTTCGCGCCCCCAGGTCCICCTGCGCCGCTC-
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F]G 30 ) TranslaﬁonderDNAZég

61

121

181

241

301

361

421

61

181

241

GlyGlyGluAanysGlyTyrArgArgCysArgAlaSe-

’-GlyValI.ethr'zhrSerCys
GGGGGGGAGAACTGCGGCTATCGCAGGTGCCGCGCAAGCGGCGIACTGACAACTAGCTGT
CCCCCCCTCTTGACGCCGATAGCGTCCACGGCGCGTTCGCCGCATGACTGTTGATCGACA

GlyAsnThrLeuThrCysTyrIlaLysAlaArgAlaAlaCysArgAlaAlaGlyLeuGln
GGTAACACCCTCACITGTTACAICAAGGCCCGAGCAGCCTGTCGAGCCGCAGGGCTCCAG
CCATTGTGGGAGTGAACAATGTAGTTCCGGGCTCGTCGGACAGCTCGGCGICCCGAGGTC

- Uberlappung mit 19g

GlnGluAspAlaAlaSe:LeuArgAlaPheTh:GluMaMetTm-ArgTyrSerAlaPrc
CAGGAGGACGCGGCGAGCCTGAGAGCCTTCACGGAGGCTATGACCAGGTACTCCGCCCCC
GTCCTCCTGCGCCGCTCGGACTCTCGGAAGTGCCTCCGATACTGGTCCATGAGGCGGGGG
ProGlyAspProProGlnProGluTyrAspLeuGluLeuIleThrserCysSerSerAsn
CCTGGGGACCCCCCACAACCAGAAZACGACTTGGAGCTCATAACATCATGCTCCTCCAAC
GGACCC;TGGGGGGIGTTGGTCTTATGCTGAACCTCGAGTArrGTAGTACGAGGAGGTTG

ValserValAlaHisAspGlyAlaGlyLysArgValTyr‘l‘ereuTh:ArgAspPrcThr
GTGTCAGTCGCCCACGACGGCGCTGGAAAGAGGGTCTACTACCTCACCCGTGACCCTACA
CACAGTCAGCGGGTGCTGCCGCGACCTTTCTCCCAGATGATGGAGTGGGCACTGGGATGT
Thr?roLeuAla.ArgAlaAlaTrpGluThrAlaAngisThz-PrcValAsnSerTrpIau
ACCCCCCTCGCGAGAGCTGCGTGGGAGACAGCAAGACACACTCCAGTCAATTCCTGGCTA
TGGGGGGAGCGC”C”CGACG"‘ T

GlyAsnIleIle.*te*:PheAlaProTh.rLeu‘rrpAla
GGCAACATAATCATGTTTGCCCCCACACTGTGGGCG
CCGTTGTATTAGTACAAACGGGGGTGIGACACCCGC

&1 G 3 | Translation der DNA 15e

Uberlappung mit 26g
AlaTrpGluThrAlaArgHisTh:ProValAsnSerTrpLeuGlyAsnIleIle.M.etPhe
TGCGTGGGAGACAGCAAGACACACTCCAGTCAATTCCT””

uuCTAGGCAACATAATCATGTT
ACGCACCCTCTGTCGTTCTGTGTGAGGTCAGTTAAGGACCGATCCGTTGIATT‘GTACAA

TGACCCATTTCTTTAGCGTCCTTATAGC
IATGACTACIGGGTQAAGAAATCGCAGGAATATCG

ProLeuAspLeuProProIleIleGlnArgLeu
ACCACTTGATCTACCTCCAATCATTCAAAGACTC
TGGTGAACIAGATGGAGGTTAGTAAGTTTCTGAG
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IlePheLysIleAIgMetTeralGlYGlYValGluHisAr
CCATATTTAAAATCAGGAIGTACGTGGGAGGGGTC
GGTAIAAATTTTAGTCCTACATGCACCCTCCC

gleuGludlarlaCysasn
GAACACAGGCTGGAAGCTGCCTGCA
CAGCTTIC TG CCEACCTTOGACGGACET

TranrArgGlyGluA.rg_CysAspLeuGluAspA:gAspArgSerGluI.euSerPrcLeu .
ACTGGACGCGGGGCGAACGTTGCGATCTGGAAGACAGG

GACAGGTCCGAGCTCAGCCCGT
TGACCTGCGCCCCGCTTGCAACGCTAGALLLILIbLLLbeLLCAGGCICGAGTCGGGCA

LeuLeuThrThrThrGlnTrpGanalLeuPr
TACTGCTGACCACTACACAGTGGCAGS
ATGACGACTGGTGATGTIGTCACCGTC

cCysSerPheThrThrleuProAlalen
+ L LG TGTICCTTCACAACCCTACCAGCET
CAGGAGGGCACAAGGAAGTGTTGGGATGGTCGGA

SerThrGlyLeuIleHisLeuHisGlnAsnIleValAspValGlnTereuTyrGlyVal
TGTCCACCGGCCTCATCCACCTCCACCAG

AACATTGTGGACGTGCAGTACTTGTACGEES
ACAGGTGGCCGGAGTAGGTGGAGGTGGTCTTGTAACACCTGCACGTCATGAACATGCCCC

GlySe:se:Ile.uaSe:‘rrpAlaIleLysTrpGluTeralValIeuLeuPheleuLeu
TGGGGTCAAGCATCGCGTCCTGGGCCATTAAGTGGGAGTACGTCBLLLLLLEBLELLITC
ACCCCAGTTCGTAGCGCAGGACCCGGTAATTCACCCTCATGCAGCAAGAGGACAAGGAAG

LeuAlaAspAlaArgValCYsSezcysLeuTrpMetMetLeuLeuIleSe:GlnAlaGlu
TGCTTGCAGACGCGCGCGTCTGCTCCTGCITGTGGATGATGCTACTCATAICCCAAGCGG
ACGAACGTCTGCGCGCGCAGACGAGGACGAACACCTACTACGAEGAGTATAGGGTTCGCC

AlaAlaLéuGluAsnLeuValIleLeuAsnAlaAlaSerLeuAlaGl}’ThrHisGlyLeu
AGGCGGCITTGGAGAACCTCGTAATACTTAATGCAGCATCCCTGGCCGGGACGCACGGTC
TCCGCCGAAACCTCTTGGAGCATTAEGAAT&ACGTCGTAGGGACCGGCCCTGCGIGCCAG
Valser?heLeuValPhePheCysPheAlaTr;TereuLysGlyLysTrpVal?rcGly
TTGTATLLLILL;Lu:hLLLLLLTG;&;TGCATGGTATTTGAA GGTAAGTGGETECICE

AACATAGGAAGGAGCACAAGAAGACGAAACGTACCATAAACTTCCCATTCACCCACGGGC

Met :pProLeuLeuLeuLeuLeuLeuAlaLeuPrcGln
GAGCGGTCTACACCTTCIACGGGATGTGGCCTCTCCTCCTGCLLLLhLxhuuﬁglhulﬁc
CICGCCAGATGTGGAAGATGCCCTACACCGGAGAGGAGGACGAGGACRACCGCAACGGGG

A.rgAlaTyrAlaLeuAspTh:GluValAlaAlaSerCysGlyGlyValValLeuValGl’f
GCGGGCETACGCGCTGGACACGEAGE TORCCECETER TGIGGCEGIGTTGTTCTCGTCS
TCGCCCGCAIGCGCGACCTG’IGCCTCCACCGGCGCAGCACACCGCCAC&ACAAGAGCAGC

LeuMetAlaleuThrleuse rPrcTyr‘rerysArgTyrzleSer‘l‘:prsLeuTrpTr?
GGTTGATGGCGCTGACTCTGTCACCATATTACAAGCGCTATAICAGCTGGTGCTEGTGGT
CCAACTACCGCGACTGAGACAGTGGTATAATGTTCGCGATATAGTCGACCACGAACACCA

LeuGln'l’yr?heLeu‘rh.rArgValGluAlaGlnLauHis‘-’almrpIleprchLeuAsn
GGCTTCAGTATTTTCTGACCAGAGTGGAAGCGCAACTGCRCGTGTGGATTCCCCCCCTCA
CCGAAGTCATAAAAGACTGGICTCACCTTCGCGTTGACGTGCACACCIAAGGGG”””' T

ValA:gGlyGlyArgAspAlaValIleLeuLeuMetCysAlaValﬁisPrcThrLeuval
ACGTCCGAGSG GGCGCGAC

GCCGTCATCTTACTCATGTGTGCTGTACACCCGACTCTGG
TGCAGGCTCCCCCCGCGCTGCGGCAGTAGAATG

AGTACACACGACATGTGEGCTGAGACE

PheAspIleThrLysLeuLeuLeuAlaValPheGlyProLeuTrpIleLeuGlnAlaSe:
TATTTGACATCACCAAATTGCTGCTGGCCGTCTTCGGACCCCTTTGGATTCTTCAAGCCA
ATAAACTGTAGTGGITTAACGACGACCGGCAGAAGCCTGGGGAAACCTAAGAAGTTCGGT

LeuLeuLysValPrcTyr?heValArgValGlnGlyLeuLeuArgPheCysAlaLeuAla
GTTTGCTTAAAGTACCCIACTTTGTGCGCGTCCAAGGCCTTCTCCGGTTCTGCGCGTTAG
CAAACGAATTTCATGGGATGAAACACGCGCAGGTTCCGGAAGAGGCCAAGACGCGCAATC

AIgLYSMEtIl&GlYGlYHisTYrVElGlnMetVBlIleIleLysLeuGlYAlaLeuThr
CGCGGAAGATGATCGGAGGCCATTACGTGCAAATGGTCA

TCATTAAGTTAGGGGCGCTTA
GCGCCTTCTACTAGCCTCCGGTAATGCACGTTTACCAGTAGTAATICAATCCCCGCGAAT
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GlyThrTeralTyrAsuHisLeuThrPrcLeuArgAspTrpAlaHisAsnGlyLeuArg
CTGGCACCTATGTTTAIAACCATCTCACTCCTCTTCGGGACTGGGCGCACAACGGCTTGC
GACCGIGGATACAAATATTGGTAGAGTGAGGAGAAGCCCTGACCCGC”

AapLeuAlaValAlaValsluP:oValvalPh S hrlysLeulleThr
GAGATCTGGCCGTGGCTGIAGAGCCAGTCGICTTCTCCCAAATGGAG c

TrpGlyAlaAspThrAlaAlaCys I
CGTGGGGGGCAGATACCGCCGCGTGCGGTGACATCATCAACGG”
GCACCCCCCGTCIATGGCGGCGCACGCCACTGTAGTAGTTGCCGAACGGACAAAGGCGGG

ArgGlYArgGluIleLeuLeuGlyPrcAlaAspGlyMetValSerLysGlyTrpArgLeu
GCAGGGGCCGGGAGATACTGCTCGGGCCAGCCG‘TG” T AGGGS

ICTCCAAGEEG
CGTCCCCGGCCCTCTATGACGAGCCCGGTCGGCTACCTTACCAGA

SerLeuThrGlyArgAspLYsAsnGanalGluGlyGluvalGlnIleValSerThrAla
CCAGCCTAACTGGCCGGGA

CCAAGTGGAGGGTGAGGTCCAGATTGTGTCAACTG
GGTCGGATTGACCGGCCCTGTTTTTGGTTCACCTCCCACTCCAGGTCIAACACAGTTGAC

AlaGlnThrPheLeuAlaThrCysIleAsnGlyValCysTrpThrValTyrHisGlyAla
CTGCCCAAACCTTCCTGGCAACGTGCATCAATGG GIGIGCTGS

GG ACTGTCTACCACGGGG
GACGGGTTTGGAAGGACCGTTGCACGTAGTTACCCCACACGACCTGACAGATGGTGCCCC

GlnAspLeuValGlyTrpPrcAlaProGlnGlySerArgserLeuThrProCysThrCys
ACCAAGACCTTGTGGGCTGGCCCGCTCCGCAAGGTAGCCGCTCATTGACACCCTGCACTT
TGGTTCTGGAACACCCGACCGGGCGAGGCGTTCCATCGGCGAGTAACTGTGGGACGIGAA
GlyserserAspLeuTereuValThrArgHisAlaAspValIleProValArgArgArg
GCGGCTCCICGGACCTTTACCTGGTCACG GGCACGCCGATGTCATTCCCGTGCGCCGGC
CGCCGAGGAGCCTGGAAATGGACCAGTGCTCCGTGCGGCTACAGTAAGGGCACGCGGCC

GlyAspserArgGlyserLeuLeuSerPrcArgProIleSerTereuLysGlySerSer
& TGATAGCAGGGGCAGCCTGCTGTCGC G
CCCCACTAICGTCCCCGTCGGACGACA”

ThrArgGlyValAlaLysAlavalAspPﬁeIleProvalGluAsnLeuGluThrThrMet
GCACCCGTGGAGTGGCTAAGGCGGTGGACTTTATCCCTGTGGAGAACCTAGAGACAACCA
cG CACCICACCGATTCCGCCACCTGAAATAGGGACACCtCTTGGATCTCTGITGGI

