AT 405 053

Repub1ik
sterreich

Patentamt

wweer:. AT 405 053 B

a) PATENTSCHRIFT

(21) Anmeldenummer: 9013792 KR92/00022
(22) Anmeldetag: 8. 6.1992
(42) Beginn der Patentdauer: 15. 9.1998
(45) Ausgabetag: 25. 5.1999

D .00 ¢ C12N  15/51
C12N §/12, CO7K 16/08, C12P 21/08,
61N 33/577, A61K 39/29

(30) Prioritat:

10. 6.1991 KR 91-9510 beansprucht.
6. 8.1991 KR 91-13601 beansprucht.

(56) Entgegenhaltungen:
EP 0318216A1 EP 0388232A1 EP 0419182A1

(73) Patentinhaber:

LUCKY LIMITED
SEOUL (KR).

(54) HEPATITIS—C—DIAGNOSEMITTEL UND —IMPFSTOFFE

(57) Die vorliegende Erfindung sieht Polynucleotide vor, die
von der cDNA eines neuen Typs Hepatitis-C-Virus mit dem
Namen KHCYV abgeleitet sind, die darin kodierten Polypep-
tide, Antikdrper, die gegen die Polypeptide gerichtet sind,
und sieht auch Diagnosemittel und Impfstoffe vor, die die
zuvor genannten Stoffe als aktive Bestandteile enthalten
oder anwenden.

DVR 0078018



10

15

20

25

30

35

45

50

55

AT 405053 B

Die vorliegende Erfindung betrifft Polynucleotide, abgeleitet von der cDNA einer neuen Type des
Hepatitis C Virus (KHCV), sowie zugehtrige Vektoren und Wirtszellen, Polypeptide, die darin codiert sind
und Antikdrper, die gegen die Polypeptide gerichtet sind; und weiters Diagnosemittel und Impfstoffe, bei
denen diese Stoffe ndmlich die Polynucleotide, Polypeptide und Antikdrper als aktive Bestandteile ange-
wendet werden.

Im allgemeinen ist bekannt, daB virusinduzierte Hepatitis durch verschiedene Hepatitisviren einschlieB-
lich dem Hepatitis A Virus, Hepatitis B Virus und Hepatitis Delta Virus sowie Hepatitis E Virus, Cytomegalo
Virus und Epstein-Barr Virus verursacht werden kann. Die Genotypen der Viren werden seit 1980 entdeckt,
wodurch die Entwicklung von Diagnosemitteln, Impfstoffen und therapeutischen Mitteln erleichtert wurde.

Weiters wurde entdeckt, daB ein neuer Hepatitistyp, allgemein gennant non-A, non-B oder C Hepatitis
fir 80 bis 90% der Hepatitis verantwortlich ist, die durch Bluttransfusion verursacht wird (Lancet, 2, 838-841
(1975)). Solche Hepatitis nach Tranfusionen flhren hiufig zu Zirrhose oder hepatozellularem Carzinom bis
zu etwa 50%.

Die Zahl an Hepatitis C Virus (HCV) im Blut des Patienten ist ublicherweise sehr kiein und die Identitst
oder Spezifizitdt des Antigen- und Antikdrpersystems in Verbindung mit HCV wird noch nicht véliig
verstanden. Aus diesem Grund gibt es viele Schwierigkeiten bei der Entwicklung therapeutischer oder
diagnostischer Agenzien.

Demzufolge wurde dem Studium von HCV groBes Augermerk zahireicher Forscher zugewendet (siehe
z.B. Alter, H. J. et al,, Lancet, 459-463 (1978); Tabor, E. et al., Lancet, 463-466 (1978); Hollinger, F. B. et al.,
Intervirology, 10 60-68 (1978); Wyke, R. J. et al., Lancet, 520-524 (1979); Bradley, D. W. et al., J. Med.
Virol,, 9, 253-269 (1979)).

Bradley et al, wie in Gastroenterology 88, 773-779 (1985) beschrieben, konnte die biochemischen und
biophysikalischen Merkmale von HCV folgendermaBen bestimmen: infektion eines Schimpansen mit dem
Serum eines Hepatitis C Patienten; die Abnahme von bestimmten Mengen eines Serums daraus; Extraktion
von HCV aus dem Serum; und Analyse und Studium des HCV. .

Danach wurden viele Studien mit den HCV Viren gemacht, die unter Anwendung der Bradley Methode
isoliert worden waren, um Mittel fir die Diagnose, zur Vorbeugung und zur Behandlung von Hepatitis C zu
entwickein.

Choo et al. kionte ein partielles cDNA Fragment von HCV, das aus dem Serum eines Schimpansen
extrahiert worden war, der mit dem Serum eines Hepatits C Patienten infiziert worden war. Er wies nach,
daB das Protein, das durch Expression des cDNA Fragmentes in E. coli und Hefezellen hergestellt worden
war, immunologisch reaktiv mit den AntikGrpern war, die aus dem Serum des Hepatitis C Patienten
gewonnen wurden (Science 244, 359-362 (1989)).

Kuo et al. offenbarte in Science 244, 362-364 (1989) da8 C100-3 Protein, hergestellt durch Expression
eines partiellen HCV c¢cDNA Fragmentes, welches von Chiron Co. in dem USA identifiziert worden war, und
mit Superoxid Dismutase (SOD) Gen in Hefe fusionierte, mit dem Serum des Hepatitis C Patienten
immunoreaktiv war und mit 70% des Serums von jenen Partienten, die eine Hepatitis im Gefolge einer
Transfusion hatten.

Weiters beschrieb Houghton et al. die Nitzlichkeit von HCV Antigenen, insbesondere C100-3, die in
HCV Genomsequenzen kodiert sind, die von einem Schimpansen isoliert worden waren, der mit Hepatitis C
(im folgenden als "Amerikanische HCV™ bezeichnet) infiziert worden war, fiir die Herstellung von Impfstof-
fen und diagnostischen Mitteln, die fahig sind, anti-HCV Antik&rper zu entdecken (PCT WO 89/04669; WO
80/11089). Weiters wurde ein Diagnoseverfahren entwickelt, bei dem eine Enzym-Immunoreaktion met den
genanntem Antigenen i. e. C100-3 angewendet wurde.

Auf Basis der oben genannten Erfindung entwickelte und vertrieb Ortho Diagnostic Systems Inc., USA,
Diagnoseagenzien zum Aufspiren von Anti-HCV AntikSrper im Jahre 1990. Allerdings reagiert dieses C100-
3 Antigen als aktiver Bestandteil flir die Diagnosemittel nur mit den Antikdrpern von Patienten mit
chronischer Hepatitis C, nicht aber mit jenen von Patienten mit akuter Hepatitis C, insbesondere wihrend
eines frlhen Stadium der Krankheit. Weiters zeigte es oft falsche positive Resultate infolge Reaktion des
fusionierten Proteins SOD (Shimizu Y. K. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87, 6441 (1990)).

Andererseits wurden partielle HCV cDNA Klone hergestellt, in denen das gleiche Verfahren wie bei
Houghton et al. angewendet wurde, wobei von HCV ausgegangen wurde, die von einem Serum herstamm-
ten, das von einem japanischen Hepatitis C Patienten gewonnen wurde, einschiieBlich 5' - Terminalabschnitt
und strukturelle Gene, die das Kernprotein und das Hiillprotein kodieren. Die Nucleotidsequenz der cDNA
Klone wurde bestimmt, wobei entdeckt wurde, daB die Sequenz um etwa 10 - 15% verschieden von jener
der HCV der amerikanischen Type ist, wodurch die Existenz einer neuen Type HCV unter Beweis gestelit
war, die als japanische Type bezeichnet wird (Kubo Y. et al., Nucl. Acid. Res., 17, 10367-10372 (1989);
Kato, N. et al., Proc, Japan. Acad., 65, 219-223 (1990); Kaneko, S. et al., Lancet, 335 976 (1990); Takeuchi,
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K. et al., Gene, 91, 287-291 (1990); Takamuzawa; A. et al., J. Virol., 65, 1105-1113 (1991)). Die Spezifitat
des Antigens, welches von HCV der japanischen Type zur Herstellung von Impfstoffen und diagnostischen
Mitteln abgeleitet war, gegeniiber dem HCV der japanischen Type wurde von Okamoto, H. et al. in Japan.
J. Exp. Med., 60, 167-177 (1990) beschrieben.

Harada et al. berichtete weiters in J. Virol. 85, 3015 (1991), daB dann, wenn das Kernprotein, das im 5'-
terminalen Abschnitt des strukturellen Gens kodiert ist, als Antigen verwendet wurde, um anti-HCV
AntikSrper zu diagnostizieren, die in Proben enthalten sein kdnnen, die von mutmaBlichen Patienten
stammten, konnten die AntikSrper 6 bis 8 Wochen friiher entdeckt werden, als im Falle der Verwendung
von C100-3 Protein, bezogen auf die Infektionsziet.

Lesniewski et al. versffentlichte ein verbessertes Diagnoseverfahren unter Verwendung multipler Antige-
ne, wobei dieses Verfahren sensitiver und spezifischer war als das Verfahren mit der Verwendung von
C100-3 Antigenen allein. Wang beschrieb in der EP-Nr. 442394 (1991) ein anderes Diagnosevertahren,
wobei Polypeptide, die aus 15 - 65 Aminosguren mit Epitop(en) bestanden, die aus 10 verschiedenen HCV
Epitopen ausgewdhit waren, als Antigene zur Entdeckung der anti-HCV AntikSrper angewendet worden wa

Die genannten Offenbarungen zeigen, daB die Diagnose von HCV verbessert werden kann, indem eine
Mischung aus Polypeptiden mit verschiedenen Epitopen angewendet wird, anstatt der Verwendung nur
einer Art von Antigen.

Weiters sind Hullproteine, die an der Oberfliche von Viren in Form von Glycoproteinen vorkommen,
oberflichlich behandelt worden, um als mégliches Mittel fiir die Entwicklung von Impfstoffen wie auch als
Diagnosemittel zu dienen. Im Fall des Flavivirus, der sehr dhnlich zu HCV ist, ist es bekannt geworden, daB
Hullproteine und nicht strukturelle Proteine 1 (NS 1) eine wichtige Rolle bei der Induktion einer iImmunreak-
tion einer Wirtzelle und beim Anbinden an die Rezeptoren der Wirtzelle spielen (F. Preugschart, J. Virol.,
65, 4749-4758 (1991)). Zusitzlich wurde berichtet, daB die Bildung von Antikdrpern gegen Hullproteine eng
mit der Heilung von Hepatitis C verbunden ist (Lesniewski, R. et al., p59, Watanabe et al., p82, The 3rd
International HCV Symposium, Strasbourg, France (1991)).

Weiters schiug Houghton et al. die Mdglichkeit vor, daB das Hillpro-tein 2 (E2) ein wichtiges Antigen
fur die Herstellung von Hepatitis C Impfstoffen deswegen sein kdnnte, weil beim genannten E2 Protein
angenommen wird, da8 es eine nahe Verwandtschaft mit Immunoreaktionsmechanismen haben kdnne, da
die endstidndige Aminoregion des E2 Proteins eine auffallende Heterogenitét in der Spezies auslibt (The
3rd International HCV Symposium, p20, Strasbourg, France, 1991). Ein Vergleich der Nucleotidsequenzen
zwischen dem HCV Genom der japanischen Type und des HCV Genoms der amerikansichen Type hat
ergeben, daB diese kodierenden Hiillproteine eine Homologie von etwa 74% aufweisen, wohingenen die
Nucleotidsequenzen, die die Kernproteine kodieren, eine Homologie von etwa 91% aufweisen (Takeuchi, K.
et al., J. Gen. Vir., 71, 3027-3033 (1990)).

Wie oben gezeigt kdnnen HCVs, die in verschiedenen Lindern entdeckt wurden, Heterogenitdten in
verschiedenen Bereichen ausiiben. Und diese Heterogenitdt kann ein kritischer Faktor bei der Wirksamkeit
von Impfstoffen und bei der Sensitivitdt und Genauigkeit von Diagnosemitteln

Daher betrifft die vorliegende Erfindung die Isolierung und Charakterisierung einer neuen HCV Type, die
von koreanischen Hepatitis C Patienten (KHCV) isoliert wurden und die verschieden von den bereits
entdeckten HCVs sind enschlieBlich der amerikansichen und der japani

Spezieller werden demaB vorliegender Erfindung eine voll sequenzierte cDNA des KHCV und partiell
sequenzierte cDNAs veschiedener HCV Varianten vorgesehen. Abschnitte der vom KHCV abgeleiteten
cDNA Sequenzen sind als Sonden oder Primer niitzlich, um die Gegenwart des Virus in verdachtigen
Proben zu diagnostizieren. Diagnosekits und Verfahren unter Verwendung soicher Nucleotidsequenzen
bilden einen weiteren Aspekt der Erfindung.