ArgserPrcValPheThrAspAsnSerse:ProPrcvalValPrcGlnSerPheGanél
GGTCCCCGGTGTTCACGGATAACTCCTCTCCACCAGTAGTGCCCCAGAGCTTCCAGG
ACTCCAGGGGCCACAAGTGCCTATTGAGGAGAGGTGGTCATCACGGGGTCTCGAAGGTCC

AlaHisLeuHisAlaProThrGlyserGlyLysserThrLysValProAlaAlaTyrAla
TGGCTCACCTCCATGCTCCCACAGGCAGCGG" G

CAAAA CACCAAGGTCCCGGCTGCATATG
ACCGAGTGGAGGTACGAGGGTGTCCGTCGCCGTTTTCGTGGTTCCAGGGCCGACGTATAC

AlaGlnGlyTerysValLeuvélLeuAsnProSerValAlaAlaThrLeuGlyPheGly
CAGCTCAGGGCTATAAGGIGCTAGTACTCAACCCCTCTGTTGCTG

CAACACTGGEGLTTTG
GTCGAGTCCCGAIATTCCACGATCATGAGTTGGGGAGACAACGACGTTGTGACCCGAAAC

AlaTeretse:LysAlaHisGlyIleAspProAsnIleArgThrGlyValArgThrIle

FiG. 32-2
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GTGCTTACATGTCCAAGGCICATGGGATCGATCCTAACATCAGGACCGGGGTGAGAACAA
CACGAATGIACAGGTTCCGAGTACCCIAGCTAGGATTGTAGTCCTGGCCCCACTCTTGTT

ThrThrGlySerP:cIleThrTyrSerThrTyrGlyLysPheLeuAlaAspGlyGl
TTACCACTGGCAGCCCCATCACGTACTCCACCTACGGCAAGTTCCTTGCCGACGGCGGGT
AATGGTGACCGTCGGGGTAGTGCATGAGGTGGATGCCGTTCAAGGAACGGCTGCCGCCCA

SerGlyGlyAlaTyrAspIleIleIleCysAspGluCysHisSerThrAspAlaThrSer
lokiaieielelelelelalele CACGGA
CGAGCCCCCCGCGAATACTGTATTATTAAACACTGCTCACGGTGAGGTGCCTACGGTGIA

LeuAlaThrAlaThrProProGlyserValThrValPrcHis
TGCTCGCCACCGCCACCCCTCCGGGCTCCGTCACTGTGCCCCATCCCAACATCGAGuAGG
ACGAGCGGTGGCGGTGGGGAGGCCCGAGGCAGTGACACGGGGTAGGGTTGTAGCTCCTCC

AlaLeuse:ThrThrGlyGluIleProPheTyrGlyLys e
TTGCTCTGTCCACCACcGGAGAGATCCCITTTTACGGCAAGGCTATCCCCCTCGAAGTAA
AACGAGACAGGIGGTGGCCTCTCTAGGGAAAAATGCCGTTCCGATAGGGGGAGCTTCAET

LysGlyGlyArgHisLeuIlePheCysHisSerLysLysLysCysAspGluLeuAlaAla
TCAAGGGGGGGAGACATCTCATCTTCTGTCATTCAAAGAAGAAGTGCGACGAACTCGCCG
AGTTCCCCCCCTCTGTAGAGTAGAAGACAGTAAGTTTCTTCTTCACGCTGCTTGAGCGGC

LysLeuValAlaLeuGlyIleAsnAlaValAlaTeryrArgGlyLauAspValSerVal
GCTGGTCGCATTGGGCATCAATGCCGTGGCCTACTACCGCGGTCITGACGTGTCCG
GTTTCGACCAGCGTAACCCGTAGT?ACGGCACCGGATGA

IleProThz:serGlyAspValValValValAlaThrAspAlaLeuMeé’l‘hrGlYTerhr

TCATCCCGACCAGCGGCGATGTTGTCGTCGTGGCAACCGATGCCCTCATGACCGGCTAEA

AGTAGGGCTGGTCGCCGCIACAACAGCAGCACCGTTGGCTACGGGAGTACTGGCCGATAT
GlyAspPheAspSerValIleAsprsAsnTh:CysValThrGlnThrValAspPheSer

CCGGCGACTTCGACTCGGIGATAGACTGCAATACGTGTGTCACCCAGACAGTCGATTTCA

GGCCGCTGAAGCTGAGCCACTATCTGACGTTATGCACACAGTGGGTCTGTCAGCTAAAGT
LeuAsnProThrPheTh:I

T leGluThrI1eThrLeuPrcGlnAspAlaValSe:ArgThr
GCCTTGACCCTACCTTCACCATTGAGACAATCACGCTCCCCCAGGATGCTGTCTCCCGCR
CGGAACTGGGATGGAAGTGGTAACTCTGTTAGTGCGAGGGGGTCCIACGACAGAGGGCG?

_ GlnArgArgGlyArgThrGlyArgGlyLysPrcGlyIleTyrArgrheValAlachcly
CTCAACGTCGGGGCAGGACTGGCAGGGGGAAGCCAGGCATCTACAGATTTGTGGCACCGG
GAGTTGCAGCCCCGICCTGACCGTCCCCCTTCGGTCCGTAGATGTCTAAACACCGTGGCC

GluArgPrcSerGlyMetPheAspSerSerValLeuCysGluCysTyrAspAlaGlyCyS
GGGAGCGCCCCTCCGGCATGTTCGACTCGTCCGTCCTC

AlaTrpTyrGluLeuThrFrcAlaGluThrThrValArgLeuArgAlaTszetAsnThr
GTGCTTGGTATGAGCTCACGCCCGCCGAGACTACAGTTAGGCTACGAGCGTACATGAACR
CACGAACCATACTCGAGTGCGGGCGGCTCTGATGTCAATCCGATGCTCGCATGTACTTGT

PrcGlyLeuProVélesGlnAspHisLeuGluPheTrpGluGlyValPheThrGlyLeu
CCCCGGGGCTTCCCGTGTGCCAGGACCATCTTGAATTTTGGGAGGGCGTCTTTACAGGCC
GGGGCCCCGAAGGGCACACGGTCCTGGTAGAACTTAAAACCCTCCCGCAGAAATGTCCGG

ThrHisIleAspAlaHisPheLeuSerGlnThrLysGlnSerGlyGluAsnLeuProTyr
TCACTCATATAGATGCCCACTTT

CIATCCCAGACAAAGCAGAGTGGGGAGAACCTTCCTT
AGTGAGTATATCTACGGGTGAAAGATAGGGLL:&A;ILBLLTCACCCCTCTTGGAAGGAA

LeuValAlaTyrGlnAlaThrValesAlaArgAlaGlnAlancProProS A3p
ACCIGGTAGCS

< TACCAAGCCACCGIGTGCGCTAGGGCTCAAGCCCCTCCCCCATCGTGGG
TGGACCATCGCATGGTTCGGTGGCACACGCGATCCCGAGTTCGGGGAGGGGGTAGCACCC
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GlnMetTrpLysCysLeuIleArgLeuLysProThrLeuHisGlyprcrh:P:cLeuLeu
ACCAGATGTGGAAGTGTTTGATTCGCCTCAAGCCCACCCQCCA AACACCCCTGC

TGGTCTACACCTTCACAAACTAAGCGGAGTTCGGGTGGGAGGTACCCGGTTGTGGGGACG

ValLeuAlaAlaLeuAlaAlaTerysLeuSerThrGlyCysValvalIleValGlyArg
GCGICCTGGCTGCTTTGGCCGCGTATTGCCTGTCAACAGGCTGCGTGGTCATAGTGGGCA
CGCAGGACCGACGAAACCGGCGCATAACGGAC&GTTGTCCGACGCACCAGIATCACCCGT

ValValLeuSerGlyLys?rcAlaIleIlePrcAspAngluValLeu ArgG
GGGTCGTCTTGTCCGGGAAGCCGGCAATCATACCTGACAGGGAAGTCCTCTACCGAGAGT
CCCAGCAGAACAGGCCCTTCGGCCGTTAGTATGGACTGTCCCTTCAGGAGATGGCTCTCA

AspGluMetGluGluCysSerGlnHisLeuPrcTyrIleGluGlnGlyMetxetLeuAla

TCGATGAGATGGAAGAGTGCTCTCAGCACTTACCGTACATCGAGCAAGGGATGATGCTCG
AGCIACTCTACCTTCTCACGAGAGTCGTGAATGGCATGTAGCTCGTTCCCTACIACGAGC

CaGaA gCCTCGGCCTCCTGCAGACCGCGTCCCGTCAGGCAGAGG
GGCTCGTCAAGTTCGTCTTCCGGGAGCC GAGG

IleAlaPrcAlaValGlnTh:AsnTrpGlnLysLeuGlurhrpheTrpAlaLysHisMet
TTATCGCCCCTGCTGTCCAGACCAACTGGCAAAAACICGAGACCTTCTGGGCGAAGCAIA
AATAGCGGGGACGACAGGTCTGGTTGACCGTTTTTGAGCTCTGGAAGACCCGCTTCGTAT

TrpAsnPheIleSerGlyIleGlnTereuAlaGlyLeuserThrLeuPrcGlyAsnPrc
TGTGGAACTTCATCAG ’”ATACAATACTTGGCGGGCTTGTCAACGCTGCCTGGTAACC
ACACCTTGAAGTAGTCACCCIATGTIATGAACCGCCCGAACAGTTGCGACGGACCATTGG

-¢hr5erP::LeuThrThrSezGla
CAGCTGCTGICACCAGCCCACTAACCACTAGCC
: GGIGATTCGTGATCGS
ThrLeuLeuPheAsnIleLeuGlyGlyTrpValAlaAlaGlnLeuAlaAlaPrcGlyAla
AAACCCTCCTCTT” ’CATATTGGGGGGGTGGGTGGCTGCCCAGCTCGCCGCCCCCGGTG
TTTGGGAGGAGAAGTTGTATAACCCCCCCACCCACCGACGGGTCGAGCGGCGGGGGCC&C

AlarnrMapheValslivmaslyr.euAlaGlymmmeslySezValclyLeuez,y
CCGCTACTGCCTTTGTGGGCGCTGGCTTAGCTGGCGCCGCCATCGGCAGTGTTGGACTGG
GGCGATGACGGAAACACCCGCGACCGAATCGACCGCGGCGGTAGCCGTCACAACCTGACC

PheLysIleHetSe:GlyGluvalProSerThrGluAspLeuValAsnLeuLeuPrcAla
CATTCAAGATCATGAGCGGTGA

’ GGTCCCCTCCACGGAGGACCTGGTCAATCTACTGCCCG
GTAAGTTCTAGTACTCGCCACTCCAGGGGAGGTGCCTCCTGGACCAGTTAGATGACGGGC

IleLeuSer?roGlyAlaLeuValvalGlyValValesAlaAlaIleLeuArgArgHiS
CCATCCTCTCGCCCGGAGCCCTCGTAGTCGGCGTGGTCTGTGCAGCAATACTGCGCCGGC
GGTAGGAGAGCGGGCCTCGGGAGCATCAGCCGCACCAGACACGTCGTTATGACGCGGCCG

Valc;lyproelycluGlyAlaValGlnrrpaetAsnArgxeunezuapheAJ.aSer
Accmcccccssccacssascacrccacmsammcccacmmxccmccccmcr:c
TGCAACCGGGCCCGCTCCCCCGTCACGICACCTACTTGGCCGACTATCGGAAGC GAGG

GlyAanisVa1SerprcThrHisT7rValProGluserAspAlaAlaAlaArgvalThr
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GGGGGAACCATGTTTCCCCCACGCACTACGTGCCGGAGAGCGATGCAGCTGCCCGCGTCi
CCCCCTTGGTACAAAGGGGGTGCGTGATGCACGGCCTC”CGCTACGTC

AlaIleLeuSerSe:LeuThrValThrGlnLeuLeuArgArgLeuHisGlnTrpIleSer
CTGCCATACTCAGCASCCTCACTGIAACCCAGCTCCTGAGGCGACTGCACCAGTGGATAA
GACGGTATGAGTCGTCGGAGTGACATTGGGTCGAGGACTCCGCTGACGTGGTCACCTATT

HisThrArgCysHisCysGlyAlaGluIleThrGlyHisValLysAsnGlyThrMetArg
TGCACACTCGCTGCCACTGTGGAGCTGAGATCACTGGACATGT

CGGGACGATGA
ACGTGTGAGCGACGGTGACACCTCGACTCTAGTGACCTGTACAGTTTTTGCCCTGCTACT

IleValGlyProArgThrCysArgAsnMetTrpserGlyThrPheProIleAsnAla
GGATCGTCGGTCCTAGGACCTGCAGGAACATGTGGAGTGGG

ACCTTCCCCATTAATGCCT
CCTAGCAGCCAGGATCCTGGACGTCCTTGTACACCTCACCCTGGAAGGGGTAATTACGGA
ThrThrGly?roCysThrProLeuProAlaProAsnTerh:PheAlaLeuTrpArgval
ACACCACGGGCCCCTGTACCCCCCTTCCTGCGCCGAACTACACGTTCGCGCTATGGAGGG
TGTGGTGCCCGGGGACATGGGGGGAAGGACGCGGCTTGATGTGCAAGCGCGATACCTCCC
SerAlaGluGluTeralGluIleArgGanalGlyAspPheHisTeralThrGlyMet
TGTCTGCAGAGGAATATGTGGAGATAAGGCAGGTGGGGGACTTCCACTACGTGACGGGTA
ACAGACGTCTCCITATACACCTCTAITCCGTCCACCCCCTGAAGGTGATGCACTGCCCAT

ThrThrAspAsnLeuLysCysPrcCysGanalProSer?rcGluPhePheThrGluLau
TGACTACTGACAATCTCAAATGCCCGTGCCAGGTCCCATCGCCCGAATTTTTCACAGAAT
ACTGATGACTGTTAGAGTTTACGGGCACGGTCCAGGGTAG

CGGGCTTAAAAAGTGTCTTA
AspGlyValArgLeuHisArgPheAlaProProCysLysPrcLeuLeuArgGluGluVal
TGGACGGGGTGCGCCTACATAGGTTTGCGCCCCCCTGCAAGCCCTTGCTGCGGGAGGAGG
ACCTGCCCCACGCGGATGTATCCAAACGCGGGGGGACGTTCGGGAACG‘CGCCCT

SexPheArgValGlyLeuHisGluTerroValGlySerGlnLeuPraCysGluPrcGlu
TATCATTCAGAGTAGGACTCCACGAATACCCGGTAGGGTCGCAATTACCTTGCGAGCCCG
AIAGTAAGTCTCATCCTGAGGTGCTTATGGGCCATCCCAGCGTTAATGGAACGCTCGGGC
ProAspvalAlaValLeuThrserMetLeuThrAspProSe:HisIleThrAlaGluAla
AACCGGACGTGGCCGTGTTGACGTCCATGCTCACTGATCCCTCCCATATAACAGCAGAGG
TTGGCCTGCACCGGCACAACTGCAGGTACGAGTGACTAGGGAGGGTATATTGTCGTCTCC
AlaGlyArgArgLeuAlaArgGlySerProPrcSerValAlaSerSerse:AlaSe:Gln
CGGCCGGGCGAAGGTTGGCGAGGGGATCACCCCCCT

CTGTGGCCAGCTCCTCGGCTAGCC
GCCGGCCCGCTTCCAACCGCTCCCCTAGTGGGGGGAGACACCGGTCGAGGAGCCGATCGG

LeuSerAlaPrcserLeuLysAlaThrCysThrAlaAan
AGCTATCCGCTCCATCTCTCAAGGCAACTTGCACCGCTAAC

isAspSerPrcAspAlaGlu
TCGATAGGCGAGGTAGAGAGTTCCGTTGAACGTGGCGAT

CATGACTCCCCTGATGCTE
TGGTACTGAGGGGACTACGAC
LeuIleGluAlaAsnLeuLeuTrpArgGlnGluMetGlyGlyAsnIleThrArgValGlu
AGCTCATAGAGGCCAACCTCCTATGGAGGCAGGAGATGGGCGGCAACATCACCAGGGTTG
TCGAGTATCTCCGGTTGGAGGATACCTCCGTCCTCTAC

CCGCCGTTGTAGTGGTCCCAAC
SerGluAsnLysValValIleLeuAspSerPheAspProLeuValAlaGluGluAspGlu

AGTCAGAAAACAAAGTGGTGATTCTGGACTCCTTCGATCCGCTTGTGGCGGAGGAGGACG
TCAGTCTTTTGTTTCACCACTAAGACCTGAGGAAGCTAGGCGAACACCGCCTCCTCCTGC
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ArgGluIleserValPrcAlaGluIleLeuArgLysSerArgArgPheAlaGlnAlaLeu
AGCGGGAGATCTCCGTACCCGCAGAAATCCTGCGGAAGTCTCGGAGATTCGCCCAGGCCC
TCGCCCTCTAGAGGCATGGGCGTCTTTAGGACG'

ProValT:pAlaArgPrcAspTyrAsnPrcPrcLeuValGluThrTrp
TGCCCGTTTGGSCGCGGCCGGACTATAACCCCCCGCTAG

LysLysProasp
ACGGGCAAACCCGCGCCGGCCTGATATTGGGGGG

TGGAGACGTGGAAAANG G
CGATCACCTCTGCACCTTT T TICGoee

PrcPrcArgLyvasArgThrvalvalLeuThrGlus

X erThrLeuSezThrAlaLeuAla
CTCCGCCTCGGAAGAAGCGGACGGTGGTC

CTCACTGAATCAACCCTATCTACTGCCTTGG
TTCGCCTGCCACCAGGAGTGACITAGTTGGGATAGATGACGGAACC

GluLeuAlaThrArgSerPheGlySerSerSerThrSerGlyIleThrGlyAsnAsnThr
CCGAGCTCGCCACCAGAAGCTTTGG

CAGCTCCICAACTTCCGGCATTACGGGCGA&AATA
GGCTCGAGCGGIGGTCTTCGAAACCGTCGAGGAGTTGAAGGCCGTAATGCCCGCTGTTAT
ThrThrSerSerGluProAlaPrcSe:GlyCysPrcPrcAspSerAspAlaGluSen
CGACAACATCCTCTGAGCCCGCCCCTTCTGGCTGCCCCCCCGACTCCGACGCTGAGTCCT
GCIGTTGTAGGAGACTCGGGCGGGGAAGACCGACGGGGGGGCTGAGGCTGCGACTCAGGA

et?:oProLeuGluGlyGluPrcGlyAspPrcAspLeuSerAspGlySerTrp
ATTCCICCATGCGCCCCCTGGAGGGGGAGCCTGGGGATCCGGAICTT GCGACGGGET AT
TAAGGAGGTACQGGGGGGACCTCCCCCICGGACCC
SerThrValserSerGluAlaAsnAlaGIuAspvalvalesCysSerMetSerTyr er
GGTCAACGGTCAGTAGTGAGGCCAACGCGGAGGATGTCGTGTGCIGCTCAATGTCTTACT
CCAGTTGCCAGTCATCACTCCGGITGCGCCTCCTACAGCACACGACGAGITACAGAATGA

chsAlaAlaGluGluGlnLysLeuProIleAsnAla

CA C GTGCGCCGCGGAAGAACAGAAACTGCCCATCAATG

GAACCTGTCCGCGTGAGCAGT 2 IITGACGEETAGTTAC
LeuserAsnSerieuLeuArgHisHisAsnLeuValTyrSerThrTh:SerArgserAla

CACIAAGCAACTCGTTGCTACGTCACCACAATTTGGIGTAITCCACCACCTCACGCAGTG

GTGATTCGTTGAGCAACGATGCAGTGGTGTTAAACCACATAAGGIGGTGGAGTGCGTCAC
CysGlnArgGlnLysLysValThr

PheAspArgLeuGanalLeuAsuSerHisTyrGln
CTTGCCAAAGGCAGAAGAAAGTCACATTTGACAGACT

GCAAGTTCTGGACAGCCATTACE
GAACGGTI’TCCGTCTTCTT‘ICAGTGTAAACTG‘ICIGACGITCAAGACCTGfI

AspValLeuLysGluvalLysAlaAlaAlaSerLysValLysAlaAsnLeuLeuSe:Val
AGGACGTACTCAAGGAGGTTAAAGCAGCGGCGTCAAAAGTGAAGGCTAACTTGCTATCCG
TCCTGCATGAGTTCCTCCAATTTCGTCGCCGCAGTTTTCACTTCCGATTGAACGATAGGC

GluGluAlaCysSerLeuThrProPrcHisSerAlaLysSerLyséheGLyTyrGlyAla
TAGAGGAAGCITGCAGCCTGACGCCCCCACACTCAGCCAAATCCAAGTTTGGTTATGGGG
ATCTCCTTCGAACGTCGGACTGCGGGGGTGTGAGTCGGTTTAGGTTCAAACCAATACCCC

CGGTAATGS

LysAspValArgCysHisAlaArgLysAlavalThrHisIleAsnSerValTrpLysASP
CAAAAGACGTCCGITGCCATGCCAGAAAGGCCGTAACCCACATCAACTCCGTGTGGAAAG
GTTTTCTGCAGGCAACGGTACGGICTTTCCGGCATTGGGTGTAGTTGAGGCACACCTTTC
LeuLeuGluAspAsnvalThrProIleAspTh:ThrIleMetAlaLysAsnGluvalPhe
ACCTTCTGGAAGACAATGTAACACCAATAGACACTACCATCATGGCTAAGAACGAGGTTT
IGGAAGACCTTCTGTTACATTGTGGTTATCTGTGATGGTAGTACCGATTCTTGCTCCAAA

¥ gLysProAlaArgLeuIleValPhePrcAspLeu
TCTGCGTTCAGCCTGAGAAGGGGGGTC TAAGCCAGCTCGTCTCATCGTGTTCCCCGATC
AGACGCAAGTCGGACTCTTCCCCCCAGCATI'CGGTCGAGCAGAGTAGCACAAGGGGCTAG

GlyValArgValCysGluLysMetAlaLeuTyrAspVaIValThrLysLeuProLeuAla
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TGGGCGTGCGCGTGTGCGAAAAGATGGCTTTGTACGACGTGGTTACAAAGCTCCCCTTGG
ACCCGCACGCGCACACGCTTTTCTACCGAAACATGCTGCACCAATGTTTCGAGGGGAACC

ValMetGlySerSerTyrGlyPheGlnTyrSerProGlyGlnArgvalGluPheLeuval
CCGTGATGGGAAGCTCCTACGGATTCCAATACTCACCAGGACAGCGGGTTGAATTCCTCG

GGCACTACCCTTCGAGGATGCCTAAGGTTATGAGTGGTCCTGTCGCCCAACTTAAGGAGC

GlnAlaTrpLysSerLysLysThrProMetGlyPheSerTyrAspThrArgCysPheAsp
TGCAAGCGTGGAAGTCCAAGAAAACCCCAATGGGGTTCTCGTATGATACCCGCTGCTTTG
ACGTTCGCACCTTCAGGTTCTTTTGGGGTTACCCCAAGAGCATACTATGGGCGACGAAAC

SerThrValThrGluSerAsleeArgThrGluGluAlaIleTyrGlnCysCysAspLeu
ACTCCACAGTCACTGAGAGCGACATCCGTACGGAGGAGGCAATCTACCAATGTTGTGACC
TGAGGTGTCAGTGACTCTCGCTGTAGGCATGCCTCCTCCGTTAGATGGTTACAACACTGG

Asp?rcGlnAlaArgValAlaIleLysSerLeuThrG1uArgLeuTyrvalGlyGlyPrc-
TCGACCCCCAAGCCCGCGTGGCCATCAAGTCCCTCACCGAGAGGCTTTATGTTGGGGGCC
AGCTGGGGGTTCGGGCGCACCGGTAGTTCAGGGAGTGGCTC”CCGAAATACAACCCCCGG

LeuThrAsnserArgGlyGluAanysGlyTyrArgArgCysArgAlaSerGlyValLeu
CTCTTACCAATTCAAGGGGGGAGAACTGCGGCTATCGCAGGTGCCGCGCGAGCGGCGTAC
GAGAATGGTTAAGTTCCCCCCTCTTGACGCCGATAGCGTCCACGGCGCGCTCGCCGCATG
ThrThrSerCysGlyAsnThrLeuThrCysTyrIleLysAlaArgAlaAlaCysArgAla
TGACAACTAGCTGTGGTAACACCCTCACTTGCTACATCAAGGCCCGGGCAGCCTGTCGAG
ACTGTTGATCGACACCATTGTGGGAGTGAACGATGTAGTTCCGGGCCCGTCGGACAGCTC

AlaGlyLeuGlnAspCysThrMetLeuValesGlyAspAspLeuValvalIleCysGlu
CCGCAGGGCTCCAGGACTGCACCATGCTCGTGTGTGGCGACGACTTAGTCGTTATCTGTG

GGCGTCCCGAGGTCCTGACGTGGTACGAGCACACACCGCTGCTGAATCAGCAATAGACAC

TyrSerAlaProPrcGlyAspProProGlnPrcGluTyrAspLeuGluLeuIleThrSer
GGTACTCCGCCCCCCCTGGGGACCCCCCACAACCAGAATACGACTTGGAGCTCATAACAT
CCATGAGGCGGGGGGGACCCCTGGGGGGTGTTGGTCTTATGCTGAACCTCGAGTATTGTA

ArgAspProThrThrProLeuAlaArgAlaAlaTrpGluThrAlaArgHisThrProVal
CCCGTGACCCTACAACCCCCCTCGCGAGAGCTGCG