Zusitzlich sieht die vorliegende Erfindung Polypeptide vor, die in der oben genannten cDNA kodiert
sind und die als Reagenzien fiir Diagnosetests und/oder als Bestandteile von Impfstoffen nutzlich sind.

Die genannten Polypeptide umfassen verschiedene Polypeptide, die KHCV Epitope umfassen ein-
schlieBlich rekombinante Polypeptide wie z. B. fusionerte Polypeptide mit einen nicht-HCV Protein und
gereinigte Formen daraus.

Ein zusitzlicher Aspekt der Erfindung liegt in einem rekombinanten Expressionsvektor, der einen
offenen Leseraster (ORF) der KHCV cDNA umfaBt, wobei der genannte ORF (open reading frame) wirksam
mit einer Regulationssequenz verbunden ist, die mit einen gewlinschten Wirtsorganismus vertraglich ist und
dieser Vektor kann umfassen: eine Nucleotidsequenz, die ein night-KHCV Protein kodiert, fir die Herstel-
lung eines fusionerten Polypeptides eines Polypeptides, welches von KHCV und anderen Typen des
Proteins oder Polypeptides abgeleitet ist; eine Wirtszelle, die mit einem rekombinanten Expressionsvektor
transformiert ist; und ein daraus hergestelltes Polypeptid.
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Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung liegt im Verfahren zur Herstellung eines Polypeptides,
das KHCV Epitope enthdlt und folgendes umfaBt: Kultivierung von Wirtszellen, die mit einem Expressions-
vektor transformiert sind, der eine Sequenz enthiit, der ein Polypeptid kodiert, welches ein KHCV Epitop
enthalt; und ein Polypeptid, welches ein dadurch erzeugte KHCV Epitop enthilt.

Ein anderer Aspekt der Erfindung umfaBt einen monokionalen AntikSrper, der gegen ein KHCV Epitop
gerichtet ist. )

Noch ein zusédtzlicher Aspekt der Erfindung betrifft eine Hybridoma-Zelile, die einen solchen monoklona-
len Antik&rper erzeugt.

Noch weitere Aspekt der Erfindung liegen in einem Diagnosemittel, das ein oder mehrere Polypeptide
enthdlt, die ein oder mehrere KHCV Epitope als (eine) aktive Komponente(n) enthdit, um anti-KHCV
Antiboden in verdachtigen Proben zu entdecken; und einen Diagnosekit, der ein solches Mittel enthdlt.

Noch andere Aspekte der Erfindung liegen in einem Diagnosemittel mit ein oder mehreren monoklona-
len gegen das KHCV Antigen gerichteten Antikdrpern, als (eine) aktive Komponente(n), um HCV Antigene in
verddchtigen Proben zu entdecken; und ein Diagnosekit, der solches Mittel enthalt.

Weiters liegt ein Aspekt der Erfindung in einem Impfistoff fiir die Behandling und/oder zur Vorbeugung
vor HCV Infektion, der ein Polypeptid enthilt, das ein KHCV Epitop aufweist, und eine inaktivierte oder
attenuierte HCV umfaBt.

Die Erfindung kann durch Bezugnahme auf die beiliegenden Zeichnungen leichter verstanden werden:

Fig. 1 zeigt die relativen Stellungen der verschieden KHCV cDNA Klone auf KHCV-LBC 1.

Fig. 2-1 bis 2-16 zeigen die Nucleotidsequenzen von KHCV-LBC1 und die Aminosduresequenzen der

darin kodierten Polypeptide.

Fig. 3 zeigt flr jeden cDNA Klon auf KHCV-LBC1 die Nucleotidstartzahl und die Nucleotidendzahl.

Fig. 4 zeigt die vergleichende Analyse der Nucleotidsequenzen von kHCV-LBC1 und von Genomen des

HCV vom amerikanischen Typ und HCV vom

Fig. 5 zeigt die vergleichende Analyse des Aminosduresequenzen kodiert durch die KHCV-LBC1, den

HCV vom amerikanischen Typ und HCV vom japanishen Typ.

Fig. 6 zeigt die vergleichende Analyse der Nucleotidsequenzen der 5'-terminalen Region des KHCV-

LBC1 und Genome der HCV vom amerikanischen Typ und HCV vom japanischen Typ.

Fig. 7 zeigt die Nucleotidsequenz der cDNA Fragmente NS2-LBC2 und die Aminos3duresequenzen der

dadurch kodierten Polypeptide.

Fig. 8 zeigt die Nucleotidsequenz der cDONA Fragmente NS2-LBC3 und die Aminosduresequenzen der

Polypeptide, die darin kodiert sind.

Fig. 9 zeigt die Nucleotidsequenz des cDNA Fragmentes NS2-LBC20 und die Aminosduresequenzen

des darin kodierten Polypeptides.

Fig. 10 zeigt die Nucleotidsequenz des cDNA Fragmentes NS2-LBC21 und die dadurch kodierten

Aminosduresequenzen des Polypeptides.

Fig. 11 zeigt die Nucleotidsequenz des cDNA Fragmentes NS2-LBC23 und die dadurch kodierten

Aminos3urensequenzen des Polypeptides. .

Fig. 12 zeigt die Nucleotidsequenz des cDNA Fragmentes NS2-LBC25 und die dadurch kodierten

Aminosdurensequenzen des Polypeptides.

Fig. 13 zeigt die Nucleotidsequenz des ¢cDNA Fragmentes NS2-LBC26 und die dadurch kodierten

Aminosdurensequenzen des Polypeptides.

Fig. 14 zeigt die Nucleotidsequenz des cDNA Fragmentes NS2-LBC27 und die dadurch kodierten

Aminosdurensequenzen des Polypeptides.

Fig. 15 zeigt die Nucleotidsequenz des cDNA Fragmentes NS2-LBC28 und die dadurch kodierten

Aminosdurensequenzen des Polypeptides.

Fig. 16 zeigt die Nucleotidsequenz des cDNA Fragmentes NS2-LBC29 und die dadurch kodierten

Aminosdurensequenzen des Polypeptides.

Fig. 17 zeigt die Nucleotidsequenz des cDNA Fragmentes NS2-LBC30 und die dadurch kodierten

Aminosdurensequenzen des Polypeptides.

Fig. 18 zeigt die Nucleotidsequenz des cDNA Fragmentes NS2-LBC31 und die dadurch kodierten

Aminosdurensequenzen des Polypeptides.

Fig. 19 zeigt die Nucleotidsequenz des cDNA Fragmentes NS2-LBC32 und die dadurch kodierten

Aminosdurensequenzen des Polypeptides.

Fig. 20 zeigt die Nucleotidsequenz des cDNA Fragmentes NS5-LBC20 und die dadurch kodierten
~ Aminos3urensequenzen des Polypeptides.

Fig. 21 zeigt die Nucleotidsequenz des cDNA Fragmentes NS5-LBC21 und die dadurch kodierten

Aminosdurensequenzen des Polypeptides.
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Fig. 22 zeigt die Nucleotidsequenz des cDNA Fragmentes NS5-LBC23 und die dadurch kodierten
Aminoséurensequenzen des Polypeptides.

Fig. 23 zeigt die Nucleotidsequenz des cDNA Fragmentes NS5-LBC25 und die dadurch kodierten
Aminosdurensequenzen des Polypeptides.

Fig. 24 zeigt die Nucleotidsequenz des cDNA Fragmentes NS5-LBC27 und die dadurch kodierten
Aminosdurensequenzen des Polypeptides.

Fig. 25 zeigt die Nucleotidsequenz des cDNA Fragmentes NS5-LBC28 und die dadurch kodierten
Aminos&8urensequenzen des Polypeptides.

Fig. 26 zeigt die vergleichende Analyse der Aminosdurensequenzen von Polypeptiden, die in der NS2
Region der cDNA von KHCV Varianten kodiert sind, die von den Subtypen KHCV-L1 oder KHCV-L2
umfaBt sind.

Fig. 27 zeigt die vergleichende Analyse der Nucleotidsequenzen der NS2 Region der cDNA von KHCV
Varianten, die in der Subtype KHCV-L1 enthalten sind.

Fig. 28 zeigt die verleichende Analyse der Nucleotidsequenzen der NS2 Region der cDNA von KHCV
Varianten, die in der Subtype KHCV-L2 enthalten sind.

Fig. 29 zeigt die vergleichende Studie der Nucleotidsequenzen der NS5 Region der cDNA von KHCV
Varianten, die in der Subtype KHCV-L1 bzw. KHCV-L2 enhalten sind.

Fig. 30 zeigt einen Expressionvektor, der flir den Zweck der Expression eines KHCV cDNA Fragmentes
in Hefezellen gebildet wurde.

Fig. 31 A zeigt das Resultat der SDS Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) nach der Expres-
sion eines KHCV c¢DNA Fragmentes in Hefezellen und Fig. 31 B zeigt das Resultat der Western Blotting
Analyse mit dem Gel der Fig. 31 A.

Fig. 32 zeigt die Ergebnisse der SDS-PAGE (Fig. 31 A) und der Western Blotting Analyse (Fig. 318B),
wobei die Erzeugung der KHCV E2N und E2C Polypeptide in Hefezellen vorgenommen wurde.

Fig. 33 zeigt die Nucleotidsequenz eines chemisch synthetisierten ubiquitin Genes.

Fig. 34 zeigt den Expressionsvektor, der einen Trp Promotor flir die Expression eines KHCV cDNA
Fragmentes in E. coli Zellen aufweist.

Fig. 35 zeigt den Expressionsvektor, der den Tac Promotor fiir die Expression eines KHCV cDNA
Fragmentes in E. coli Zellen aufweist.

Die Fig. 36 bis 38 zeigen die Resultate von SDS-PAGE nach der Expression eines KHCV cDNA
Fragmentes in E. coli Zellen.

Die Fig. 39 bis 41 zeigen die Resultate der Western Blotting Analysen mit den Gelen der Fig. 36 bis 38.
Fig. 42 zeigt das Resultat der SDS-PAGE nach der Expression eines KHCV cDNA Fragmentes, welches
mit einem MBP Gen unter Steuerung durch den Tac Promotor in E. coli Zellen fusioniert wurde.

Fig. 43 zeigt das Resultat der Western Blotting Analyse mit dem Gel gemi8 Fig. 42.

Fig. 44 zeigt Standardkurven flr eine Enzymimmunoprobe (EIA), variiert mit der Konzentration des (der)
KHCV Antingene(s), verwendet flr das Aufspliren der anti-HCV Antikdrper in den Proben, und

Fig. 45 zeigt eine Standardkurve flir EIA mit monokionalen Antik8rpern als Funktion der Konzentration
von KHCV Antigen in den Proben.

Alle hier angefiihrten Referenzen gehd&ren in ihrer Gesamtheit zur Offenbarung.

Die nachstehenden Ausdriicke haben hier folgende Bedeutungen:

Der Ausdruck "Hepatitis C Virus" bezeichnet einen Virus, der eine nicht-A, nicht-B Hepatitis oder C
Hepatitis verursacht. Die Ausdriicke HCV und NANBV und die Ausdriicke NANB Hepatitis (NANBH) und
Hepatitis C werden hier austauschbar verwendet.

Der Ausdruck "Hepatitis C Virus vom koreanischen Typ" oder "KHCV" bezieht sich auf eine neue Type
des HCV, die von koreanischen Hepatitis C Patienten isoliert wurde und deren cDNA ein offenes Leseraster
einer Nucleotidsequenz aufweist, die die Aminosduresequenz kodiert, wobei die Aminosduren mit den
Nummern 842, 849 und 853 Phenylalanin, Leucin und Threonin bedeuten, oder jeweils Leucin, Phenylaianin
und Alanin. :

Der Ausdruck "Epitop" bedeutet einen antigenen Determinanten eines Polypeptides, der fihig ist, eine
Immunantwort in einem immumologisch kompetenten Wirtsorganismus hervorzurufen und/oder befdhigt ist,
sich selbst an einen komplementdren Antik&rper zu binden. Ein Epitop der vorliegenden Erfindung besteht
generell aus wenigstens 6 Aminosduren, bevorzugt aus 7 oder 8 Aminosduren.

Der Ausdruck "Fragment” bedeutet ein Polynucleotid oder Polypeptid, welches eine Subsequenz einer
der cDNAs oder Proteine gemdB Erfindung. umfaBt. Solche Fragmente K&nnen durch enzymatische
Spaltung gréBerer Molekiile hergestellt werden, wo Restriktionsendonukleasen fiir die DNA und Proteasen
fir die Proteine verwendet werden. Die erfindungsgemdBen Fragmente sind jedoch nicht auf Produkte
beschrénkt, die von irgendeiner besonderen Form der enzymatischen Spaltung herstammen und k&nnen
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Subsequenzen umfassen, deren Termini nicht irgendeinem enzymatischen spaltungspunkt entsprechen.
Solche Fragmente kdnnen z. B. durch chemische Syntesen unter Verwendung der hier vorgelegten
Sequenzdaten hergestellt werden. Proteinfragmente k&nnen auch durch die Expression von DNA Fragmen-
ten hergestellt werden, die die Proteinfragmente kodieren. Solche Proteinfragmente k&nnen bei der
vorleigenden Erfindung niitzlich sein, wenn sie eine geniligende Anzahl an Aminosdureresten enthalten, um
eine immunoreaktive und/oder antingene Determinante bilden.