TGGGAGACAGCAAGACACACTCCAG
GGGCACTGGGATGTTGGGGGGAGCGCTCTCGACGCACCCTCTGTCGTTCTGTGTGAGGTC

AsnSerTrpLeuGlyAsnI1eIleMetPheAlaProThrLeuTrpAlaArgMetIleLeu
TCAATTCCTGGCTAGGCAACATAATCATGTTTGCCCCCACACTGTGGGCGAGGATGAEAC
AGTTAAGGACCGATCCGTTGTATTAGTACAAACGGGGGTGTGACACCCGCTCCTACTATG

MetThrHisPhePheServalLeuIleAiaArgAspGlnLeuGluGlnAlaLeuAsp
TGATGACCCATTTCTTTAGCGTCCTTATAGCCAGGGACCAGCTTGAACAGGCCCTCGATT
ACTACTGGGTAAAGAAATCGCAGGAATATCGGTCCCTGGTCGAACTTGTCCGGGAGCTAA

GluIleTyrGlyAlaCysTyrSerIleGluProLeuAspLeuProProIleIleGlnArg
GCGAGATCTACGGGGCCTGCTACTCCATAGAACCACTTGATCTACCTCCAATCA

CGCTCTAGATGCCCCGGACGATGAGGTATCTTGGTGAACTAGATGGAGGTTAGTAAGTTT

Leu
GACTC

CTGAG FIG. 32-7
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FIG. 33 rLegence

Schimpanse Proben- ALT (Alanin.
Bahn-  Referenz. Art der C(%I:u{_n ( 'Iéae%ﬂ Aminotransferase)-
M - ag o o .
nummer nummer Infektion Tnokulation) Spiegel in den Seren(mu/m )
| 1 NANB 0 9
2 1 NANR 76 71
3 1 NANB 118 19
4 1 NANS 154 N/A
5 2 NANB , 0 5
6 2 NANB 21 S2
7 2 NANB 73 13
8 2 NANB 138 N/A
3 NANB 0 8
0 3 . Nang 43 ) 205
11 R} NANB S3 . 14
12 J NANB 189 ‘ 8
13 4 NANB ' -3 1
w4 4 NANB 5% 132
15 4 NANB 83 HIA
16 4 NANE 140 N/A
17 5 HAV 9 4
18 5 HAV 25 147
19 5 HAY 49 18
20 5 HAV 258 5
21 6 HAV -8 N/A
22 § HAY 15 106
23 § HAV 41 10
24 § Hav 129 N/A
26 7 HAV o] 7
27 7 Hav 22 83
28 7 HAV 115 5
23 ? HAY 133 N/A
30 8 HAY 0 15
31 8 Hav 26 tio
32 8 HAY 74 8
33 8 HAV 208 S
34 9 HBY -290 N/A
s ] HBV 379 9
16 9 HBV 435 6
37 10 Hav 0 8
38 10 HBY 111-118 Csamelprob@ 96-156 fammelprobd
39 10 HBY 205 9
40 10 Hav 240 13
41 11 HBY 0 11
42 11 HBY 28-56 ammelprobg §-100 Gammelprobg
41 11 HBV 169 ‘ 9
44 11 Hav 221 10
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Patient F‘ G 34 Legende

Baho Referenz-
nummer nummer Diagnose ALT-Spiegel (mu/m1)
) L NANB 1354
2 11 NANB 31
. 21 NANB . 18
: 21 NANB 39
: 21 NANB 3¢
; e NANB 2
g h NANB -
] 37 NANB 3
10 4 NANB i+
11 1) NANB 03
12 2 NANB 298
13 37 NANB 101
14 § 1 NANB 474
15 & NANB 118
16 i NANB . 30
17 I NANB 163
18 i NANB 44
19 8 NANB <0
20 ? NANSB e
10 NANB N7
# u NANB N
%g 12 Normal N/A
13 Normal Y
24 14 N/A
Normal N/A
2§ 30174 Normal
21 30105 Nermal N/A
28 30072 Nozmal :52
29 30026 Normal A
;? 2854 ; Nomal N/A
X 30071 Normal N/A
33 ! Normal N/A
15 AkutNAY H/A
gg 16 AkutNav . N/A
36 e AkutNay hIA
37 48088 AkutNay N/A
38 47288 AkutNay ~ N/A
39 47050 AkutNAV N/A
40 16997 AutNAY N/A
42 20 lant i gsTL By, N/A
43 21 anti-EBCag+ve) N/A
i 22 (anti-HBSag+ve; N/A
43 23 anti-HBCag+ve) : ; A
2-6; 24 (anti-HBSag+ve; N/i
48 25 anti-HBCag+ve) N/A
26 (anti-HBSag+ve;
49 27 N/A
anti-HBCag+ve) N/A

Aufemanderfoigende Serumproben wurden vog diesen Patiénten getestet
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>)>>>>>>>>>>>>>>>>>>>
GlnThrLysGlnserGlyGluAsnLeuPrcTereuValAla
CAGa

-

TyrGlnAlaThrVales
GAGTGGESEG IACCTGGTAGCGIACCAAGCCACCGTGTGC
GTCIGTTTCGTCICACCCCTCTTGGAAGGAATGGACCATCGCAIGGTICGGTGGCACACG
AlaArgAlaGlnAlaProProProSe:T

rpAspGlnMetTrpLysCysLeuIleArgLeu
GCTAGGGCTCAAGCCCCTCCCCCATCGTGGGACCAGATGTGGAA

GIGTTIGATICGCCTC
CGATCCCGAGITCGGGGAGGGGGTAGCACCCTGGTCTACACCTTCACAAACTAAGCGGAG

LysProThrLauHisG1yProThrPrcLeuLeuTyrﬁ:gLeuGlyAlavalGlnAsnGlu
AAGCCCACCCTCCATGGGCCAACACCCCTGCTATACAGACTGGGCGCTGTTCAGAATGAA
TTCGGGTGGGAGGTACCCGGTTGTGGGGACGATATGTCTGACCCGCGACAAGTCTZACTT

tSerAlaasrreuciy
CATGCATGTCGGCCGACCTGGAG
GGTTTATGTAGTACTGTACGIACAGCCGGCTGGACCTC

IleThrLeuThrHisPrcValrhrLysTyrIleMetThrCysMe
AQCACCCTGACGCACCCAGTCACCAAAIACAICATGA
TAGTGGGACTGCGIGGGTCAGT

aAlaLeuAlaAlaTerys
GTCGTCACGAGCACCTGGGTGCTCGTTGGCGGCGICCTGGCTGCTTTGGCCGCGTATTGC
A 3 CGAGCAACCGCCGCAGGACCGACGAAACCGGCGCATAACG
LeuSerTh:GlyCysValValIievalGlyArgValvalLeuserGlyLysPrcAlaIle
CTGTCAACAGGCTGCGTGGTCATAGT GGC

"TCGTCTTGTCCGGGAAGCCGSCAATC
GACAGTTGICCGACGCACCAGTATCACCCGTCCCAG” CAGGCCCTTCGECCETTAG

IlePrcAspArgGluValLeuTyrArgGluPhaAspGluMetGluGluCysSerGlnHis
ATACCTGACAGS AAGTCCTCTACCGAGAGTTCGAIGAGATGGAAGAGTGCTCTCAGCAC
TATGGACTGTCCCTT Ga 'TGGCTCTCAAGCTACTCTACCTTCICACGAGAGTCGTG

LeuProTyrIleGluGlnGlyMetMetLeuAlaGluGlnP.eLysGlnLysAlaLeuGly
TTACCGTACATCGAGCAAGGGATGAEGCTCGCCGAGCAGTTCAAGCAGAAGGCCCTCGGC
AATGGCATGTAGCTCGTTCCCIACTACGAGCGGCTCGTCAAGTTCGTCTTCCGGGAGCCG
LeuLeuGlnThrAlaSerArgGlnA;aGluValIleAlaprcAlaValGlnThrAsnTrp
CTCCTGCAGACCGCGTCCCGTCAGG? TTATCGCCCCTGCTGTCCAGACCAACTGG
GAGGACGTCTGGCGCAGGGCAGTCCGTCTCCAATAGCG” ’ACGACAGGTCTGGTTGACC

tTrpAsnPheIleSerGlyIlnG’nT?r
CICGAGA GCGAAGCATATGT CITCATCAGTGGEATACAATAC
GTTTTTGAGCTCTGGAAGACCCGCTTCGTAIACACCTTGAAGIAGTCACCCTATGTTATG

Ala.AlaValThrser?roLeu‘I‘hrTh:SerGlnThrLeuLeuPheAsnIl&L«euGlYGlY
GCTGCTGTCACCAGCCCACTAACCACTAGCCAAACCCTCCTCTTCAACATATTGGGGGGG
CGACGACAGTGGTCGGGTGATTGGTGATCGGTTTGGGAGGAGAAGTTGTAEAACCCCCCC
TrpValAlaAlaGlnLeuAlaAlaPrcGlyAlaAlaThrAlaPheValGlyAlaGlYLeu
TGGGTGGCTGCCCAGCTCGCCGCCCCCGGTGCCGCTACTGCCTTTGTGGGCGCTGGCTTA
ACCCACCGACGGGTCGAGCGGCGGGGGCCACGGCGATGACGGAAACACCCGCGACCGAAT
AlaGlyAlaAlaIleGlySe:ValGlyLeuGlyLysValLeuIleAsyIleLeuAlaGlZ
GCTGGCGCCGCCATCGGCAGTGTTGGACTGGGGAAGGTCCTCATAGACATCCTTGCAGGw
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CGACCGCGGCGGTAGCCGTCACAACCTGACCCCTTCCAGGAGTATCTGTAGGAACGICCC

TyrGlyAlaGlyValAlaGlyAlaLeuValAlaPheLysIleMetSerGlyGluvalPro
TATGGCGCGGGCGTGGCGGGAGCTCTTGTGGCATTCAAGATCATGAGCGGTGAGGTCCCC
AIACCGCGCCCGCACCGCCCTCGAGAACACCGTAAGTTCTAGIACICGCCACTCCAGGGG

SerThrGluAspLeuValAsnLeuLeuProAlaIleLeuSerPrcGlyAlaLeuValval
TCCACGGAGGACCTGGTCAATCTACTGCCCGcCATCCTCTCGCCCGGAGCCCTCGTAGTC
AGGTGCCTCCTGGACGAGTTQGATGACGGGCGGTAGGAGAGCGGGCCTCGGGAGCATCAG

GlyValvalesAlaAlaIleLeuA:gArgHisvalGlyPrcGlyGluGlyAlaValG
GGCGTGGTCTGTGCAGCAATACTGCGCCGGCACGTTGGCCCGGGCGAGGGGGCAGTGCAG

CCGCACCAGACACGTCGTTATGACGCGGCCGTGCAACCGGGCCCGCTCCCCCGTCACGTC

<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<NANBH][-—extra

TrpMetAsnAzgLeuIleAlaPheAlaSerArgGlyAanisvalSerPrcValHisHis

TGGATGAACCGGCTGATAGCCTTCGCCTCCCGGGGGAACCATGTTTCCCCAGTCCATCRT
ACCIACTTGGCCGACTAICGGAAGCGGAGGGCCCCCTTGGTACAAAGGGGTCAGGTAGTA

LysaAxrgQP
AAGCGTTGACGCTCCCTACGGGTGGACTGTGGAGAGA GCACTGCTAAGGCCCAAAT
TTCGCAACTGCGAGGGATGCCCACCTGACACLLLlLIbXLLLBTGACGATTCCGGGTTTR

CTC&GCCETGCASCGAGGGGTACAATCCGTATGGCCAACAACTAGCGCGTACG?AAAGTC
GAGTCGGTACGTAGCTCCCCATGTTAGGCATACCGGITGITGATCGCGCATGCAITTCBG

TCCTTTCTCGAIGGTCCATACCTTAGATGCGTTAGCATTAATCCGAATTC
AGGAAAGAGCTACCAGGTATGGAATCEACGCAATCGTAATTAGGCTTAAG

FIG, 36-2
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FIG. 41-I

Homalogie zwischen deq HBCV-Polypeptid, codiert vom kombinierten-orp

der Clone 14i bis 39¢), und dem Nicht—Strukturprctein des Dengue-

Flavivirus {MNWVD1)

10 20 30 40 50
HCV WMDARVCSQWMLISQ

MNWVD1 ) AVSMITGMEFRDMWNMVGAMDDI@@VWWMPTFMM

130 140 150 160 170 180
60 70 80 90 100 110
HCV WYLKGKWPGAWTFYGMWPMLPQRAYALDWCG@ SVVIVGLMATIT.SPYY
MNWVDL TS L T G IV LS QS TIPETTLEL TDALALG) wMnyMVRxMExYQLAVTIMAILCVP
190 200 210 230 240
120 130 140 150 160 170
OV KRYIQKCL&WLQYFLTRVEAQLHVWIPPLNVRGGRDAVILLMCAVHPTLVTDITKLLLAV
MNWVDL NAV’LQNAWKVscm:LAyvsvsperissangDwvaALTIxéi&§+Ai£—ié%isarv
250 260 270 280 290
180 190 - 200 210 220 230
BCY FGPLWILQASLLKVPYF—VRVQGLLRF-CALARKMIGG&YVQMVIIKLGALTGTYVYNHL
MNWVDL ST Lﬁéiﬁmemszmsm*mzvmmvmsmmw-imaéiémﬁn
200 10 320 330 349 350
240 250 26 270 280 290
Y

MWVD1 ADVK—WEDQAEISGSSé‘Léiéié;-éé """""

..Msmqmgmrmzvmmwsu-—m
360 370 380 33 400 210
300 310 320 330 340 350
g PAEGMVSKGWRLLAPTTAYAQQTRGL&G»IITSLIGRDKNQV“G'VQIVSTAAQT?LATC
VD1 vszpITAAAWYLW?VKKQRAGVEWDVPSppvvcxazzzncazqzquschaQQIGngx
420 45 450 470
360 370 380 390 400 410
tors INGVCWTVYHGnGTRT.ASPKGPVIQFVTNVDQDLV————GWPAPQGSRSLTPCTCGS:D
MNWVD1 KEGTFHTMWHVTRGAV:MHKGKRIEDsﬁiﬁ%ﬁﬁbﬁ%scccuaxLzGEWKzGEVVQVLALE
43 90 500 510 520 530
420 430 440 450 460 470
OV LYLVTRHADVIPVRRRGDSRGaLLSPRPISYLKGSSGG?LLCPAGHAVG;FQAAVCTRGV
MNWVD1 pGprqAVQTKPGLFKTN-AGT:eavéié%spééééééiinxxék&éé;ésvsvvwnsu
540 0 560 570 580 3590
480. 430 500 510 520 530
Bev AR D 1PV ENLE T TMRS PYF TONS SPRVVPOSE FQVAHLHAPTGSGKS—~TRVPAAYAAQ
MNWVD1 AYVSATAQTER—s im&éeiéﬁbméx—-—éﬁrhémﬁcz&éﬁcéﬁémmmsum
§00 610 630 640
540 550 550 570 580
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GYKVLVLNPS-VAATLGFGAYMSKAhGIDPNIRTGVRTITTGSPITYSTVGKFLADGGC

--------------

GLRTLILAPTRWAA&EEALRGLPIémééiié.im&aéivﬁmcmm-sw
670 630 690 200

590 600 610 620 630 640
SGGAYDIIICDLCqSTDATSILGLGTV:DQAETAGARLVVLATATUPGDmePHPNIEBV
X

Rv%rémmmmmp.asms:-sm-wemezwééééééém—ynqsrm
7200 . 730

740 750 . 760

650 660 8§70 680

€90 700
ALS”TGZIPFYCKAIPQEVIKGuRHLT”

ChaKKKCDELAAXINEIG;WAVAYYRGLDVQV

H:LDE":JREIPT’PwriSSuhLWV D F KGR TVREVPS IRAGND TAACY RXNGKKVTOLERKTED
770 780 730 800 810 820

SEYVXTRTNDWNFVVTTDISEMGANFXAERVIDPRRCMXPVILTDGEERVILAG?H?VTH
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FIG. 43
Verteiiung der Zufallsproben
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FIG. 44
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FIG. 45

Gemeinsame Sequenz

AAGCTTGATCGAATTC
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Variable Sequenz

CGATCTTGC
CGATCCTGE
CGATCATGC
CGATCGTGC
CGAAGTTGC
CGAAGCTGC

AGATCTTGC
AGATCCTGC
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CGATCTTGT
CGATCCTGT
CGATCATGT
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AGATCCTGT
AGATCATGT
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AGAAGCTGT

CGCTCTTGC
CGCTCCTGC
CGCTCATGC
CGCTCGTGC
CGCAGTTGC
CGCAGCTGC

CGCTCTTGT
CGCTCCTGT
CGCTCATGT
CGCTCETGT
CGCAGTTGT
CGCAGCTGT
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F‘G 4 (S -} Translation der DNA kS-1

1

61

121

18l

241

421

481

541

601

€61

721

GlyCysPrcGluArgLeuAlaSerCysArgProLeuTh:AspPheAspGlnGlyT:;Gly
CAGGCTGTCCIGAGAGGCTAGCCAGCTGCCGACCCCTTACCGAITTTGACCAGGGCIGGG
GTCCGACAGGACICTCCGAICGGIC~ACGGCTGGGGAATGGCTAAAACTGGTCCCGACCC
PrclleSerT?rAlaAsnGlySerGly?rcAspGlnAr
GCCCTATCAGTTATGCCAACGGAAGCGGCCCCGACCAGCGCCCCIACTGCTGGCACTACC
CGGGATAGICAAIACGGITGCCTTCGCCGGGGCIGGTCGCGGGGAIGACGACCGTGATGG

-

g?:oTerysTrpHisTyr?*s

FrcLysPrcCysGlyIleValPrcAlaLysSe:ValesGlyProValTerysPheThr
CCCCAAAACCITGCGGTATTGIGCCCGCGAAGAGIGTGTGIGGTCCGG

TATATTGCTTCA
GGGGI’T'I’TGGAACGCCATAACACGGGCGC':TCI’CACACACACCAGGCCATATAACGAAGT

PrcserPrcValValValGlyThrThrASpAr§Se:GlyAlaProThrTyrSerT:pGly
CTCCCAGCCCCGIGGIGGTGGGAACGACCGACAGGTCGGGCGCGCCCACCTACAGCTGGG
GAGGGTCGGGGCACCACCACCCITGCIGGCTGTCCAGCCCGCGCGGGIGGATGTCGACCC

GluAsnAspThrAspValPheValLeuAsnAsnThrArgProPrcLeuGlyAsnTrpPhe
GTGAAAAIGATACGGACGTCTTCGICCTTAACAATACCAGGCCACCGCTGGGCAATTGGT
CACTTTTACTAIGCCTGCAGAAGCAGGAAITGTTATGGTCCGGTGGCGACCCGITAACCA

GlyCysThrT:;MetAsnSe:ThrGly?heThrLysValesGlyAlaP:cPrcCysVal
TCGGTTGTACCTGGATGAACTCAACTGGATTCACCAAAGTGTGCGGAGCGCCTCCTTGTG
AGCCAACAIGGACCTACTIGAGITGACC

AAGIGGITTCACACGCCTCGCG”‘”GAACAC

33
IleGlyGlyilaGlyAsnAsnTh:LeuHisCysPrcTﬁrAsprsPheArgLysHisPro
TCATCGGAGGGGCGGGCAACAACACCCTGCACTGCCCCACTGATTGCTTCCGCAAGCATC
AGIAGCCICCC:GCCCGITGTTGTGGGACGTGACGGGGTGACTAACGAAGGCGTTCGIAG

AspAlaThrTyrSe:ArgCysGlySerGlyPrcT:pIleTh:PraAngysLeuValAs
CGGACGCCACATACTCTCGGTGCGGCTCCGGICCCTGGAICACACCCAGGTGCCTGGICG
GCCTGCGGIGIAIGAGAGCCACGCCGAGGCCAGGGACCTAGTGIGGGTCCACGGACCAGC

TYIPrcTy:A:gLeuTrpHisTerrcCysThrIlaAsnTerhrIlePheLysIlaArg
AcTACCCGIATAGGCITTGGCATTAICCTTGZACCATCAACTACACTATAITTAAAATCA
TGATGGGCATATCCGAAACCGIAATAGGAACATGGIAGTTGATGTGATATAAATTTTAGT

MetTeralGlyGlyValGluFieArgLegGluAlaAlaCysAsnrran:A:gGlyGlu A
GGATGIACGTGGGAGGGGTCGAGCACAGGCTGGAAGCIGCCTGCAACTGGACGCGGGGC"
CCIACATGCACCCICCCCAGCTCGIGTCCGACCTTCGACGGACGITGACCTGCGCCCCGC

} _ArgAspArgSerGluLeuSerProLeuLeuLeuThrThrThr
AACGTIGCGAICTGGAAGATAGGGACAGGTCCGAGCICAGCCCGTTACTGCTGACCACTA
TTGCAACGCIAGACCITCTATCCCTGTCCAGGCTCGAGTCGGGCAATGACGACTGGTGAT

GlnTrpGanéILeuPrcCysser?herhrrh:LeuProAlaLeuSerThrGlyLeuIle
CACAGTGGCAGGTCCTCCCGTGT ‘
GTGTCACCGTCCAGGAGGGCACAAGGAAGTGTTGGGACGGTCGGAACAGGTGGCCG”AG“
~———LUberlappung mit dem kombinierten ORF der DNAs 12£bis 15em
HisLeuHisGlnAsnIleValAspValG1nTereuTyrGlyValGlySerserIleAla
TCCACCTCCACCAGAACATTGTGGACGTGCAGTACTTGTACGGGGTGGGGTCAAGCATCG
AGGTGGAGGIGGTCTTGTAACACCIGCACGTCATGAACATGCCCCACCCCAGTTCGTAGC

Se:TrpAlaIleLysTrpGluTeralYalLeuLeuPheLeuLeuLeuAlaAspAl
CGTCCTGGGCCATTAAGTGGGAGTACGTCGTLLLLLLb£TCLLLL;E;LI&CAGACGCGC
GCAGGACCCGGTAATTCACCC”CAT CAGCAGGAGGACAAGGAAGACGAACGTCIGCGCG
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rCysLeuTrpMetxetLeuLeuIleSerGlnAlaGluAlaAlaLeuGluAsn

CCTGCTTGTGGATGATGCTACTCATATCCCAAGCGGAAGCGGCTTTGGAGA

GAACACCTACTACGATGAGTATAGGGTTCGCCTTCGCCGAAACCTCT

Leuvalz

lel'.euAsnA.la.AlaSerLeuAlaGlyTh.rHisGlyLeﬁValSerPhe.LeuVal
ACCTCGTAATACTTAATGCAG

TGGAGCATTATGAATIACGTCGTAGGGACCGGCCCTGCGTGCCAGAACAIAGGAAGGAGC

CATCCCTGGCCGGGACGCACGGTCTTGTATCCTTCCTCG

PhePheCysPheAlaTrpTereuLysGlyLysTrpValPrcGlyAlaValTerhrPhe
TGTTCTTCTGCTTTGCATGGTATCIGAAGGGTAAGIGGGTGCCCGGAGCGGTCTACACCT
ACAAGAAGACGAAACGTACCATAGACTTCCCATTCACCCACGGGCCTCGCCAGATGTGGA

TyrGlyMetT;pPrcLeuLeuLeuLeuLeuLeuAlaLeuPrcGlnArgAlaTyrAlaLeu

TCTACGGGATETE
AGATGCCCTACAC

GCCTCTCCTCCTGCTCCTGTTGGCGTTGCCCCAGCGGGCGTACGCGC
CGGAGAGGAGGACGAGGACAACCGCAACGGGGTCGCCCGCATGCGCG

ASpThre
TGGACACES

luvValalaalas

erCysGlyGlyValValLeuValGlyLeuMetAlaLeuThr

AGGTGGCCGCGTCGTGTGGCGGTGTTGTTCTCGTCGGGTTGATGGCGCIAA
ACCTGTGCCTCCACCGGCGCAGCACACCGCCACAACAAGAGCAGCCCAACTACCGCGATT

LeuSerp
CTCTETCAC

roTererysA:gTyrIlese:TrprsLeuT:pTrpLeuGlnTerheLeu

CATATTACAAGE

GCTATATCAGCTGGTGCTTGTGGTGGCTTCAGTATTTTC

GAGACAGIGGIATAATGTTCGCGATATAGTCGACCACGAACACCACCGAAGTCATAAAAG

ThrArgValGluAlaGlnL

TGACCAGAG

ACTGGTCTCACCTTCGE

TGGAAGCGCAAC

euHisValTrpIleProProLeuAanalArgGlyGlVArg
TGCACGTGTGGATTCCCCCCCTCAACGTCCGAGGGGQ&C

GTTGACGTGCACACETAAGGGGGGGAGTTGCAGGCTCCCCCCG

AspAlaValIleLeuLeuMetCysAlaValHisProTh:LeuvalPheAspIleThrLys

GCGACGCTIG

CGCTGCGaC

T

CATCTTACTCATGTGTGCTGTACACCCGACTCTGGTAITTGACATCACCA
GTAGAAIGAGTACACACGACATGTGGGCTGAGACCATAAACTGTAGTGGT

LeuLeuLeuAlaValPheG

AATTGCTGS
TTAACGACG

IGGCCETCTTCG
ACCGECAGAAGT

lyProLeuTrleeLeuGlnAla
GACCCCTTTGGATTCTTCAAGCCAG
CTGGGGAAACCTAAGAAGTTCGGTC

FIG. 46-2
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1 bis 15e

GlyCysPrcGluA:gLeuAlaSerCysArgP:pLeurh:AspPheAspGlnGlyTrpGl:
CAGGCTGICCTGAGAGGCTAGCCAGCTGCCGACCCCTTACCGATTTTGACCAGGGCTGGG
GTCCGACAGGACTCTCCGATCGGTCG‘CGGCTG

,SerGlyProAspGlnArgPrcTerysTrpHisryr?rc
GCCC:ATCAGITATGC "CGGAAGCGGCCCCGACCAGCGCCCCTACTGCIGGCACTACC
CGGGAIAGICAATACGGITGCCTICGCCGGG weletet

PrcLysPrcCysGlyrleValPrcAlaLysServalesGlyPrcValTerysPheTh:
CCCCAAAACCTTGCGGTAITGTGCCCGCGAAGAGTGIGIGTGGTCCGGTATATTGCITCA
G 2 T CACACACACCAGGCCATATAAC JAGT

ProserProValValvalGlyTh:ThrAspArése:GlyAlaPraThrTyrSerTrpGl
CTCCCAGCCCCGTGGIGGIGGGAACGACCGACAGGTCGGGCGCGCCCACCIACAGCTGGG
GAGGGTCGGGGCACCACCACCCTTGCTGGCIGTCCAGCCCGCGCGGGTGGATGTCGACCC

GlyCysTh:TrpMetAsnSerTh:GlyPheThrLysValesGlyAlaPrcPrcCYSVal
TCGGTTGTACCTGGATGAACTCAACTGGATTCACCAAAGTGTGCGGAGCGCCTCCTTGTG
AGCCAACATGGACCZACTTGAGTTGACCI

AAGTGGITTCACACGCCICGCGGAGGAACAC
IleGlyGlYAlaGlyAsnAsnTh.