Der Ausdruck "Offenes Leseraster” (open reading frame) bezieht sich auf eine Region einer Polynu-
cleotidsequenz, in der aufeinanderfolgende Nucleotidiriplets als Kodons gelesen werden kdnnen, die
Aminos3ure zur Kodierung eines Polypeptides spezifizieren.

Der Ausdruck "Expressionsvektor™ bezeichnet ein Hilfsmittel zum Kio-nen, das dazu bestimmt ist, die
Expression von Polynucleotidinserts 2u f&rdern.

Der Ausdruck "Regulatorsequenz™ bedeutet eine DNA Sequenz, die damit befaBt ist, die Expression
einer Polynucleotidsequenz zu steuern und umfaBt beispielsweise den Promotor, den ribosomalen Bin-
dungsort und den Terminator.

Der Ausdruck "rekombinantes KHCV Polypeptid™ bezeichnet ein Polypeptid, welches zumindest eine
Sequenz aus 6 Aminos3uren enthdlt die in KHCV cDNAs der Fig. 2-1 bis 2-16 und den Fig. 7 bis 25 kodiert
sind, und ist an (eine) Aminosdure(n) gebunden, die verschieden von jenen ist (sind), die mit den
Polypeptiden verbunden sind, die in den KHCV cDNAs kodiert sind.

Der Ausdruck "gereinigtes KHCV Polypeptid” bezeichnet ein KHCV Polypeptid oder ein Fragment
davon, welches im wesentlichen rein und homogen ist und von zellularen Komponenten getrennt ist, die von
Natur aus vorhanden sind. Generell umfaBt ein gereinigtes KHCV Polypeptide Uber etwa 70 bis 90%
Polypeptide und insbesondere wenigstens 95% Polypeptide.

Die anderen hier verwendeten Ausdriicke sind in der Ublichen und konventionellen Bedeutung geméag
Stand der Technik verwendet.

Im folgenden wird die vorliegende Erfindung spezieller ausgefiihrt.

Klonierung von KHCV cDNA

Eine KHCV cDNA Bibliothek wird wie folgt hergestellt:

HCV Partikel werden aus Seren koreanischer Hepatitis C Patienten durch deren Abscheidung mittels
einer Ultrazentrifuge isoliert. Die HCV RNA wird von den HCV Partikeln extrahiert. Von der HCV RNA
werden doppelstrangige cDNAs mit einem Random Primer oder Oligo d(T) Primer und umgekehrter
Transcriptase synthetisiert. Die ¢cDNA Fragmente werden entweder nach Vermehrung durch Anwendung
von PCR oder direkt an einem UNI-ZAPXR Vektor kloniert (Stratagene Co. 11099 N. Torrey, Pines Road.,
CA, USA), nachdem daran ein Eco Rl Adaptor angehdngt worden war, und der Vektor wird in Viruspartikein
eingefihrt, um eine cDNA Bibliothek herzustellen (Saiki, P. K. et al., Science, 230, 1350 (1985)).

Generell kdnnen Hepatitis Viruspartikel aus dem Serum oder der Leber von Patienten oder von
Schimpansen isoliert werden, die mit Hepatitis infiziert sind. Bei der vorliegenden Erfindung werden die
HCV Partikel aus Seren von Hepatitis C Patienten isoliert, und die gesamte RNA des HCV wird von den
HCV Partikeln extrahiert, die mittels Ultrazentrifugation abgeschieden wurden, gefolgt von einer Phenolex-
traktion und einer Ethanolféliung.

Danach wird die gesamte RNA des HCV als Matrize flir die Herstellung von cDNA in der Reaktion
verwendet, bei der ein Zap-cDNA Synthese Kit verwendet wird (Cat. No. 200400, Strategene Co., 11099 N.
Torrey Pines Rd., La Jolla, CA 92037, USA).

Diese cDNA wird durch Reaktion von Reverser Transcriptase unter Verwendung der gesamten RNA
und eines Random Primer RANPSHCV oder eines Oligo d(T) Primer synthetisiert, wobei der Primer
RANPSHCV (5'-TTTTTCATGATTGGTGGTGGAACTGGACOGTCTOGAGNNNNN-3'; N bezeichnet A. G. T
oder C) und der Oligo d(T) Primer (5-GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAACTAGTCTOGAG(T)18-3") 6 Random
Nucleotide (Primer RANPSHCV) oder 18 T (Oligo d(T) Primer) in jeder 3'-Endregion und einen Erkennungs-
ort der Restrictionsendonuclease Xho | umfassen.

Fur die EinfUhrung eines Erkennungsortes des Eco Rl (5'- GAATTC-3") in die synthetisierte cDNA zum
Zwecke der Klonierung wird ein Eco RI
Adaptor (5'- CCCCCCGAATTCGGCACGAG-3")

(3'- GGGGGGCTTAAGCCGTGCTC-5Y)
an die synthetisierten cDNA Fragmente angelagert. Und danach werden die cDNA Fragmente mittels PCR
mit dem Primer PSHCV (5'-TTTTCATGATTGGTGGTGGA-3') und den Rco RI Primer (dem oberen Strang
des Eco RI Adaptors) vermehrt. Die cDNA Fragmente werden partiell mittels Restrictionsendonucleasen Eco
Rl und Xho | abgebaut. Die abgebaute cDNA wird an einen UNI-ZAPXR Vektor gehdngt, einer Variante des
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Lambda gt 11, abgebaut mit Eco Rl und Xho |, und die sich ergebende DNA wird in Vitro intro in Teilchen
des Lambda Phagen mit einem Gigapack Il Gold Packaging Kit (Cat. No. 200214, Stratagene Co., USA)
eingefiihrt, gefolgt von einer Verstdrkung mittels Infektion der Partikel in E. coli Zellen, um die cDNA
Bibliothek herzustellen.

Die cDNA Bibliothek ist auf den E. coli Zellen aufgelagert, um Phagenauflagen zu bilden, die dann
mittels einer immunologischen Methode, wie von Huynh (DNA Kloning: A Practical Approach, Vol. 1, pp.49-
78, IRL Press, UK (1985)) beschrieben, durchsucht werden, um die klonierten Phagen auszuwédhlen, die mit
dem Antik&rper in dem Serum der Hepatitis C Patienten zu reagieren und von denen man annimmt, daB sie
von der KHCV cDNA abgeleitete Polypeptide erzeugen kdnnen.

Andererseits kann der UNI-ZAPXR Vektor in E. coli ausgefiihrt werden, um ein Phagemid pBluescript
herzustellen, das KHCV cDNA Fragmente enthdlt (Short et al., Nucl. Acid. Res., 16, 7583-7600 (1988))
welches leichter zu behandeln ist, als ein normales Plasmid. Weiters kann pBluescript wahlweise entweder
als Einzelstrang oder als Doppelstrang erhalten werden, da es entweder von einer f1 Replikation oder aber
von Col E1 abstammen kann.

Dollepstrang pBluescript DNA, isoliert von E. coli, infiziert mit positiver Plaque, wird mittels Restriktions-
endonucleasen Eco Rl und Xho | aufgespalten, um die Existenz und die Ldnge des KHCV cDNA
Fragmentes, das zwischen den Eco RI und dem Xho | Erkennungsorten eingesetzt ist, mittels Gelelektro-
phorese zu bestitigen. Die Nucleotidsequenz des cDNA Fragmentes wird unter Anwendung der Sanger's
Methode bestimmt (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74, 5463 (1877)).

Danach werden neue Oligonucieotidproben auf Basis der bestimmten Nucleotidsequenz des cDNA
Klons syntethisiert, um die cDNA Bibliothek zu durchsuchen, um die verbleibende Region einer vollen
KHCV cDNA zu erhalten. Daraufhin werden die neuen so erhaltenen cDNA Klone wieder zum Durchsuchen
verwendet, um weiters KHCV cDNA zu erhalten. Es kann auch mittels PCR ein Teil KHCV cDNA erhalten
werden, indem die Primers verwendet werden, die auf Basis der vorher bestimmten Nucleotidsequenzen
der KHCV cDNA synthetisiert werden.

Die Uberlappenden cDNA Fragmente Kdnnen verbunden werden, um die volle Sequenz der KHCV
cDNA zu bestimmen, und ein offenes Leseraster ist daraus abzuleiten.

Eine KHCV cDNA, die die so erhaltene volle cDNA Sequenz besitzt, wird als KHCV-LBC1 bezeichnet,
der bei der American Type Cuiture Collection (ATCC) am 14. Mai 1991 mit der Zugriftsnummer ATCC
75008 unter den Bestimmungen des Budapester Vertrages Uber die Internationale Anerkennung der
Hinterlegung von Mikroorganismen fUr die Zwecke von Patentverfahren hinterlegt worden war.

Die volle Nucleotidsequenz des KHCV-LBC1 und die Aminos3urensequenz, die darin kodiert ist, sind in
den Figuren 2-1 bis 2-11 dargestellt. Die Position jedes cDNA Kions auf der KHCV-LBC1 Sequenz ist in den
Fig. 1 und 3 geoffenbart. Der KHCV-LBC1 besitzt einen langen offenen Leseraster, der aus 9030
Nucleotiden besteht und vom 343igten Nucleotid (A) bis zum 9372igten Nucleotid (G) reicht, gez&hlt vom
5'-Ende.

Die Identifikationsnummer einer gegebenen Aminosdure wird im folgenden in AbhZngigkeit von der
Position der Aminos3ure in dem Polypeptid zugeordnet, das durch die obigen 9030 Nucleotide, in Richtung
vom 5'-zum 3'-Ende kodiert ist.

in der 5'-Endregion des KHCV-LBC1, welches nach der vorliegenden Erfindung hergestellt ist, existie-
ren 13 Nucleotide mehr als beim HCV vom japanischen Typ (Kato, N. etla., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87,
95224 (1990)). Wie in Fig. 6 beschrieben, wurde im Vergleich zum HCV vom amerikanischen Typ ein
Nucleotid mehr entdeckt und 3 Nucleotide unter den 22 Nucleotiden, die eine Haarnadelstruktur der 5'
Endregion bilden, wurden als verschieden gefunden. Die 5'- Endregion spielt generell eine wichtige Rolle
bei der Expression eines viralen Gens und dessen Regulierung. Eine Haarnadelstruktur, die aus 22
Nucleotiden besteht, wird fir einen Erkennungsort fir Replikase und Kernprotein gehalten. Daher kann
sogar eine kleine strukturelle Differenz in dieser Region signifikante und betrdchtliche Unterschiede in
seiner Rolle oder Spezifitdt hervorrufen.

Gleicherweise werden die volle Nucleotidsequenz des KHCV-LBC1 und der darin kodierten Aminos&u-
resequenz verglichen mit jenen der HCV vom amerikanischen Typ und der HCV vom japanischen Typ mit
folgendem Resultat: Im Fall des amerikanischen Types ist die Nucleotidsequenz des KHCV-LBC1 homolog
bis zu einem Niveau von etwa 78, 3% und die darin kodierte Aminosduresequenz weist eine Homologie von
etwa 84,2% auf. Im Fall des japanischen Types besitzt die Nucleotidsequenz eine Homologie von 90, 9%
und die Aminosduresequenz eine von 93% (siehe Fig. 4 bis 6). Die obigen Resultate zeigen deutlich, daB
die KHCV-LBC1 eine cDNA eines neuen Typs von HCV ist, die deutlich unterschiedlich von den bereits
identifizierten HCVs ist.
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Herstellung von partiellen cDNA Fragmenten von KHCV Varianten

KHCV RNA wird von dem genannten KHCV extrahiert, der von Seren von Hepatitis C Patienten jeweils
isoliert wurde. Und mittels PCR wird von jeder KHCV RNA die cDNA synthetisiert, um cDNA Fragmente
entsprechend der NS2 Region oder NS5 Region zu erhalten. Die L&nge jedes so erhaltenen cDNA
Fragmentes liegt bei 340 bp bei NS2 und 320 bp bei NS5.

Die cDNA Fragmente werden in M13mp18 und M13mp19 eingeflhrt (New England Biolabs, 32 Tozer
Road Beverly, MA 01915-5599, USA) um ihre Nucleotidsequenzen zu bestimmen (siehe Fig. 7 bis 25).

Die Nucleotidsequenzen der NS2 Region weisen eine Homologie von 91 bis 94% auf (siehe Fig. 27 und
28). Die NS5 Region Zeigt eine Homologie von 96 bis 99% (Fig. 29) wihrend die in den NS2 und NS5
Regionen kodierten Aminosdurensequenzen jeweils eine Homologie von 80 bis 94% bzw. 93 bis 99%
aufweisen (siehe Fig. 26).