*LeuHisCysPrcTﬁfAspcysPheArgLysHisPro
TCATCGGAGGGGCGGGCAACAACACCCIGCACIGCCCCACTGATTGCTTCCGCAAGCATC
AGTAGCCICCCCGCCCGTTGTTGTGGGACGTGACGGGGIGACTAACGAAGGCGT?C TaG
AspAlaTh:TyrSerAngysGlySe:GlyPrcszIleThrProArgCysLeuValAsp
CGGACGCCACATACTCICGGIGCGGCICCGGTCCCTGGATCACACCCAGGTGCCIGGTCG
GCCTGCGGIGTAIGAGAGCCACGCCGAGGCCAGGGACCTAGTGIGGGTCCACGGACCAGC
’I’yr?rc:'1‘§rr:-\..rgl:ev.fl‘l-::Eﬁ.s’::y::?rcC:ys‘J’:h.r:Il*a.ﬂ.srx'!:‘yr:‘I‘h:-I:'.e;Phe.z.-ysIl-‘a
ACIACCCGTATAGGCTTTGGCATTAICCTTGTACCAECAACIACACCAIAITTAAAAICA
TGATGGGCAIATCCGAAACCGTAATAGGAACATGGTAGTTGATGIGGIATAAATTTTAGT

MetTﬁValGlyGlyValGluHisA:‘gLeuGluAlaAlaCysAsnTrpTh:ArgGlYGlu
A TG T ACGTCaGAGEEETCOAACE

CAGGCTGGAAGCTGCCTGCAACTGGACGCGGGGCG
CCTACAIGCACCCTCCCCAGCTTGIGTCCGACCITCGACGGACGITGACCIGCGCCCCGC

ArgCysAspLeuGluAspArgAspArgse:GluLeuserPraLeuLeuLeuTh:Th:Thr
AACGIIGCGATCTGGAAGACAGGGACAGGTCCGAGCICAGCCCGITACIGCTGACCACTA
TTGCAACGCTAGACCTTCTGTCCCTGTCCAGGCTCGAGICGGGCAATGACGACIGGTGAT
GlnTrpGanalLeuPrcCysSe:PheThrTh:LeuProAlaLeuSerTh:GlyLeuIle
CAGTGGCAGGTCCTCCCGTGTTCCTTCACAACCCIACCAGCCTTGTCCACCGGCCTCA
GTGTCACCGTCCAGGAGGGCACAAGGAAGTGTTGGGATGGTCGGAACAGGTGGCCGGAGT

HisLeuHisGlnAsnileValAspValGlnTereuT
TcCACCICCACCAGAACATIGIGGACGIGCAGTAC

¥IGlyValGlySerSaerIleala
AGG'I’GGAGGIGGTCTTGTAACACC‘:GCACG TCAT

TTGTACGGGGTGGGGTCAAGCATCG
GAACATGCCCCACCCCAGTTCGIAGC

Se:T:pAlaIleLysTrpGluTyrvalVa T : g
TTAAGTGGGAGTACGICGTTCTCCTGTTCCTTCTGCTT”CAGACGCGC
GCAGGACCCGGTAATT G

ValesserCysLeuTrpMetMetLeuLeuIleSerGlnAlaGluAlaAlaLeuGluAsn
GCGTCTGCTCCTGCTTGTGGATGATGCTACTCATATCCCAAGCGGAGGCGGCTTTGGAGA
CGCAGACGAGGACGAACACCTACTACGATGAGTATAGGGTTCGCCTCCGCCGAAACCTCT
LeuValIlaLeuAsnAlaAlaSerLeuAlaGlyThrSisGlyLeuVaLSerPheLeuVal
ACCTCGTAATACTTAATGCAGCATCCCTGGCCGGGACGCACGGTCTTGTATCCTTCCTCG
TGGAGCATTATGAAITACGTCGTAGGGACCGGCCCIGCGTGCCAGAACATAGGAAGGAGC
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PhePheCysPheAlaTrpTereuLysGlyLysTrpValPrcGlyAlavalTerthhe
TGTTCITCTGCTTTGCATGGTATTTGAAGGGIAAGIGGGIGCCCGGAGCGGICTACACCT
ACAAGAAGACGAAACGIACCATAAACTTCCCATTCACCCAC "CCTCGCCAGATGTGGA

TyrGlyMetrrpProLeuLeuLeuLeuLeuLeuAlaLeuPrcGlnArgAlaTyrAlaLeu
TCTACGGGATGTGGCCTCTCCTCCTGCTCCTGTTGGCGITGCCCCAGCGGGC

GTACGCGE
AGATGCCCTACACCGGAGAGGAGGACGAGGACAACCGCAACGGGGTCGCCCGCATGCGCG

AspThrGlthlAlaAlase:CysGlyGlyvalvalLeuvalGlyLeuMetAlaLeuThr
TGGACACGGAGGTGGCCGCGICGTGTGGCGGTGTTGTTCTCGTCGGGTTGATGGCGCTGA .
ACCTGTGCCTCCACCGGCGCAGCACACCGCCACAACAAGAGCAGCCCAACTACCGCGACT

LeuserP:oTyrryzLysArgTyrIleSerTrpCysLeuTrpTrpteuGlnTerheLeu
CICIGTCACCAIATIACAAGCGCTATATCAGCTGGIGCTTGTGGTGGCTTCAGTATTTTC

GAGACAGTGGTATAATGTTCGCGAIATAGTCGACCACGAACACCACCGAAGTCATAAAAG

ThrArgValGluAlaGlnLeuHisValTrpIleProProLeuAanalArgGlyGlyArg
TGACCAGAGTGGAAGCGCAACTGCACGTGTGGATTCCCCCCCTCAACGTCCGAGGGGGGC
ACTGGTCTCACCTICGCGITGACGTGCACACCTAAGGGGGGGAGTTGCA GCICCCecee

AspAlavalzleLeuLeuMetCysAlaValHisPrcThrLeuValPheAspIler rLys
GCGACGCCGTCATCTTACTCATGTGTGCTGTACACCCGACTCTGGTATTTGACATCACCA
CGCTGCGGCAGTAGAATGAGZACACACGRCATGTGGGCTGAGACCATAAACTGTAGTGGT

LeuLeuLeuAlaValPheGlyPrcLeuTrpIleLeuGlnAlaSerLeuLeuLysValPrc
AATTGCTGCTGG GGTCTTCGGACCCCTTTGGATTCTTCAAGCCAG -.GCITAAAGTAC
TTAACGACGACCGGCAGAAGCCIGGGGAAACCIAAGAAGTTCGGTCAAA

ACGAATTTCATG
TerheValArgValGlnGlyLeuLauArgPheCysAlaLeuAlaAszysMetIleGly
CCTACTTTGTGCGCGTCCAAGGCCTTCTCCGGTTCTGCGCG

TTAGCGCGGAAGATGATCG
GGATGAAACACGCGCAGGTTCCGGAAGAGGCCAAGACGCGCAATCGCGCC

IICracTage
GlyHisTeralGlnMetvalIleT7a*ysLeuGlyAlaLeuThrGl

Ilar, YThrTyzvalTye
GAGGCCATTACGTGCAAAIGGTCATCATTAAGITAGGGGCGCITACTGGCACCTATGTTT
CTCCGGTAAIGCACGTTTACCAGIAGTAATTCAATCCCCG

CGAATGACCGTGGATACAAA
AanisLeuThrPrcLe

uArgAspTrpAlaHisAsnGlyLeuA:gAspLeuAlaValAla
ATAACCATCTCACTCC“’TTCGGGACTGGGCGCACAACGGCTTGCGAGATCTGGCCGTGG
EATTGGTAGAGTGAGGAGAAGCCCTGACCCGCGTGTTGCCGAACGCTCZAGACCGGCACC

ValGluPrcValvalPheSerGlnMetGluTh:LysLeuIleThrTrpGlyAlaAspThr
CTGTAGAGCCAGTCGTCTTCTCCCAAATGGAGACCAA

GCTCATCACGTGGGGGGCAGAIA
GACATCTCGGIC%GCAGBAGAGGGTTIACCTCTGGTTCGAGTAGIGCACCCCCCGTCTAT
AlaAlaCysGlyAspIleIleAsnGlyLeuPrcValSer aArcArgGlyA:gGluIle
CCGCCGCGTGCGGTGACATCATCAACGGCTTGCCTG

AlaArg
TTTCCGCCCGCAG GCCEGGAGA
GGCGGCGCACGCCACTGIAGTAGTTGCCGAACGGACAAAGGCGGGCGTCCCCGGCCCTCT

AlaTyrAlaGlnGlnThrArgGlyLeuLeuGlyCysIleIleTh:SerLeurhrGlyArg
CGGCGTACGCCCAGCAGACAAGGGGCCTCCTAGGG"GCA CACCAGer TGGC

+GCATAAT
GCCGCATGCGGGTCGTCTGTTCCCCGGAGGATCCCACGTATTA
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TCGCGTCACCCAAGGGTCCIGTCATCCAGATGTATA

CCAATGTAGACCAAGACCTTGTGG
AGCGCAGTGGGTTCCCAGGACAGTAGGTCTACATA

TGGTTACATCTGGITCTGGAACACC

Trp?roAlaPrcGlnGlySerArgSerLeuThrProCysTh:CysGlySerSerAspLeu
GCTGGCCCGCICCGCAAGGIAGCCGCTCATTGACACCCIGCACTTGCGGCICCTCGGACC
CTGIGGGACGTGAACGCCGAGGAGCCTGG

TereuValThrA:gHisAlaAspValIlePrcValArgArgArgGlyAspSerArgGly
TTTACCTGGTCACGAGGCACGCCGATGTCATTCCCGTGCGCCGGCGGGGTGATAGCAGGG
AAAIGGACCAGTGCICCGIGCGGCTACAGTAAGGGCACGCGGCCGCCCCACTATCGICCC

SerLeuLeuSe:ProArgProIleSerTereuLysGlySerSerGlyGlyPrcLeuLeu
GCAGCCTGCIGICGCCCCGGCCCATTTCCTACTTGAAAGGCICCTC G

TCCGCTGT
CGTCGGACGACAGCGGGGCCGGGTAAAGGATGAACTTTCCGAGGAGCCCCCCAGGCGACA

CysPrcAlaGlyHisAlaValGlyIlePheArgAlaAlaVElesThrArgGlyValAla
TGIGCCCCGCGGGGCACGCCGTGGGCATATT*’GGGCCGCGGIGTGCAC

-\

CACGGGGCGCCCCGTGCGGCACCCGTATAAAICCCGGCGCCACACGTC

:GGCACCTCACE
LysAlaValAspPheIleProValGluAsnLeuGluThrTh:hetArgSe:PrcValPhe~—
CTAAGGCGGTGSACITTATCCCTGTGGAGAACCIAGAGACAACCATGAGGTCCCCGGTGT
GATTCCGCCACCTGAAATAGGGACACCICTTGGATCTCTGTTGGIACTCCAGGGGCCACA

TthspAsnsezSerProPrcValValPrcGlaserPheGanalAlaHisLeuHisAla
TCACGGATAACTCCTCICCACCAGTAGTGCCC ’GAGCTTCCAGGIGGCICACCTCCATG
AGTGCCTATTGAGGAGAGGIGGICATCACGGGGTCTCGAAGGTCCACCGAGTGGAGGTAC