Uberdies wurde auch entdeckt, daB die KHCVs in zwei Subtypen, nimlich KHCV-L1 und KHCV-L2
unterteilt werden kdnnen, abh4ngig von den Aminosduren mit den jeweiligen Nummern 842, 849 und 853,
die in der NS2 Region kodiert sind. Die cDNAs der KHCV, die im KHCV-L1 erthalten sind, kodieren
Phenylalanin, Leucin und Threonin als Aminoséduren mit ihren jeweiligen Ildentifikationsnummern 842, 849
und 853. Die von KHCV-L2 unfafiten cDNAs kodieren hingegen Leucin, Phenylalanin und Alanin. Als
Subtype KHCV-L1 sind umfaBt: KHCV-LBC1, KHCV-LBC20, KHCV-LBC23, KHCV-LBC26 und KHCV-LBC32.
Demgegeniiber umfaBt die Subtype KHCV-L2: KHCV-LBC2, KHCV-LBC3, KHCV-LBC21, KHCV-LBC25,
KHCV-LBC27, KHCV-LBC28, KHCV-LBC29, KHCV-LBC30 und KHCV-LBC31.

Es ist zu bemerken, daB die obigen Merkmale im Fall des HCV vom amerikanischen Typ night
gefunden werden k&nnen, bei dem die Aminos&uren Cystein, Phenylalamin und Valin sind. Andererseits hat
der japanische Typ die gleichen Merkmale wie KHCV-L2, d. h. ndmlich die Aminosduren in den obigen
Positionen sind Leucin, Phenylalanin und Alanin.

Die M13 Phagengruppe (M13mp18-NS2L1), die die M13mp18 Phage enthilt, und jede der cDNAs
umfaBt, die in KHCV-L1 enthaltend ist, ausgenommen KHCV-LBC1, ndmlich KHCV-LBC20, KHCV-LBC23,
KHCV-LBC26 und KHCV-LBC32, wurde bei der American Type Culture Collection am 13. Mdrz 1992 unter
der Zugriffsnummer ATCC 75211 hinterlegt und die M13 Phagengruppe (M13mp18-NS2L2), die M13mp
Phagen enthdlt, welch jeweils cDNAs umfassen, die in KHCV-L2 enthalten sind, ndmiich KHCV-LBC2,
KHCV-LBC3, KHCV-LBC21, KHCV-LBC25, KHCV-LBC27, KHCV-LBC28, KHCV-LBC29, KHCV-LBC30 und
KHCV-LBC31 wurden bei der ATCC am gleichen Tag unter der Zugriffsnummer ATCC 75212 hinterlegt.

Die erfindungsgemaBen cDNAs kdnnen zusatzlich zu den in den obigen Beispielen genannten Metho-
den chemisch synthetisiert werden, wobei die Nucleotidsequenz Informationen dema8 den Fig. 2-1 bis 2-16
und den Fig. 7 bis 25 verwendet werden. Solche chemischen Synthesen kdnnen mittels bekannter
Verfahren durchgefiihrt werden wie die Phosphoamidite Solin Support Methode von Matteucci et al. (J. Am.
Chem. Soc., 103, 3185 (1981)).

Weiters ist zu beachten, daB infolge der Entartung des genetischen Codes viele potentzielle Nucleotid-
sequenzen existieren, die fliir die in den Fig. 2-1 bis 2-16 und den Fig. 7 bis 25 gezeigten Aminosdurese-
quenz kodieren kénnen.

Aufbau eines Expressionsvektors und Herstellung des Proteins damit

Verschiedene Expressionssysteme k&nnen verwendet werden, um einen Expressionsvektor herzustel-
len, der ein KHCV cDNA Fragment gemiB vorliegender Erfindung enthalt, einschlielich einen Vektor, der
fahig ist, die Produktion eines fusionierten Proteins mit anderen Polypeptiden zu steuern, als das eine,
welches vom KHCV stammt.

Zum Beispiel kann ein solches Vektorsystem durch Anwendung eines ubiquitinen Expressionssystems
ausgebiidet werden. In Hefe kann Ubiquitin mittels Ubiquitinase am exakten Sitz unmittelbar neben Arg-Gly-
Gly herausgeschnitten werden (Ozkaynak et al., Nature, 312, 663-666 (1987)). Bachmair berichtete in
Science, 234, 178-186 (1986), daB ein mit Ubiquitin fusioniertes fremdes Protein ebenfalls am Ort neben
ArgGly-Gly des Ubiquitins herausgeschnitten werden kann.

DemgemaB kann ein gewlinschtes KHCV Protein erhalten werden, indem ein fusionertes Polynucleotid
eines KHCV cDNA Fragmentes und ein ubiquitines Gen in Hefe Exprimiert wird, da dann das fusionierte
Protein herausgeschnitten werden, um das Ubiquitin mittels Ubiquitinase einer Hefezelle zu entfernen,
sodaB als Resultat das KHCV Protein alleine Ubrigbleibt.

Weiters wilirde das fusionierte Protein, welches Ubiquitin enthiit, erhalten werden, wenn das fusionierte
Polynucleotid, welches ein KHCV cDNA Fragment und ein Ubiquitin-Gen enthilt, in E. coli exprimiert wird.
Jedoch kann das Ubiquitin in vitro mittels Ubiquitinase herausgeschnitten werden und das, von Ubiquitinase
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freie KHCV Protein kann erhalten werden. Das fusionierte Protein per se kann natlirlich fiir den erfindungs-
gemiBen Zweck verwendet werden. Und dies gilt auch fir das KHCV Protein per se, so lange es die
notwendigen Merkmale des KHCV Proteins behdlt, némlich die Antigenizatdt des KHCV.

Das obige Expressionssystem kann wirksam angewendet werden, wo das gewlnschte Protein unstabil
ist und leight mittels Protease in einer Wirtszelle abgebaut werden kann, da das Ubiquitin das gewinschte
Protein gegeniber dem Proteaseangriff schiitzen oder es stabilisieren kann.

Ein Expressionsvektor, der das Ubiquitinsystem verwendet, kann durch Einflihrung eines KHCV cDNA
Fragmentes in einen Expressionsvector hergestellt werden, der ein Ubiquitin-Gen enthdlt. Andererseits kann
ein fusionierter Expressionsvektor, der ein Malto

sebindungsprotein (MBP) system als erfindungsgemédBer Expressionsvektor verwendet werden. In
diesem System wird das KHCV cDNA Fragment nach dem Mal E1 Gen angehéngt, das MBP kodiert.
Dadurch wird das fusionierte Protein von MBP und KHCV Protein hergestelit (Guam et al., Gene, 67, 21-30
(1987); Maina et al., Gene 74, 369-373 (1988); Amann et al., Gene 40, 183-190 (1985), Duplay et al., J. Biol.
Chem., 259, 10606-10613 (1984)).

Das obige MBP Expressionssystem ist deshalb geeignet, da das fusionierte Protein, welches MBP
enthilt, leicht unter Ausnutzung der Affinitit des MBP zu Maltose gereinigt werden kann. Weiters hat MBP
einen herausschneidbaren Sitz durch den Protease faktor Xa in der C-terminalen Region, wodurch das
KHCV Protein von dem MBP befreit werden kann.

Um ein gewlinschtes KHCV Protein zu erhalten wird eine kompatible Wirtszelie mit einem Expressions-
vektor transformiert, der ein KHCV cDNA Fragment enthilt. Die transformierte Zelle wird unter Bedingun-
gen, die die Expression erlauben, kultiviert.

Ein zu exprimirendes KHCV cDNA Fragment kann durch Anwendung einer Restriktionsendonuclease
oder einer Nuclease mit einem gréBeren Fragment oder KHCV-LBC1, und durch Ausflhrung von PCR mit
Primern und KHCV-LBC1 oder deren Fragmente als Matrize hergestelit werden. Die Ldnge und die
Nucleotidsequenz jedes Primers kann nach der Stellung und Linge des KHCV cDNA Fragmentes, das
exprimiert werden soll, bestimmt werden. Der Primer kann komplett oder partiell komplementér zu jedem
Strang der doppelstrangigen KHCV cDNA sein.

Sobald es hergestelit und isoliert ist, wird das KHCV cDNA Fragment gemdB Erfindung in ein
entsprechendes Expressionswerkzeug eingefiigt, welches die notwendigen Elemente zur Transcription und
Translation der eingefligten Gensequenzen aufweist. Niitzliche Klonierungswerkzeuge k&nnen aus Segmen-
ten anderer nicht-KHCV Polynucleotide bestehen, einschlieBlich syntetischer DNA Sequenzen wie z. B.
verschiedene bekannte baktericlle Plasmide, Phagen DNA, Kombinationen von Plasmiden, die zur Verwen-
dung von Phagen DNA modifiziert wurden, oder andere Expressionskontrolisequenzen oder Hefeplasmide.

Die Auswahl eines geeigneten Wirtsorganismus wird von einer Anzahl von Faktoren bestimmt, wie es
Stand der Technik ist. Diese Faktoren umfassen beispielsweise Kompatibilitdt mit dem gewdhliten Vektor,
Toxizitit des Proteins, welches vom rekombinanten Plasmid Kodiert wird, leichte Gewinnung des ge-
winschten Proteins, Proteinmerkmale, biologische Sicherheit und Kosten. Es muB eine Ausgewogenheit
dieser Faktoren bedacht werden und man muB verstehen, daB nicht alle Wirte gleich wirksam in der
Expression eines bestimmten rekombinanten DNA Molekdles sind.

Passende Wirtsorganismen, die gemaB vorliegender Erfindung verwendet werden, kénnen ohne eine
Einschrinkung zu geben, beispielsweise Pflanzen-, Sdugetier- und Insektenzellen oder Hefezellen und
Bakterien wie z. B. Escherichia coli umfassen.

Die von der KHCV cDNA abgeleiteten Polypeptide umfassen alie Kernproteine, nicht strukturelle
Proteine und Hillproteine und einen Abschnitt davon, der fiir die Herstellung diagnostischer Mittel oder von
impfstoffen in Form von Mischungen daraus oder alleine verwendet werden kdnnte. Die in einer Wirtszelle
hergesteliten Polypeptide kénnen durch kombinierte Verwendung herkdmmlicher Methoden isoliert und
gereinigt werden, z. B. durch Zellauflésung, Zentrifugation, Dialyse, Aussalzen, Chromatographie, Gelfiltra-
tion, Elektrophorese und Elektroeluation.

Die erfindungsgeméBen Polypeptide kdnnen auch aus KHCV Partikein isoliert oder chemisch syntheti-
siert werden, wobei entsprechende Methoden Angewandt werden wie 2. B. exklusive Solid Phase Synthese,
partielle Solid Phase Methode, Fragmentkondensation oder klassische L&sungssynthese. Solid Phase
Synthesen werden bevorzugt, wie von Merrifield (. Am. Chem. Soc., 85, 2148 (1963)) beschrieben.

Andererseits kdnnen Aminos3uresubstitutionen in Proteinen auftreten, die die biologischen und immu-
nologischen Aktivitdten nicht stark veriindern, und z. B. beschrieben wurden von Neurath et al., in "The
Proteins”, Academic Press, New York (1979), insbesondere gem#8 Fig. 6 auf Seite 14. Die am haufigsten
beobachteten Aminosduresubstitutionen sind Ala/Ser, Valille, Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn,
AlaVal, Ser/Gly, Thr/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn, Leu/lle, Leu/Val, Ala/Glu, Asp/Gly, und umgekehrt.
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Solche funktionell equivalenten Aminosduresubstitutionen der beispielsweisen Ausflihrungen dieser
Erfindung liegen innerhalb des Bereiches der Erfindung, solange die resultierenden Proteine ein oder
mehrere antigene Determinanten der KHCV behalten.

In dieser Beschreibung werden standargemiBe Einzelbuchstaben- oder Dreibuchstaben-Abkilrzungen
verwendet, um Nucleotide und Aminos8uren zu bezeichnen. Die Bedeutungen dieser Abkirzungen kdnnen
in den standardgem&Ben Biochemiebilichern gefunden werden wie z. B. Lehninger, Principles of Biochemi-
stry, Worth Publishers Inc., New York, pp 96, 798 (1984).

In_vitro Diagnoseverfahren flir Hepatitis C under Verwendung von KHCV Antigenpolypeptiden fiir die

Bestimmung von KHCV Antik&rpern

Die vorliegende Erfindung betrifft auch ein Diagnoseverfahren, bei dem ein Diagnosemittel mit Gehalt
an KHCV Polypeptiden mit einem oder mehreren KHCV Epitopen Verwendung finden. Das Diagnoseverfah-
ren unter Verwendung von KHCV Polypeptid(en) ist spezifisch und genau fir das Bestimmen von KHCV
Antik&rpern im Serum von Hepatitis C Patienten verglichen mit irgendeiner der existierenden Methoden.