ProThrgl

ySe:GlyLysse:rhrLysValProAlaAlaTyrAlaAlaGlnGlyTerys
CTCCCACAGGCAGCGG’ GCACCAAGGTCCCGGCTGCAIAIGCAGCTCAGGGCTATA
GAGGGTGTCCGICGCCGITTTCGTG‘ C

ValLeuValLeuAsnProserValAlaAlaTh_

AlaHisGlyIleAspPrcAsnIle. gTh:GlyValArgThrIleTh:Th:GlySerP:o
AGGCTCATGGGATCGAICCTAACATCAGGACCGGGGTGAGAACAA?TACCACTGGCAGCC
TCCGAGIACCCIAGCTAGGATTGTAGTCCTGGCCCCACTCTTGTTAATGGIGACCGTCGG

IleThrTyrSe:ThrTyrGlyLysPheLeuAlaAspGlyGlyCysSerGlyGlYAlaT?r
CCATCACGTACTCCACCTACGGCAAGTTCCTTGCCGACGGCGGGIGCTCGGGGGGCGC
GGTAGTGCATGAGGIGGATGCCGTTCAAGGAACGGCTGCCGCCCACGAGCCCCCCGCGAA

AspIleIleIleCysAspGluCysHisSe:ThrAspAlaThrSerIleLeuGl
ATGACAY TAATTTGTGACGAGTGCCACICCA

yIleGly
TACTGTATIAITnAACACTGCTCACGG

CGGATGCCACATCCAICTTGGGCATCG
TGAGGIGCCTACGGTGTAGGTAGAACCCGTAGC

ThrvalLeuAspGlnAlaGluThrAlaGlyAlaArgLeuvalvalLeuAlarh:AlaThr
GCACTGTCCTTGACCAAGCAGAGACTGCGGGGGCGAGACTGGITGTGCTCGCCACCGCCA
CGTGACAGGAACIGGTTCGTCTCTGACGCCCCCGCICTGACCAACACGAGCGGTGGCGGT

PrcPrcGlySerValThrValPrbHisPrcAsn
ccccmccssccrcccrcacrsrGccc

GGGGAGGCCCGAGGCAGTGACACGGG

GlyGluIlePrcPheTyrGlyLysAlaIleP:oLeuGluValIleLysGlyGlyArgHis
CCGGAGAGATCCCTTTTTACGGCAAGGCTATCCCCCTCGAAGTAAICAAGGGGGGGAGAC
TGCCGTTCCGAIAGGGGGAGCTTCATTAGTTCCCCCCCTCTG

LeuIlePheCysHisSerLysLysLysCysAsnGluLeuAlaAlaLysLeuValAlaLeu
ATCTCATCTTCTGTCATTCAAA

GAAGAAGTGCGA&GAACTCGCCGCAAAGCTGGTCGCAT
TAGAGTAGAAGACAGTAAGTTTCTTCTTCACGCTGCTTGAGCGGCGTTTCGACCAGCGTA

GlyIleAsnAlaValAlaTeryrArgGlyLeuAspValserValIleProTh:SerGly
TGGGCATCAATGCCGTGGCCTACTACCGCGGICTTGACGTGTCCGTCATCCCGACCAGCG

GCAGTAGGGCTGETCGE

IleGluGluValAlaLeuSerThrThr
CATCCCAACATCGAGGAGGTTGCTCTGTCCACCA
GTAGGGTTGTAGCTCCTCCAACGAGACAGGIGGT
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AspValvalvalValAlaThrAspAlaLeuMetThrGlyTerhrGl?AspPheAspSer
GCGATGTTGTCGTCGTGGCAACCGATGCCCTCATGACCGGCTATACCGGCGACTTCGACT
CGCTACAACAGCAGCACCGTTGGCTACGGGAGTACTGGCCGATATGGCCGCTGAAGCTGA

ValIleAsprsAsnThrCysValThrGlnTthElAspPheSerLeuAspProThrPhe
CGGTGATAGACTGCAATACGTGTGTCACCCAGACAGTCGATTTCAGCCTTGACCCTACCT
GCCACTATCTGACGTTATGCACACAGTGGGTCTGTCAGCTAAAGTCGGAACTGGGATGGA

ThrIleGluThrIleThrLeuPrcGlnAspAlavalSerArgThrGlnArgArgGlyArg
TCACCATTGAGACAATCACGCTCCCCCAGGAIGCTGTCTCCCGCACTCAACGTCGGGGCA
AGTGGTAACTCTGTTAGTGCGAGGGGGTCCTACGACAGAGGGCGTGAGTTGCAGCCCCGT

ThrGlyArgGlyLysProGlyIleTy:ArgPheValAlaProGlyGluArgProSerGly
GGACTGGCAGGGGGAAGCCAGGCATCTACAGAITTGTGGCACCGGGGGAGCGCCCCTCCG
CCTGACCGTCCCCCTTCGGICCGIAGATGTCTAAACACCGTGGCCCCCTCGCGGGGAGGC

MetPheAspSerSe:ValLeuchGluCysTyrAspAlaGlyCysAlaTrpTyrGluLeu
GCATGTTCGACTCGTCCGTCCTCTGTGAGTGCTATGACGCAGGCTGTGCTTGGTATGAGC
CGTACAAGCTGAGCAGG'-GGAGACACTCACGATACTGCGTCCGACACGAACCATACTCG -

ThrProAlaGluThrThrValArgLeuArgAlaTeretAsnThrProGlyLeuPrcVal
TCACGCCCGCCGAGACTACAGTIAGGCTACGAGCGTACATGAACACCCCGGGGCTTCCCG
AGTGCGGGCGGCTCTGATGTCAATCCGATGCTCGCATGTACTTGTGGGGCCCCGAAGGGC

CysGlnAspHisLeuGluPheTrpGluGlyValPheTh:GlyLeuThrHisIlaAspAla
TGTGCCAGGACCATCTTGAATTTTGGGAGGGCGTCTTTACAGGCCTCACTCATATAGATG

ACACGGTCCTGGTAGAACTIAAAACCCTCCCGCAGAAATGTCCGGAGTGAGTATATCTAC

HisPheLeuse:GlnThrLysGlnSerGlyGluAsnLeuPrcTereuValAlaTyrGln
CCCACTTTCIAICCCAGACAAAGCAGAGTGGGGAGAACCTTCCTTACCTGGTAGCGTACC
GGGTGAAAGATAGGGTCTGTTTCGTCTCACCCCTCTTGGAAGGAATGGACCATCGCATGG

AlaThrValesAlaArgAlaGlnAlaP:oPrcProse:T:pAspGlnM
AAGCCACCGTGTGCGCTAGGGCTCAAGCCCCTCCCCCATCGTG
TTCGGTGGCACACGCGAICCCGAGTTCGGGGAGGGGGTAGCAC

etTrpLysCys
GGACCAGATGTGGAAGT
CCTGGICTACACCTTCA

LeuIleAszeuLysPrcThrieuHisGlyProThrProLeuLeuryrArgLeuGlyAla
GTTTGATTCGCCTCAAGCCCACCCTCCATGGGCCAACACCCCTGCTATACAGACTGGGGG
CAAACTAAGCGGAGTTCGGGTG 'AGGTACCCGGTTGTGGGGACGATATGTCTGACCCGC

ValGlnAsnGluIleThrLeuTh:HisProVélThrLysTyrIleMetThrCysMetSer
CTGTTCAGAATGAAATCACCCTGACGCACCCAGTCACCAAATACATCATGACATGCATGT

GACAAGTCTTACTTTAGTGGGACTGCGTGGGTCAGTGGTTTATGTAGTACTGTACGTACA
AlaAspLeuGluValValThrserThrTrpvalLeuValslyGlyValLeuAlaAlaLeu

CGGCCGACCTGGAGGTCGTCACGAGCACCTGGGTGCTCGTTGGCGGCGTCCTGGCTGCTT

GCCGGCTGGACCICCAGCAGTGCTCGTGGACCCACGAGCAACCGCCGCAGGACCGACGAA

AlaAlaTerysLeuserThrGlyCysValValIleValGIyArgVa1ValLeuserGlY
TGGCCGCGTATTGCCTGTCAACAGGCTGCGTGGTCATAGTGGGCAGGGTCGTCTTGTCCG
ACCGGCGCATAACGGACAGTTGTCCGACGCACCAGTATCACCCGTCCCAGCAGAACAGGC

LysPrcAlaIleIleProAspArgGluValLeuTyrArgGluPheAspcluMetGluGlu
GGAAGCCGGCAATCATACCTGACAGGGAAGTCCTCTACCGAGAGTTCGATGAGATGGAAG

LysAlaLeuGlyLeuLeuGlnThrAlaserArgGlnAlaGluValIleAlaProAlaval
AGAAGGCCCTCGGCCTCCTGCAGACCGCGTCCCGTCAGGCAGAGGTTATCGCCCCTGCTG
TCTTCCGGGAGCCGGAGGACGTCTGGCGCAGGGCAGTCCGTCTCCAATAGCGGGGACGAC

GlnThrAsnTrpGlnLysLeuGluThrPheTrpAlaLysHi;MetTrpAsnPheIleSer

FIG. 47-4
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TCCAGACCAACTGGCAAAAACTCGAGACC?TCIG”””GAAGCATATGTG
AGGTICTGG

GGC GAACTTCATCA
uTlGACCGTTTTTGAGCTCTGGAAGACCCGCTTCGIATACACCTTGAAGTAGT

GlyIleGlnTereuAlaGlyLeuserThrLeuProGlyAsnPrcAlaIleAlaSerLeu
GTGGGATACAATACiTGGCGGGCITGTCAACGCIGCCTGGTAACCCCGCCATTGCTTCAT
CACCCTAIGTTATGAACCGCCCGAACAGTTGCGACGGACCATTGGGGCGGIAACGAAGTA

MetAlaPheTh:AlaAlaValTh:SerProLeuThrThrSerGlnThrLeuLeuPheAsn
TGAIGGCTTTTACAGCTGCTGTCACCAGCCCACTAACCACIAGCCAAACCCTCCICTTCA
ACIACCGAAAATGTCGACGACAGTGGTCGGGTGATTGGTGATCGGITTGGGAGGAGAAGI :

IleLeuGlyGlyTrpValAlaAlaGlnLeuAlaAlaPrcGlyAlaAlaThrAlaPheVal
ACATATTGGGGGGGTGGGTGGCTGCCCAGCICGCCG” c

LCCCCGGTGMCGCIACTGCCTTTG

TGIATAACCCCCCCACCCACCGACGGGICGAGCGGCGGGGGCCACGGCGATEACGGAAAC

GlyAlaGlyLeuAlaGlyAlaAlaIleGlyservalGlyLeuGlyLysvalLeuIleAsn
CGCTGGCTTAGCTGGCGCCGCCATCGG

CAGTGTTIGCEACTG TCCTCATAG
Accccccxccmrcsaccscc;scss:mccszcamccmaccccmccac;saemrrc

IleLeuAlaGlyTyrGlyAlaGlyValAlaGlyAlaLeuva
ACATCCTTGCAGGGTATGGCGCGGGCGTGGCGG

lAlaPheLysIleMetSezf
TGTAGGAACGTCCCATACCGCGCCCGCACCGC

GAGCTCTTGTGGCATTCAAGATCATGA
CCTCGAGAACACCGTAAGTTCTRGTACT

GlyGluValPrcSerThrGluAspLeuValAsnLauLeuPrcAlaIleLeuSerP:cGl
GCGGIGAGGICCCCICCACGGAGGACCTGGTCAATCTACTGCCCGCCATCCTCTCGCCCG
CGCCACTCCAGGGGAGGTGCCTCCTGGACCAGITAGATGACGGGCGGIAGGAGAGCGGGC

GlyAlaValGlnTrpMetAsnArgLeuIleAlaPheAlaSe:ArgGlyAanisValse:
AGGGGGCAGIGCAGTGGATGAACCGGCTGATAGCCITCGCCTCCCGGGGGAACCATGTTI
TCCCCCGTCACGICACC!ACTTGGCCGACIAICGGAAGCGGAGGGCCCCCTIGGTACAAA

'PrcThrHisTy:ValProGluSe:AspAlaAlaAlaArgValThrAlaIleLeuSe:Ser
CCCCCACGCACTACG$GCCGGAGAGCGAIGCAGC"

LeufhrvalThrGlnLeuLeuArgAqueuHisGlnT:;IleSerSerGluCysThrThr
GCCTCACTGTAACCCAGCTCCTGAGGCGACTGCACCAGTGGATAAGCTCGGAGTGTACCA
CGGAGTGACAITGGGTCGAGGACTCCGCTGACGTGGTCACCTATTCGAGCCICACATGGT

ProCysSe:Glyse:TrpLequgAspIleTrpAspTrpIléCysGluValLeuSerAsp
CTCCATGCTCCGGTTCCIGGCTAAGGGACATCTGGGACTGGATATGCGAGGTGTTGAGCG
GAGGIACGAGGC