Das neue diagnoseverfahren umfaBt die folgenden Schritte:

Zuerst wird ein Diagnosemittel mit Gehalt an einem oder mehreren KHCV Polypeptiden auf einen festen
Trager gegeben z. B. in die Offnung (well) einer Microtiterplatte,, sodaB dieses KHCV Antigen von der'
Oberflache der Offnung adsorbiert wird.

Zweitens wird eine verdachtige Probe, die mit einem Verdinnungsmittel verdinnt wurde, in die mit
Antigen bedeckte Offnung gegeben, wo der Antigen-Antikrperkomplex gebildet wird, wenn anti-KHCV
AntikGrper im Serum vorliegen.

Drittens, ein Enzym wie z. B. HRP (horseradish peroxidase) konjugiertes anti-human-igG wird der

Offnung zugegeben, sodaB das anti-human IgG-HRP die Antikdrper des gem#B Stufe zwei gebildeten

Komplexes binden kann und

Schlielich werden Substrate fir das Enzym z. B. O-Phenylendiamindihydrochlorsiure (OPD) und
Wasserstoffperoxyd zur Peroxydase der Offnung zugegeben, um eine Farbreaktion hervorzurufen. Wenn
das verddchtige Serum anti-KHCV antikSrper enthilt, entsteht als Resultat der Reaktion des Enzyms mit
den Substraten eine Farbe. Die Farbreaktion wird durch Zugabe verdinnter schwefeliger Sdure gestoppt.

Die Farbintensitdt kann mit einem Mikrodffnungslesegerit (microwell reader) gemessen werden. Die
Existenz von anti-HCV Antik&rpern kann auf Basis des Ergebnisses bestimmt werden. Der feste Tréger fur
diese Diagnosemethode kann ein Polystyrolband oder ein Nitrozellulosestreifen sein.

Weiters sieht die vorliegende Erfindung einen Hepatitis C Diagnosekit vor, der die notwendigen Mittel
enthdlt, um das obige Verfahren auszuflihren, und im wesentlichen aus einem Diagnosemittel besteht, das
die KHCV Polypeptide(e) enthilit, die ein oder mehrere KHCV Epitope tragen.

Herstellung der AntikSrper

Die vorliegende Erfindung sieht AntikSrper vor, die gegen Polypeptid(e) gerichtet sind, die von der
KHCV cDNA abgeleitet sind. Kurz gesagt werden geeignete Tiere ausgewihit und es wird dem gewlnsch-
ten Immunisierungsprotokoll gefolgt. Nach einer entsprechenden Zeitperiode munisierungsprotokoll gefoigt.
Nach einer entsprechenden Zeitperiode wurde die Milz dieser Tiere herausgenommen und einzelne
Milzzellen wurden typischerweise mit Myelomezellen unter geeigneten Selektionsbedingungen fusionert
(fused). Danach wurden die Zellen klonisch seperiert und der Uberschu8 jedes Klons wurde auf seine
Herstellung eines geeigneten AntikGrpers getestet, der fur die gewlnschte Region des Angeeigneten
AntikSrpers getestet, der fiir die gewlinschte Region des Antigens spezifisch ist.

Ein Tier, wie z. B. eine Maus, kann immunisiert werden, indem eine herkémmliche Methode angewen-
det wird, wie folgt: .

Ein im wesentlichen gereinigtes Antigen wird der Maus intramuskular, intraperitoneal, intradermal oder
intravends injiziert und zwar mehrfach mit Intervallen von 14 bis 21 Tagen mit einer Gesamtmenge von 100
bis 200ug pro Maus. Notwendigenfalls kann ein herkdmmliches Adjuvans wie z. B. ein Freund'sches
Komplettadjuvans oder ein unvollstindiger Adjuvans zusammen verwendet werden. Drei Tage nach der
letzten Injektion werden Miizzellen der Maus entnommen um sie mit Myelomezellen von M3usen zu
fusionieren, deren Uberlebensrate liber 95% liegen und sich

Die Fusion der Zellen kann mittels einer herkSmmlichen Methode durchgefiihrt werden wie sie z. B. von
Lovberg in Monocional antibodies: Production & Maintenance, William Heinemann, Medical Books Ltd.
(1982) beschrieben ist.
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Die so erhaltenen fusionerten Zellen werden seriell verdinnt, gemadB Stand der Technik wie z. B. in
Current Protocols in Immunology, Wiley Intersience (1991) beschrieben, um einen Klon zu entdecken, der
die gewiinschten Antikdrper enth3lt. )

Ein gewlinschter Klon kann nach bekannter Methode herausgesucht werden wie z. B. durch Enzym
Immuno Assay, Plaque Methode, Spot Methode, Ouchterlony Methode und Radioimmunoassay, wie
beschrieben in Hybridoma Methods & Monoclonal Antibodies, Research and Development Press, pp30-53
(1982).

Die gewlinschten monoklonalen AntikGrper kdnnen vom Fachmann leicht erhalten werden, wobei die
klonierte AntikSrper-produzierende Zelliinie verwendet wird. Weiters erfoigt eine Reinigung durch Anwen-
dung einer konventionellen Methode wie z. B. der Affinititschromatographie.

Die Antikérper sind fur die Reinigung von KHCV Antigenen und fir die Entwicklung einer verbesserten
Diagnosemethode zur Entdeckung von KHCV Antigenen in verddchten Proben nitzlich.

Herstellung der diagnostischen Oligonucleotidsonde und Kit

Auf Basis der determinierten Nucleotidsequenz der KHCV cDNAs gem&8 den Fig. 2-1 bis 2-11 und den
Fig. 7 bis 25 kdnnen wenigstens 8 Nucleotide komplementdr zu einem der KHCV cDNA Strdnge mittels
Ausschneiden oder synthetisch hergestelit werden. Die Oligonucleotide kdnnen als Sonden fiir die Hybridis-
ierung nach dem Markieren z. B. mit radioaktiven Markern oder als Primer fur PCR mit KHCV cDNAs als
Matrize fiir das Aufspiren von KHCV in Serumproben verwendet werden.

Die Oligonucleotide k&nnen entweder vollstindig oder partiell zu einem KHCV cDNA Strang komple-
mentér sein, in Abhangigkeit von den Umstdnden.

Die Oligonucleotide sollen wenigsten 8 Nucleotide bevorzugt 10 bis 12 Nucleotide und noch bevorzug-
ter etwa 20 Nucleotide enthalten.

Herstellung von Impfstoffen und deren Anwendung

Inaktivierte oder attenuierte KHCV, hergestellt durch Anwendung einer bekannten Methode wie auch
eine oder mehrere der Polypeptide die in den KHCV cDNA Fragmenten gem&B Erfindung kodiert sind,
kdnnen gemeinsam mit physiologisch akzeptablen Trégern als Impfstoffe formuliert

Passende Triger umfassen z. B. 0,01 bis 0,1 M Phosphatpuffer mit pH-neutraler oder physiologischer
Salzldsung.

Eine verstirke Immunitit gegen HCV kann hervorgerufen werden, indem der Impfidsung ein Adjuvans
oder ein Immunopotentiator zugegeben wird oder indem die Polypeptide in einer gréBeren Form vorgese-
hen werden, entweder als quervernetzter (cross-linked) Komplex oder mit einer Tragerform konjugiert.

Geeignete Adjuvansien fir das Impfen k&nnen zum Beispiel und chne Einschrinkung enthalten:
Adjuvans 65 (enthaltend ErdnuB&l, Mannidmonooleat und Aluminiummonostearat), Mineralgele wie Alumini-
umhydroxyd, Aluminiumphosphat und Alaun, Oberfiachermittel wie Hexadecylamin, Octadecylamin, Lysole-
cithin, Dimethyidioctadecylammoniumbromid, N,N-Dioctadecyl-N',N'-bis(2-Hydroxymethyl) Propandiamin,
Methoxyhexadecylglycerol und Pluronicpolyole; Polyanionen wie Pyran, Dextransulfat, Poly IC, Polyacryl-
sdure und Carbopol; Peptide wie Muramyldipeptid, Dimethyiglycin und Tuftsin; und Blemulsionen. Die
Proteine gemaB vorliegender Erfindung kénnen auch nach ihrer Inkorporierung in Liposome oder anderen
Mikrotrdgern angewendet werden.

Die Immunogenizitdt der erfindungsgeméBen Proteine und insbesondere ihrer kleineren Fragmente
kann mittels Cross-linking oder durch Kopplung an ein immunogenes Tragermolekdl verstarkt werden {d. h.
ein Makromolekul, das die Eigenschaft hat, unabhdngig eine immunologische Antwort in einem Wirtstier
hervorzurufen und mit dem die Proteine und die Proteinfragmente gem&B Erfindung kovalent gebunden
werden k&nnen).

Cross-linking oder eine Konjugation mit einem Trdgermolekil kann erforderlich sein, da kieine Protein-
fragmente manchmal als Haptens agieren kdnnen (Molekile, die sich spezifisch an einen Antik&rper binden
kdnnen aber nicht fahig sind, eine Antik&rper-Produktion hervorzurufen, d.h. die nicht immunogen sind). Die
Konjugation solcher Fragmente mit einem immungenen Tradgermolekll macht die Fragmente immunogen,
und zwar durch das, was man allgemein den "Carrier Effekt” (Tragereffekt) nennt.

Geeignete Tragermolekile umfassen z. B. Proteine und natirlich oder synthetische Polymerverbindun-
gen wie Polypeptide, Polysaccharide, Lipopolysaccharide, etc. Einer der niitzlichen Triger ist ein Glycosid
mit dem Namen Quil A, geoffenbart von Morein et al. (Nature, 308, 457 (1984)). Proteintrdgermolekiie sind
besonders bevorzugt, einschlieBlich aber nicht beschrénkt auf Sdugetierserenproteine, wie 2. B. als Keyhole
Limpet Hemocyanin, menschliches Gammaglobulin oder Rindergammaglobulin, Albumin von Human-,
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Rinder- oder Hasenserum, oder methylierte oder andere Abwandlungen solcher Proteine. Andere niitzliche
Proteintrdger werden dem Fachmann geldufig sein.

Das kovalente Koppeln mit einem TrigermolekUl kann unter Verwendung vershiedener Verfahren, die
bekannt sind, durchgefiinrt werden. Die genaue Auswahl kann z. B. durch die Natur des verwendeten
Tragermolekiils vorgeschrieben sein. Wenn das immunogene Tragermolekiil ein Protein ist, kdnnen die
Proteine oder Fragmente gem&B der Erfindung mit diesem Tr3gerprotein durch wasseriéstiche Carbodiimi-
de wie 2. B. Dicyclohexylcarbodiimid oder Glutaraldehyd gekoppelt werden.

Koppler wie diese kdnnen auch verwendet werden, um die Proteine und deren Fragmente mit sich
selbst querzuvernetzen, um so die Verwendung eines getrennten Tragermolekils zu vermeiden. Solches
Cross-linking zwischen den Proteinen oder ihren Fragmentaggregaten kann ebenfalls die Immunogenizit4t
erhdhen.

Das Inkorporieren in Liposome oder andere Mikrotrdger kann den Effekt mit sich bringen, daB die
Impfstoffe Uber eine verldngerte Zeitspanne abgegeben werden.

Die Impfstoffe kdnnen als Einzeldosis verabreicht werden oder bevorzugter Weise als Mehrfachdosis.
Eine wirksame Dosis der im Impfstoff gegenwirtigen Polypeptide kann in einem Bereich zwischen 5 bis
etwa 200ug liegen, abhdngig vom Kd&rpergewicht des zu immunisierenden Subjektes, der Kapazitit des
Immunsystems des Subjektes bei der Bildung der Antik&rper und abhingig vom gewinschten Immunitits-
grad. Erstmalige Impfungen werden bevorzugt von Booster Impfungen gefolgt, die ein oder mehrere Monate
spater verabreicht werden. Vielfache Boosters kdnnen verabreicht werden.

Fir die Verabreichung kdnnen die herkdmmlichen Wege beschritten werden wie subkutan, intradermal,
intramuskuldr oder intravengs.

Die folgenden Beispiele sollen die vorliegende Erfindung n3her erldutern, ohne den Schutzbereich
einzuschrénken. Die experimentellen Methoden, die in den Beispielen angewendet wurden, wurden gemas
den nachfolgenden Referenzbeispielen durchgefiihrt, soferne es nicht anders beschrieben ist.

Weiters sind, soferne nicht anders ausgefiihrt, die Prozentsdtze fiir Mischungen Feststoff/Feststoff,
Fliissigkeiten/Flissigkeiten und Feststoffe in FlUssigkeiten jeweils auf der Basis Gewicht/Gewicht, Volu-
men/Volumen und Gewicht/'Volumen angegeben.

Referenzbeispiel 1: Abbau der DNA mittels Restriktionsendonuclease

Die Restriktionsenzyme und Reaktionspuffer wurden von NEB (New England Biolabs, Jolla, MA USA)
gekauft.

Die Reaktion wurde generell in einer sterilisierten Eppendorf RShre mit einem Reaktionsvolumen
durchgeflihrt, das zwischen 50 und 100u! betrug, und bei einer Temperatur von 37 C fiir 1 bis 2 Stunden.
Danach wurde die Reaktionsmischung mit 65°C fUr 15 Minuten hitzebehandelt (oder mit Phenol extrahiert
und mit Ethanol ausgefallt im Falle einer hitzebesténdigen Endonuclease) um die Restriktionsendonuclease
zu deaktivieren.

10 x Reaktionspuffer fir die Reaktion einer Restriktionsendonuclease weist die folgende Zusammenset-
zung auf:

10 x NEB Reaktionspuffer 1: 100mM bis Trispropan HCI, 100mM MgCl. 10mM Dithiothreitol (DTT),
pH7,0

10 x NEB Reaktionspuffer 2: 100mM Tris-HCI, 100mM MgCl,, 500mM NaCl, 10mM DTT, pH 7,0

10 x NEB Reaktionspuffer 3: 100mM Tris-HCI, 100mM MgClz, 1000mM NaCl, 10 mM DTT, pH 7,0

10 x NEB Reaktionspuffer 4 : 200mM Trisacetat, 100mM Magnesiumacetat, 50mM Caliumacetat,
10mM DTT, pH 7,0.

Heferenyzbeispiel 2: Phenolextraktion und Fillung mit Ethanol

Nach dem Ablauf der Enzymreaktion wurde die Reaktionsmischung mit Phenol extrahiert, um die
Enzyme zu desaktivieren oder die DNA in der Reaktionsmischung zu gewinnen, wobei Phenol, vorher in
Gleichgewicht gebracht mit einem Puffer, der 10mM Tris-HCI )pH 8,0) und 1mM EDTA enthielt, verwendet
wurde. Die Phenolextraktion wurde durchgefihrt, indem gleiche Voiumina der Probe und des Phenols unter
heftigem Schiittein vermischt wurden. Die Mischung wurde bei 15.000 rpm fir 5 Minuten zentrifugiert. Die
wissrige Schicht wurde in ein neues RShrchen transferiert. Die beschriebene Prozedur wurde 2 oder 3 mal
wiederholt.

Dann wurde die wéssrige Schicht mit gleichem Volumen Chloroform (Chloroform: Isoamylalkohol =
24:1) extrahiert und die wéssrige Schicht wurde wiederrum abgetrennt. 0,1 Volumentsile 3M Natriumacetat
und 2,5 Volumentsile Ethanol wurden zugegeben. Darauf wurde die Mischung bei 15.000 rpm und 4 °C fir
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20 Minuten zentrifugiert, nachdem sie bei -70°C fiir 30 Minuten oder bei -20°C fir 12 Stunden
stehengelassen wurde, um die Nucleinsdure zu gewinnen.

Referenzbeispiel 3: Ligationsreaktion

Die Ligationsreaktion der DNA wurde durchgefiihrt, indem T. DNA Ligase und 10x Ligationsreaktions-
puffer (0,5M Tris-HCI, 0,1M MgClz, 0,2 M DTT, 10mM ATP, 0,5mg/ml Rinderserumalbumin (BSA)) gekauft
von NEB, angewendet wurde. Das Reaktionsvolumen betrug generell 20ul und 10 Units der T. Ligase
wurden zur Ligation der klebrigen Enden der DNA verwendet, wahrend 100 Einheiten fur die Ligation der
glatten Enden von DNAs verwendet wurden.

Die Reaktion wurde bei 16°C fiir 5 Stunden durchgeflhrt oder bei 4°C fir Uber 14 Stunden. Nach
Ablauf der Reaktion wurde die Reaktionsmischung erhitzt auf 65°C flir 15 Minuten, um die T, DNA Ligase
zu deaktivieren.

Referenzbeispiel 4: Transformation von E. coli

Die fUr die folgenden Beispiele verwendeten E.coli Stimme umfaBten E.coli HB101 (ATCC 33694), E.
coli W3110 (ATCC 27325), E. coli JM101 (ATCC 33876) und E. coli JM105 (ATCC 47016). Die Transforma-
tion der E. coli wurde durchgefiihrt, indem eine bekannte Methode angewendet wurde, ndmlich wie von
Maniatis et al., in Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, N.Y. (1982) oder von
Cohen in Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 69, 2110 (1972) beschrieben wurde.

Referenzbeispiel 5: Transformation von Hefe

Die Hefetransformation wurde nach einer Methode durchgefiihrt, die von Beggs in Nature, 275, 104
(1978) oder von Hinnen et al., in Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 75, 1929 (1 978) beschrieben worden war.

Referenzbeispiel 6: Synthese der Oligonucleotide

Die Oligonucleotide wurden synthetisiert, indem ein DNA Synthesizer (Applied Biosystems Inc.m 3808,
USA) unter Anwendung der Automatic Solid Phase Phosphoamidite-Chemie angewendet wurde.

Die synthetisierten Oligonucleotide wurden unter Verwendung von denaturierendem Polyacrylamidgel
(2M Harnstoff, 12% Acrylamid und Bis (29:1), 50mM Tris, 50mM Broic Acid, 1mM EDTA)Elekirophorese
und SEP-PAK (Waters Inc., USA) S3ulenchtomatographie gereinigt. Die Menge wurde mittels Messung O.D.
bis 260nm bestimmt.

Referenzbeispiel 7. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zu einer Mischung von bis 100ng einer Matrizen DNA, 10ul 10x Tag Polymerasereaktionspuffer (10mM
Tris-HCI, 500 mM KCI, 15mM MgClz, 0,1%(w/v) Gelatine, pH 8,3), 10ul einer Mischung aus dNTP's (jeweils
2mM von dGTP, dATH, dTTP und dCTP), 2ug jedes Primers (generell wurden fiir die Reaktion zwei Primer
verwendet, und im Fall von drei Primern wurde der mittlere Primer in einer Menge von 0,02 L.g verwendet)
und 0,51 Ampli Tag DNA Polymerase (Perkin Elmer Cetus, USA) wurde destilliertes Wasser in einer
Menge zugegeben, daB ein Gesamtvolumen von 100ul erhalten wurde. Weiters wurden 50wl MineralSl
hinzugeflgt, um die Reaktionsmischung vor dem Verdampfen zu schitzen. :

Die PCR wurde in einem thermal cycler (Perkin Elmer Cetus, USA) durchgefiihrt. Der thermische
Zykius wurde so programmiert, daB er 25mal oder Sfters den folgenden Zyklus wiederholte: 95 * C fir sine
Minute - 55 ° C fiir eine Minute - 72 C fiir zwei Minuten, und letztendlich wurde die Reaktion bei 72 C fir
10 Minuten ausgefihrt.

Nach Beendigung der Reaktion wurde die Mischung mit Phenol extrahiert, und die PCR-Produkte
wurden mittels Athanolfdllung gewonnen. Das Precipitat wurde in 20wl einer TE-PufferlSsung gelOst (10mM
Tris-HCI, 1mM EDTA, pH 7.5).
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Beispiel 1: Herstellung von KHCV cDNA KHCV-LBC1

(1-A): Isolierung des HCV vom Serum von koreanischen Hepatitis C-Patienten und Extraktion der viralge-
nomischen RNA daraus

50wl Serum von koreanischen Patienten mit chronischer Hepatitis, die als Nicht-A-, Nicht-B-Hepatitis
diagnostiziert worden war (ALT < 60IU: Das Serum wurde vom Korea University Hospital und dem Catholic
University Hospital in Korea geliefert), wurden ultrazentrifugiert, um die HCV-Partikel nach einer Methode zu
féllen, die von Bradley, D.W. et al in Gastroenterology, 88, 773(1985) vorgeschiagen worden war. 50mi des
Serum wurde 6-fach mit einer TENB-Pufferlésung verdiinnt (0,05M Tris, pH 8,0, 0,001M EDTA (Athylendi-
amintetraessigsédure), 0,1M NaCl) und bei 28 000 rpm, Raumtemperatur flir 6 Stunden ultrazentrifugiert,
wobei ein Beckman Rotor SW28 verwendet wurde (Beckman Inc., Model L8-80M).

Die Extraktion der viralen genomischen RNA von den gefillten viralen Partikein wurde durchgefiihrt,
indem die Methode nach Cholozynski, P. und Sacchi, N. in Anal. Biochem. 162, S. 156-159 (1987)
angewendet wurde. Die geféliten viralen Partikel wurden in 8ml einer RNA-Extraktionsldsung suspendiert
(4M Guanidinthiocyanat, 24mM Nacitrat, pH 7,0, 0,5% Sarcosyl, 0,1M 2-Mercaptoithanol). 0,8m! 2M-
Natriumacetat (pH 4,0), 8ml Phenol (BRL Inc. USA; gesittigt mit destilliertem Wasser) und 1,6ml! Chloro-
form-Isoamylalkohol (49:1, v/v) wurden zugegeben und die resultierende Mischung dann bei 12 000 x g,
4°C und 15 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Testréhrchen gegossen. Das gleiche
Volumen Isopropanol und Glycogen (2ug/mi Uberstand) als Trdager wurden hinzugefligt. Die Mischung
wurde in einem Kihler bei - 20 C fir eine Stunde gehalten und dann bei 12 000 x g, 4°C fiir 20 Minuten
zentrifugiert, um den RNA-Niederschlag zu erhalten. Der Niederschlag wurde in 75% Ethanol suspendiert,
wie zuvor zentrifugiert und dann 10 Minuten im Vakuum getrocknet. Der virale RNA-Niederschlag wurde in
400u!l TE-Pufferlésung (10mM Tris, pH 7.5, 1mM EDTA) gel8st und in der ndchsten Stufe verwendet. Die
virale RNA-L&sung kann fiir eine spédtere Verwendung bei -70 ° C gehalten werden.

{1-B): Herstellung der KHCV c¢DNA Bibliothek

(1-B-1): Herstellung der KHCV cDNA

Fir die Herstellung der cDNA, wurde ein Zap-cDNA-Synthesekit (Stratagene inc. USA) verwendet. Die
in Beispiel (1-A) herstelite Hepatitis C virale RNA wurde als Matrize fiir die reverse Transkriptase verwendet.
Es wurden ein Oligo-d(T)-Primer mit der Nucleotidsequenz §'-
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAACTAGTCTCGAG(T)¢g-3' und ein Randomprimer mit der Nucleotidsequenz
S-TTTTTCATGATTGGTGGTGGAACTGGACCGTCTCGAGNNNNNN-3' verwendet, wobei Ns gleich oder
verschieden sein kdnnen und jeweils A, T,C oder G ist (im nachfolgenden jeweils als "RANPSHCV"
bezeichnet) und wobei die Synthetisierung unter Verwendung eines DNA-Synthesizers erfolgte (Applied
Biosystems Inc., USA, Modell 380 B).

Ein erster cDNA-Strang wurde wie foigt hergestellt: 18wl der hepatitisviralen RNA-L3sung gemis
Beispiel (1-A) wurde mit 2ul 0,1M CH3HgOH gemischt, und die Mischung wurde fiir 10 Minuten bei
Raumtemperatur stehengelassen, um die Sekundéarstruktur von RNA auffalten zu lassen. 2ul von 1M g-
Mercaptodthanol wurde zugegeben, und die Mischung wurde fir 5 Minuten bei Raumtemperatur stehenge-
lassen. Zu der behandelten RNA-LGsung wurden 5ul reverse Transkriptase-Reaktionspufferldsung gegeben
(500mM Tris-HCI, pH 8,3, 750mM KCI, 30mM MgCl2, 10mM Dithiothreitol (DDT)), 2,51l 10mM von jeweils
dATP, dGTP, dTTP und 5-Methyl-dCTP, 2ul Oligo-d(T)-Primer (1,4ug/ul) oder 2iu) RANPSHCV (1,01g/wl),
15ul destilliertes Wasser, das mit Didthylpyrocarbonat (DEPC) behandelt worden war und 1,0l RNase-
Inhibitor (1 Unitul, Promega Inc., USA) in dieser Reihefolge zugegeben. Die Mischung wurde 10 Minuten
bei Raumtemperatur stehengelassen (Primers, Matrize). Dann wurden 2,5u] MMLV reverse Transkriptase
(18 Units/Ll, Superscript RNase H- reverse Transkriptase, BRL Inc., Cat. No. 8853SA) hinzugefiigt. Die
Reaktionsmischung wurde eine Stunde bei 37 C inkubiert, um den ersten Strang der cDNA zu synthetisie-
ren.