PheLys’fhrTrpLeuLysAlaLysLeuMetPrOGlnLeuPrcGlyIlePrcPheValSer
ACTTTAAGACCTGGCT GCTAAGCTCATGCCACAGCTGCCTGGGAICCCCI’TTGTG‘I’
GG A G AT T TG AT A TA IO ACGGACCCTAGGSGAAACACA

CysGlnArgGlyTerysGlyValTrpArgValAs
CCTGCCAGCGCGGGTATAAGGG

CGGCATCATGCACACTCG»TGCC
GGACGGTCGCGCCCATATTCCCCCAGACCGCICACCTG C

CysGlyAlaGluIleThrGlyHisValLysASnGly’rhrM.etArgIle.ValGlyPr
A IGGAGCTGAGATCACT G A,

CGGGACGATGAGGATCGTCGGTCCTA
TGACACCICGACTCTAGTGACCTGIACAGTTTTTGCCC

IGCTACTCCTAGCAGCCAGGAT
TbréysA.rgAmﬂetTrpSezGly‘l‘h.r?heProIle.ﬂ.snAlaTyr'z'nr’I‘h:GlyPrGCy‘S
GGACCTGCAGGAACATGTGGAGTGGGACCTTCCCCATTAATGCCTACACCACGGGCCCCI
cc:rcs.xcc:ccm;mcaccmacccmmsscgrmrmccmrcmsmcccsm

Tyz e eAlaLeuTrpArgVaISerAlaGluGluTyr
GTACCCCCCTTCCIGCGCCGAACIACACGITCGCGCIATGG

AGGGTGTCTGCAGAGGAAT
CATGGGGGGAAGGACGCGGCITGAIGTGCAAGCGCGAIAFCTC;CACAG

ACGTCTCC:TA
FIG. 47-5
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ValGluIleArgGanalGlyAspPheHisTeralThrGlyMetThrThrAspAsnLeu
ATGTGGAGATAAGGCAGGTGGGGGACTTCCACTACGTGACGGGTAIGACTACTGACAATC
TACACCTCTATTCCGTCCACCCCCTGAAGGTGATGCACTGCCCATACTGATGACTGTTAG

HisArgPheAlaProPrcCysLysProLeuLeuArgGluGluValser?heArgValGly

TACATAGGTTTGCGCCCCCCTGCAAGCCCTIGCTGCGGGAGGAGGTATCATTCAGAGTAG
ATGTATCCAAACGCGGGGGGACGTTCGGGAACGACGCCCTCCTCCATAGTAAGTCTCATC

LeuHisGluTerroValGlyserGlnLeuPrcCysGluPrcGiuProAspValAlaVal
GACTCCACGAATACCCGGTAGGGTCGCAATTACCTTGCGAGCCCGAACCGGACGTGGCCG
CTGAGGTGCTTATGGGCCATCCCAGCGTTAATGGAACGCTCGGGCTTGGCCTGCACCGGC

A 3a leT aAlaGlyArgArgLeu
TGTTGACGTCCATGCTCACTGATCCCTCCCAIATAACAGCAGAGGCGGCCGGGCGAAGGT

ACAACTGCAGGTACGAGTGACTAGGGAGGGTAIATTGTCGTCTCCGCCGGCCCGCTTCCA -

AlaArgGlySe:ProProse:valAlaSerSe:SerAlaSerGlnLeuSerAlaPrcSer
TGGCGAGGGGATCACCCCCCTCTGTGGCCAGCTCCTCGGCTAGCCAGCTAWCCGCTCCAT
ACCGCICCCCTAGTGGGGGGAGACACCGGTCGAGGAGCCGATCGGTCGA”AGGCGAGGTA

LeuLysAlaThrCysThrAlaAanisAspse:PrcAspAlaGluLeuIleGl aisn
CTCTCAAGGCAACETGCACCGCTAACCATGACTCCCCTGATGCTGAGCTCATAGAGGCCA
GAGAGETCCGT‘ AACGTGGCGATTGGTACTGAGGGGACTACGACTCGAGIATCTCCGGT

LeuLeuTrpArQGlnGluMetGlyGlyAsnIleThrArgValGluSe:GluAsnLysVal
ACCTCCTATGGAGGCAGGAGATGGGCGGCAACATCACCAGGGTTGAGTCAGAAAA

G
TGGAGGATACCTCCGTCCTCIACCCGCCGTTGIAGTGGTCCCAACTCAGTCTTTTGTTTC

ValIleLeuAspSerPheAspProLeuValAlaGluGluAspGluArgGluIleServal
TGGTGATTCTGGACTCCITCGATCCGCTTGTGGCGGAGGAGGACGAGCGGGAGATCTCCG
ACCACTAAGACCTGAGGAAGCTAGGCGAACACCGCCTCCTCCTGCTCGCCCTCTAGAGGC

PrcAlaGluIleLeuArgLysSerArgArgPheAlaGlnAlaLeuProValTrpAlaArg
TACCCGCAGAAATCCTGCGGAAGTCTCGGAGATTCGCCCAGGCCCTGCCCGTTTGGGCGC
ATGGGCGTCITTAGGACGCCITCAGAGCCTCIAAGCGGGTCCGGGACGGGCAAACCCGCG

ValHisGlyCysPrcLeuProPrcPrcLysSerPrcPrevalProProProA:g
TGGTCCATGGCTGTCCGCTTCCACCTCCAAAGTCCCCTCCTGTGCCTCCGCCTCGGAAGA
ACCAGGTACCGACAGGCGAAGGIGGAGGTTTCAGGGGAGGACACGGAGGCGGAGCCTTCT

ArgThrValvalLeuThrGlUSerThrLeuSerThrAlaLeuAlaGluLeuAlaThIArg
AGCGGACGGTGGTCCTCACTGAATCAACCCTATCTACTGCCTTGGCCGA
™,

GCAGCTCCTCAACTTCCGGCATTACGGGCGACAATACGACAACATCETCTG
CTTCGAAACCGTCGAGGAGTTGAAGGCCGTAATGCCCGCTGTTATGCTGTTGTAGGAGAC

ProAlaProSerGlyCysProProAspserAspAlaGluSerTyrSerSerMetPrcPro
AGCCCGCCCCTTCTGGCTGCCCCCCCGACTCCGACGCTGAGTCCIATTCCTCCATGCCCC
TCGGGCGGGGAAGACCGACGGGGGGGCTGAGGCTGCGACTCAGGATAAGGAGGTACGGGG

LeuGluGlyGluPrcGlyAspPrcAspLeuSerAspGlyserT:pSerThrvalSerSer
CCCTGGAGGGGGAGCCTGGGGAICCGGATCZTAGCGACGGGTCATGGTCAACGGTCAGTA
GGGACCTCCCCCTCGGACCCCTAGGCCTAGAATCGCTGCCCAGTACCAGTTGCCAGTCAT

GluAlaAsnAlaGluAspValValesCysserMetSe;TyrSezTrpThrGlyAlaLeu

FIG, 47-6
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GTGAGGCCAACGCGGAGGAIGTCGTGTGCTGCTCAATGTCTTACTCTTGGACAGGCGCAC
CACTCCGGTTGCGCCICCTACAGCACACGACGAGTTACAGAATGAGAACCTGTCCGCGTG

ValThrPrcCysAlaAlaGluGluGlnLysLeuProIleAsnAlaLeuSerAsnSerLe
TCGTCACCCCGTGCGCCGCGGAAGAACAGAAACIGCCCATCAATGCA
G

CTAAGCAACTCGT
CAGTGGGGCACGCGGCGCCTTCTTGTCTTTGACGGGTAGTTACGTGATTCGTTGAGCA

ValLysAlaAlaAlaSerLysValLysAlaASnLeuLeuserValGlu
AGGTTAAAGCAGCGGCGTCAAAAGTGAAGGCTAACTTGCTATCCGTAGAGGAAGCTTGCA
TCCAATTTCGTCGCCGCAGTTTTCACTTCCGATTGAACGATAGGCATCTCCTTCGAACGT

LeuThrP:oProHisserAlaLysSerLysPheGlyTyrGlyAlaLysAspValArgCys
GCCTGACGCCCCCACACT ‘GCCAAATCCAAGTTTGGTTATGGGGCAAAAGACGTCCGTT
CGGACTGCGGGGGTGIGAGTCGGITTAGGTTCAAACCAATACCCCGTITTCTGCAGGCAA

HisAlaA:gLysAlaValTh:HisIlaAsnSerValTrpLysAspLeuLeuGluAspAsn
GCCAIGCCAGAAAGGCCGTAACCCACATCAACTCCGTGTGGAAAGACCTTCTGGAAGACA
CGGTACGGTCTTTCCGGCATTGGGTGTAGTTGAGGCACACCTTTCTGGAAGACCTTCTGT

ValThrBroIleAspThrThrIleMetAlaLysAsnGluValPheCysValGlnPrcGlu
ATGTAACACCAATAGACACTACCATCATGGCTAAGAACGAGGTTTTCTGCGTTCAGCCTG
TACATTGTGGTTATCTGTGA?GGTAGTACCGATTCTTGCTCCAAAAGACGCAAGTCGGAC

LysGlyGlyAIgLysPrcAlaArgLeuIleValPheProAspLeuGlyValA:gVales
AGAAGGGGGGTCGTAAGCCAGCTCGTCTCATCGTGTTCCCCGATCTGGGCGIGCGCGTGT
TCTTCcCCCCAGCAITCGGTCGAGCAGAGTAGCACAAGGGG“"

GluLysMetAlaLeuTyrAspValValThrLysLeu?rcLeuAlavalMetGlySerSer
GCGA2AAG TGGCTTTGTACGACGTGGTTACAAAGCTCCCCTT

A GGCCGTGATGGGAAGCT
CGCTTTTCTACCGAAACATGCTGCACCAATGTTTCGAGGGGAACCGGCACIACCCTTCGA

TCGTGCAAGCGTGGAAGT
GGATGCCTAAGGTTAIGAGTGGTCCTGTCGCCCAACTTAAGGAGC&CGTTCGCACCTTCR

SerAspneArgThrGluGluAlaIleTyrGlnCysCysAs
AGAGCGACATCCGTACGGAGGAGGCAA’I‘CTACCAATG
rcrcscrcmcsc:amccrccrccsrmcsarc

PLeuAspProGlnalanr
TTGTGACCTCGACCCCCAAGCCC
GTTACAACACTGGAGCTGGGGGITCGGG

ValAlaIleLysSerLeuTh:GluArgLeuTeralGlyGlyProLeuThrAsnSerArg
GCGTGGCCAICAAGTCCCTCACCGAGAGGCTTTATGTTGGGGGCCCTCTTACCAATTCAA
CGCACCGGTAGTTCAGGGAGTGGCTCTCCGAAATACAACCCCCGGGAGAATGGITAAGTT

GlyGluAanysGlyTyrArgArgCysArgAlaSerGlyvalLeuThrThrserCysGly
GGGGGGAGAACTGCGGCEATCGCAGGTGCCGCGCGAGCGGCGTACT

GACAACTAGCTIGTG
CCCCCCTCTTGACGCCGATAGCGTCCACGGCGCGCTCGCCGCATGACTGTTGAICGACAC

AsnThrLeuThrCysTyrIleLysAlaArgAlaAlaCysArgAlaAlaGlyLeuGlnAsp
GTAACACCCTCACTTGCTACATCAAGGCCCGGGCAGCCTGTCGAGCCGCAGGGCTCCAGG
CATTGTGGGAGTGAACGATGTAGTTCCGGGCCCGTCGGACAGCTCGGCGTCCCGAGGTCC
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gIyrSerAlapropeg -

uuACGCGGCGAGCCTGAGAGCCTTCACG’ CCAGuIACTCCGCCCCCE

TCCTCCTGCGCGGCTCGGACTCTCGGAAGTGCCTCCGAIACTG» Cielele crleled
GlyAspProPrcGlnProG’

se::Va.lAlaHisAspGlyAlaGlyLysArgValT?rTy::.euThrl\.rgAspPrch:Th:'
TGICASTCGCCCACGACGGCGC GGG

CTCACCCETGACCD
-ACAGICAGCGGGTGCTGCCGCGACC!TTCTCCCAGAIGAIGGAGTGGG

pmzemaa:guauam:pclurm-uaArgaism:vamsnserr:p:eucly
CCCCCCTCRCeARAGETeCE mm%rmcmm
& ~~~Accccmcmcsacccacccmcmrccmcmm

STCAGTTAAGGACCEATC
AsnIleIle.MetPheuaPrcTh:LeuTrpAla.ArgMStIleZeUMetTh:HisPhePhe
GCAACATAAT TTTGCCCCCACACTGTGGGCGAGG TGACCCATTTCT
CGTTGTATTAGIACAAAC G

SerVal.T.euIleAJ.aArgAspGlnLeuGluslnAJ.aLeuAspcjrsGluIleTyrGlyAla
TIAGCGTCCTTATAGCCAGGGACCAG GATTGCGAGA
AATCG v
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