Ein zweiter Strang der cDNA wurde wie foigt hergestellt: Zu 45ul der erhaltenen ersten Strangldsung
wurden 40ul der 10 x zweiten Strangpufferl8sung (188mM Tris-HCI, pH 6,9, 906mM KCI, 46mM MgCl.,
1,5mM 8-NAD(Nikotinamidadenindinucleotid), 100mM (NH,),SO., 6,0ul 10mM dNTP's-Mischung (jeweils
10mM dATP, dCTP, dTTP und dGTP) und 298 wl destilliertes Wasser in dieser Reihenfolge hinzugefligt
und 1,01l RNase H(4 Units/ul) und 10,01l DNA-Polymerase | (11 Units/il) wurden dann entlang der Wand
des TestrShrchens getropft. Nach sofortigem Mischen wurde die Reaktionsmischung fiir 2,5 Stunden bei
16 * C inkubiert.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

56

AT 405053 B

Die Reaktionsldsung wurde einer Extraktion mit gleichem Volumen Phenolichloroform unterzogen (1:1-
(v/v), wobei das Phenol bereits nmit 0,5M Tris-HC! (pH 7.5) und 0,1% (v/v) 8-Mercaptoethanol) gesattigt
war, und dies erfolgte dreimal. Die obere wéBrige Phase wurde abgenommen und mit 0,1 Volumsteil 3M
Natriumacetat und dem zweifachen Volumsteil 100% Ethanol vermischt. Die Mischung wurde bei -20°C
Uber Nacht stehengelassen und bei 12 000 x g, 4°C fir 20 Minuten zentrifugiert, um den cDNA-
Niederschlag zu erhalten.

1-B-2: Herstellung der cDNA Bibliothek

Um die in Beispiel 1-B-1 hergestelite doppelstrangige cDNA in eine stumpfendige umzuwandeln, wurde
der cDNA Niederschlag in 43,5ul destilliertem Wasser geldst. 39ui der cDNA L&sung wurden genommen
und mit 5,0l T4 DNA Polymerasereaktionsidsung (670 mM Tris-HCI, pH 8,8 166mM (NH.)2SOs, 67mM
MgClz, 100mM g-mercaptoethanol, 67 uM EDTA), 2,5ul einer 2.5mM dNTP's Mischung und 3,5ul T4 DNA
Polymerase (2,8 units/il) vermischt. Die Reaktionsmischung wurde 30 Minuten bei 37 C stehengelassen
und das resultierende Produkt wurde mit Phenolchioroform extrahiert und mit Ethanol auf die gleiche Weise
ausgefalit, wie im Beispiel 1-B-1.

Um fiir das Restriktionsenzym Eco Rl beim 5'-Ende eine Erkennungsstelle einzufiihren, wurde die
stumpfendige doppelstrangige cDNA wie foigt behandelt: Zu der stumpfendigen ¢DNA wurden 7,01l Eco RI
Adaptor (Stratagene Inc., Zap-cDNA Synthesis Kit Cat. No. 200400, CA, USA), 1,0l 10 x Ligationspufferld-
sung, 1,0ul T4 DNA Ligase (1000 units/ul) und 1,0ul 10mM ATP gegeben und Uber Nacht bei 4°C
stehengelassen. Die sich ergebende Mischung wurde dann auf 70°C flir 10 Minuten erhitzt, um die Ligase
zu deaktivieren.

Die so erhaltene cDNA kann direkt der Kionierung unterworfen werden. Im vorliegenden Fall jedoch
wurde die cDNA amplifiziert und dann im Klonierungsvorgang verwendet.

Fir die Amplifikation der cDNA wurde deren PCR wie folgt durchgeflihrt: Zu der zuvor hergesteliten
cDNA Lésung wurden 10ul 10 x PCR Pufferldsung (200mM Tris-HCI, pH 8,3, 15mM MgClz, 250mM KC|,
0,5 % Tween 20, 1mg/ml Gelatine), 10! 2mM dNTP's Mischung, Sul Primer, PSHCV mit der Nucleotidse-
quenz 5-TTTTTCATGATTGGTGGTGGA-3' und 5ul des oberen Stranges (5'-CCCCCCGAATTCGGCAC-
GAG-3') des Eco RI Adaptors, 1ul (2,5 units) der Tag DNA Polymerase (Perkin Elmer-Cetus Inc., 761 Main
Avenue, Norwalk, CT 06859-0010, USA) und 69ul destilliertes Wasser gegeben. Darauf wurde die PCR
unter Verwendung eines thermal cycler (Perkin Elmer-Cetus Inc., USA) durchgefihrt, der so programmiert
war, daB er folgenden Zyklus 25 mal wiederholte: 95°C flir 30 Sekunden - 55°C fiir 30 Sekunden - 72°C
fiir 2 Minuten. Nach Ablauf der Reaktion wurden die Uberzihligen Primers und dNTPs unter Verwendung
von Centricon 100 (Amicon Inc., Cat. No. 4200, P.O. Box 91954, Chicago, IL 80693, USA) entfernt. Das so
erhaltene Produkt wurde mit Phenol-Chloroform extrahiert und wie zuvor mit Ethanol gefallt und dann in
16l TE Pufferldsung aufgeldst.

Zu der resultierenden L&sung wurden 2ul 10 x Pufferlsung (0.5M NaCl, 0,5M Tris-HCl, 50mM MgCl,
5mM DTT, pH 7,9) und je 1l Eco RI und Xho | hinzugefligt (New England Biolaps Inc., 30 Tozer Rd.,
Berverly, MA, USA). Dann wurde die Reaktionsmischung fiir 10 Minuten bei 37 C stehengelassen, um die
cDNA partiell abzubauen. Die cDNA Fragmente wurden wie zuvor mit Phenol-Chioroform extrahiert und mit
Ethanol gefilit und dann mit 10u! TE Pufferidsung aufgelSst.

Das somit erhaltene cDNA Fragment wurde folgendermaBen in den Vektor UNI-ZAPXR geklont. Zu 10u
der mittels Eco RI-Xho | abgebauten cDNA Fragmentidsung, wie zuvor erhalten, wurden 2,0ul 10 x
Ligationspufferldsung, 2,0il 10mM ATP, 4,0ul der Vektor UNI-ZAPXR L&sung (1.g/ul), bereits behandelt
mit Eco RI’Xho | und 2,0ul T4 DNA Ligase (4 Weiss units/itl) zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde
dann fiir 10 Stunden bei 16 * C inkubiert.

1-B-3: In vitro Verpacken des die cDNA enthaltenden Vektors in Phagen und Amplifizierung der cDNA
Bibliothek

Um die ligierte DNA gemiB Beispiel 1-B-2 in Phagen zu verpacken, wurden 10ul der zuletzt in Beispiel
1-B-2 erhaltenen L3sung zu einem Gigapack |l Gold Packaging Extract (Stratagene inc., USA) gegeben und
die Reaktionsmischung wurde fUr 2 Stunden bei Raumtemperatur stehengelassen.

Zu der resultierenden Mischung wurden 500wl einer phagenverdinnenden L&sung (5,89 NaCl, 2,0g
MgSO: x 7 H,0, 50ml 1M Tris-HCI, pH 7,5, 5ml einer 2%igen Gelatine pro Liter) und 20ul Chloroform
gegeben (siehe Kretz et al., Nucl. Acid. Res., 17, 5409 (1989)).

Die Infektion und Amplifizierung wurden wie folgt durchgefiihrt. PLK-F' (Stratagene Inc., Zap-cDNA
Synthesis Kit Cat. No. 200400) und E. coli merA-, merB- Stamm wurden in einem LB Medium kultiviert (10g
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Bactotrypion, 5g Hefeextrakte, 10g NaCL pro Liter) bis 0.D.600 (Optische Dichte bei 600nm) den Wert 0,5
erreichte. Die kultivierten Zellen wurden ausgefillt und in 10mM MgSO. geldst, wobei die 0.D.600 auf 1,0
eingestellt wurde. 600! der L6sung wurden mit 200wl der Packungsmischung gemischt. Die Reaktionsmi-
schung wurde dann fiir 15 Minuten bei 37° C stehengelassen, um den Phagen die Infektion der E. coli zu
erlauben. Zu den daraus entstehenden E. coli wurden 6,5ml 0,7% NZY Agar (7g NZ Amine, 5g NaCl, 2g
MgSOs x 7 H20, 5g Hefeextrakte, 7g Bactoagar pro Liter) hinzugefligt, geschmolzen und auf 48°C
gehalten. Die Mischung wurde auf eine 150mm Durchmesser NZY Agar Platte aufgetragen (7g NZ Amine,
5g NaCl, 2g MgS0s x 7 H20, 5g Hefeextrakte, 16g Bacto-agar pro Liter) und dann fir 5 bis 8 Stunden bei
37 - C inkubiert, um Phagenplaques auszubilden.

10ml einer phagen-verdinnenden LOsung wurden auf die Platte gegossen. Die Platte wurde leicht
wahrend 15 Stunden bei 4°C geschittelt, um die Phagen aufzuidsen. Die daraus resultierende Mischung
wurde bei 4.000 x g zentrifugiert, um die E. coli Zellen abzuscheiden, die dann entfernt wurden. Zu der so
erhaltenen HCV cDNA Bibliotheksldsung wurden 0,3% Volumen Chloroform zugegeben. Der Titer der cDNA
Bibliothek wurde mit etwa 10'° bis 10'® PFU (plaque forming units) /ml bestimmt. Es wurde 100%ige DMSO
(Dimethyl Sulfoxid) hinzugefligt, um eine Konzentration von 7% (v/v) herzustellen. Die cDNA Bibliothek
wurde bei -70* C gehalten.

1-C: Durchsuchen der cDNA Bibliothek mittels Immunoassay und Bestimmung der cDNA Sequenz

Die cDNA Bibliothek wurde mittels der Immunoscreeningmethode durchsucht, die von Huynh, T. V. et
al., DNA Cloning Techniques: A Practical Approach (D. M. Glover, ed.), pp 49-78, IRL Press, Oxford (1985)
geoffenbart wurde, wobei die HCV AntikSrper verwendet wurden, die vom Ubersuch nach dem Zentrifugie-
ren des 6-fach verdinnten Serums, hergestelit in Beispiel 1-A, mittels Protein G Affinitdts-Saulenchromato-
graphie gereinigt worden waren (Genex Inc., USA).

Die cDNA Bibliotheksidsung, hergestellt in Beispiel 1-B-3, wurde auf 50.000 PFU pro 150mm-
Durchmesser der Platte verdlinnt. Die verdinnte cDNA BibliotheksiGsung wurde mit 600wl E. coli XL-1 blue
(Strategene Inc., USA, Zap-cDNA Synthesis Kit Cat. No. 200400), der Kultur (0.D.600 = 0,5) hergestellt,
nach der gleichen Methode wie in Beispiel 1-B-2 vermischt, und 6,5mi eines 0,7% NYZ Agars wurden
zugegeben. Jede Mischung wurde auf eine 40 NZY Agarplatte aufgetragen und fiir 12 Stunden bei 37°C
kultiviert, um 2 x 10% Phagenplaques herzustellen.

Danach wurden Membrane zum Abheben der Plaques aus Nylonfiltern (Bio-Rad Ind., Cat. No. 162-163,
USA) mit einem Durchmesser von 137mm mit 10mM IPTG (isogropyl-8-D-thiogalactopyranoside) Lésung
impréagniert und auf einem Whatman 3MM Filter getrocknet (blot-dried). Jeder Filter wurde auf dem Agar in
einer Platte angeordnet und flir 3,5 Stunden bei 37 °C inkubiert. Jeder der Filter, die die Flecken aus
Phageplaques aufwiesen, wurde dann mit 15m! einer Waschidsung (10mM Tris-HC!, pH 8,0, 150mM NaCl,
0.05% Tween 20) gewaschen. Zu den Filtern wurde 15ml einer Blockierungsl&sung (1% Rinderserumalbu-
min, 20mM Tris-HCI, pH 7,5, 150mM NaCl) hinzugeflgt. Unter leichtem Schiitteln wurde fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Darauthin wurde jeder der Filter 5 mal gewaschen, indem er mit 15ml einer
TBST Pufferlésung (20mM Tris-HCI, pH 7,5, 150mM NaCl, 0,05% (v/v) Tween-20) fir 5 Minuten bei
Raumtemperatur leicht geschwenkt wurde. Die Filter wurden in 15ml der L3sung gegeben, die durch
Verdinnen des gereinigten HCV Antikdrpers (Proteinendkonzentration: 8,2mg/ml) auf den Wert 1:200 mit
TBS Pufferldsung (20mM Tris-HCL, pH 7,5, 150mM NaCl), die 1% (w/v) FBS (fetal bovine serum) enthielt,
wobei flr 1 Stunde bei Raumtemperatur leicht geschittelt wurde. Dann wurde 5 mal unter leichtem
Schitteln in TBST Pufferidsung fir 5 Minuten bei Raumtemperatur jeweils gewaschen. Jeder der Filter
wurde in eine 15ml L8sung gegeben, die durch Verdilinnung eines biotinylierten-goat antihuman IgG und
avidin konjugiert-alkalische Phosphatase (Pierce Inc., USA. Cat. Nos. 31770C, 21321C) auf den Wert 1:2000
mit einer TBS Pufferlsung, die 1% (w/v) FBS enthielt hergestellt worden war, wobei fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur leicht geschittelt wurde. Und dann wurde unter leichtem Schwenken 5 x in 15ml TBST
Pufferidsung fiir 5 Minuten bei Raumtemperarur gewaschen. Jeder der Filter wurde dann auf einem
Whatman 3MM Filter getrocknet (blot-dried).

Fur die Férbereaktion wurde jeder der Filter in 15ml einer Farbeldsung (100mM Tris-HCL, pH 9,5,
100mM NaCl, 5SmM MgClz, 5mg Nitro-blue-tetrazolium, 2,5mg 5-Brom-4-chlor-3-indolyl phosphat) in einem
dunklen Raum bei Raumtemperatur fir 30 Minuten zur Reaktion gebracht. Die purpurfirbigen positiven
Phagepiaques wurden mit den Augen festgestellt, von denen erwartet werden konnte, daB sie die cDNA
ausdriicken, die ein rekombinantes HCV Antigen kodieren. Jeder der Filter wurde mit einer TBS Pufferis-
sung einmal gewaschen. Eine Férbestoppl6sung (20mM Tris-HCI, pH 2,9, tmM EDTA) wurde zugegeben,
um den Fédrbeprozess zu stoppen. Jeder der Filter wurde bei Raumtemperatur getrocknet und dann mittels
Polaroidfilm aufgezeichnet.
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Positive Plaques wurden isoliert und in 1ml einer phagenverdiinnenden L&sung (10mM Tris-HCL, pH
7.5, 10mM MgClz) fir 1 bis 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Der zuvor beschriebene Immunos-
creeningassay wurde wiederholt, um die Klone einer einzelnen Phageplaque zu erhalten.

Jeder der Phageplaques, bei dem bestétigt werden konnte, daR er das rekombinante HCV Gen enthalt,
wurde in eine sterilisierte Microfuge-RShre gegeben, die 500ul einer SM Pufferldsung (5,89 NaCl, 2,0g
MgSQe, 50ul 1M Tris-HCI, pH 7.5, 5ml einer 2%igen Gelatine pro Liter) enth#lt 20ul Chloroform wurden
zugegeben. Dann wurden die Inhalte der RGhrchen unter Schitteln fir 1 bis 2 Stunden bei Raumtemperatur
kultiviert. 200wl (> 1 x 105 Phagenpartikeichen) der so erhaltenen L3sung, 1ul Helfer-phagen R408 (> 1 x
105 PFU/ml, Stratagene Inc., USA) und 20ul E. coli XL-1 Zellsuspension (0.D.600 = 1,0) wurden
miteinander vermischt und dann wurde die Mischung bei 37 * C fiir 15 Minuten inkubiert. Zu der resultieren-
den Kultur wurden 5ml 2 x YT Medium (10g NaCl, 10g Hefeextrakt, 16g Bacto-trytone pro Liter)
hinzugefligt, wonach sie mit Schiittelm wahrend 3 Stunden bei 37+ C kultiviert und dann auf 70° C fiir 20
Minuten erhitzt wurde. Die resultierende Kultur wurde auf 1:100 verdlnnt und 200ul der verdUnnten Kultur
wurden mit 200wl E. coli XL1-Blue cell (0.D.600 0 1,0) vermischt. Nach Inkubation bei 37°C fur 1 Stunde
wurden 100wl der resultierenden Kultur auf LB Platten aufgetragen, die Ampicillin (50.g/ml) enthielten.
Daraufhin wurde bei 37°*C fir 10 Stunden inkubiert, um pBluescript-phagemid Kolonien zu erhalten, die
doppelstrangige cDNA umfassen.

Um einzelstringige DNA herzustellen, wurden die zuvor erhaltenen pBluescriptkotonien in einem LB
Agar Medium inkubiert, weiches das antibiotische Tetracycline (12,5ug/ml) enthielt, und durchsucht (scree-
ned), um wieder die positiven Kolonien zu erhalten. Die positiven Einzelkolonien, die erhalten wurden,
wurden in Tetracycline* LB broth Medium (2 bis 3ml) Uber Nacht inkubiert. Die Kultur wurde dann in 0,3ml
eines super liquid Mediums (359 Bacto-tryptone, 20g Hefeextrakt, 5g NaCl, eingestellt auf pH 7.5 mit
NaOH) inkubiert und unter Schiitteln bei 37°C kultiviert. Die Kultur wurde mit den Helferphagen R408
infiziert und die Kultivierung wurde fiir 8 Stunden durchgefiihrt, bis die 0.D.600 den Wert 0,3 erreichte.

Bei der Durchfhrung der Infektion hingt das Verhiltnis Phage:Zelle weitgehend von der Type der
cDNA ab, die in pBluescript vorhanden ist, und kann 20:1, 10:1, 1:1 oder 1:10 betragen. Die einzelstrangi-
gen DNAs wurden aus dem Uberschissigen Teil der oben erhaltenen Kultur extrahiert.

Die Isolierung und Reinigung doppelstrdngiger Phagemide und einzelstrdngiger Phagemide wurde nach
einer Methode durchgefiihrt, die von Sambrook, J. et al. in Molecular Cloning, 1, 2.73-2.81, Cold Spring
Habor, N.Y. (1989) vorgeschlagen worden war.

Die Linge des in jedem Klon enthaltenen cDNA Fragmentes wurde festgestellt, indem das doppelstrén-
gige Phagemid mittels Restriktionsendonuclease Eco Rl und Xho 1 abgebaut wurde. 3 Klone mit cDNA
Fragmenten verschiedener Lange wurden erhalten.

Die Nucleotidsequenzen der 3 rekombinanten cDNAs wurden bestimmt, wobei ein gereinigtes einzel-
stringiges rekombinantes pBluescript Phagemid oder das doppelstringege pBluescript-Phagemid als
Matritze eingesetzt wurde und M13-20mer, Primer T7, Primer KS, Primer SK oder Prime T3 (Stratagene
inc., USA) in Ubereinstimmung mit der Sanger'schen Methode (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74, 5405 (1977))
verwendet wurde, wobei die sich ergebenden cDNA Fragmente die Namen KHCV 426, KHCV 652 und
KHCV 403 erhalten haben (siehe Fig. 1 bis 3).

1-D: Durchsuchen der rekombinanten Phagen, die KHCV cDNA enthalten, wobei Oligonucleotidsonden
verwendet werden, und Bestimmung der Nucleins8uresequenz

1-D-1: Isolierung der cDNA Kione, die mit KHCV 652 Uberlappen

Um jene rekombinanten Phagen mit Gehalt an HCV cDNA zu durchsuchen, die nicht durch die oben
stehende Immunoscreening Methode durchsucht worden waren wurde eine Plaque Hybridisierung nach
einer Methode durchgefiihrt, die von Benton, W. D. et al., Science, 196, 180 (1977); Connor, B. J. et al,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80. 278 (1983) und Jacob, K. et al., Nature, 313, 805 (1985) beschrieben wurde.
Als Sonden wurden Oligonucleotide P652a (5'-TTCATACCCGTTGAGTCTATGGAAACTACT-3') und P652b
(5'-GCCATTCCAAGAAGAAGTGTGACGAACTCG-3') verwendet, deren Nucleotidsequenzen aus der Nucleo-
tidsequenz des cDNA KHCV 652 ausgewahit wurde, die in Beispiel 1-C bestimmt worden war.

Die cDNA Bibliothekldsung, die in Beispiel 1-B in einer Menge enthaltend 50.000 PFU hergestelit
worden war, wurde aufgenommen und dann mit 600u! E. coli XL1-blue {verdiinnt auf 0.D.600 =0,5)
vermischt, gem4B Herstellung in Beispiel 1-B-3 und weiters mit 0,7 NZY Agar vermischt. Die Mischung
wurde auf eine 150mm NZY Platte gegossen und bei 37°C flr 12 Stunden inkubiert. Von insgesamt 30
Platten wurden 1,5 X 105 Phagenplaques erhalten.
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Danach wurden 137mm Durchmesser Nylonfilter jeweils sorgféitig auf die Platten aufgelegt, um die
Plaques auf die Filter aufzutragen. Die Nylonfilter wurden dann entfernt und an Luft getrocknet.

Jeder der getrockneten Filter wurde flr 1 bis 2 Minuten auf Whatman 3MM Papier gelegt, weiches mit
0.2M Na OH/1,5m NaCl gesattigt war. Weiters wurden die Filter fir 1 bis 2 Minuten auf Whatman 3MM
Papier gelegt, welches mit 0,4M Tris-HCI, pH 7,6 und 2 x SSC (SSC: 17,53g NaCl, 8,82g Natriumcitrat, pH
7,0 pro Liter) geséttigt war. Dann wurde in einem Vakuumofen bei 80 ° C fir 2 Stunden getrocknet.

Nach dem Trocknen wurden die Filter mit 500ml 3 x SSC/0,1% SDS L&sung bei Raumtemperatur 3 bis
4 x gewaschen. Mit der gleichen L&sung wurde bei 65°C 2 Stunden lang gewaschen. Jeder der Filter
wurde in 500m! Prehybridisierungsldsung prehybridisiert (6 x SSC, 5X Denhardt L8sung (0.2g Ficoll, 0,2g
Polyvinylpyrrolidon, 0,29 BSA pro Liter), 0,05% Natriumpyrophosphat, 100ug/ml DNA aus gekochtem
Heringsperma, 0,5% SDS) fir 1 Stunde bei 37*C. Die Filter wurden in eine Hydridisierungsidsung (6 x
SSC, Denhart Losung, 100ug/mi Hefe tRNA, 0,05% Natriumpyrophosphat) gegeben und 30ng von jeweils
P652a und P652b, markiert mit 32P, wurden zugegeben. Die Hybridisierungsreaktion wurde fiir 24 Stunden
bei 48 * C durchgefiihrt.

Die oben eingesetzten Sonden wurden wie folgt markiert. Zu einer Mischung von 32ng Sonde, 7,5ul 10
x T4 Kination-buffer-L&sung (0,5M Tris-HCI, pH 7,5, 0,1M MgCl,, 50mM DTT, 0,5mg/mi BSA), 100u.Ci
(gamma= 32P) ATP und 50 units T4 Nucleotidkinase wurde destilliertes Wasser auf ein Gesantvolumen von
75ul zugeflgt. Die kination-Reaktion wurde fiir 30 Minuten bei 37 * C durchgefiihrt.

Nach Vervollstidndigung der Hybridisierung wurden die Filter 5x mit 6 x SSC/0,05% Natriumphosphatl6-
sung flr 10 Minuten bei Raumtemperatur gewaschen und noch einmal mit der gleichen Ldsung fiir 30
Minuten bei 60°C. Das Waschen wurde weiterdurchgefiihrt, wihrend die Temperatur um 2°C Uber 15
Minuten angehoben wurde, bis der Filter komplett ausgewaschen war, was mit einem Geigerzéhler (Ludlum
Model 13) Uberpriift wurde. Die gewaschenen Filter wurden auf einen Réntgenstrahienfilm (Kodak X-Omat
AR) fiir 24 bis 48 Stunden bei -70 ° C gelegt.

Die Plaques, die sich als positiv bestatigten, wurden ausgetestet wie oben beschrieben, um die Plagues
als Plagues einer einzigen Phage zu erhalten.

Von den so erhaltenen positiven Plaques wurden das doppelstringige Phagemid und das einzelstrangi-
ge Phagemid hergestellt und die Nucleotidsequenz wurde nach der gleichen Methode bestimmt, wie in
Beispiel 1-C beschrieben. )

Die cDNA Klone, die mit KHCV 652 liberlappen, wurden als KHCV 752 und KHCV 675 bezeichnet. lhre
Lange, Stellung, Nucleotidsequenz und Aminosiuresequenz, die dadurch kodiert ist, sind in den Fig. 1 bis 3
dargestellt.

1-D-2: Isolierung der cDNA die mit KHCV 426 iberlappt

Es wurden Oligonucleotide P426a (5-ACGAGACCTCCCGGGGCACTCGCAAGCACC-3") und P426b (5'-
CGTAATTTGGGTAAGGTCATCGACACCCTC-3"), die auf Basis der Nucleotidsequenz der in beispiel 1-C
erhaltenen KHCV 426 cDNA modeliiert worden waren, synthetisiert. Unter Verwendung der Olgionucleotide
P426a und P426b als Sonden wurde die Plaquehydridisierung in der gleichen Weise ausgefiihrt wie in
Beispiel 1-D-1. Der cDNA Klon, der mit KHCV 426 iiberlappt wurde auf die gleichen Methode aufgesplrt
wie in Beispiel 1-C beschrieben, und als KHCV 240 bezeichnet. Die Linge, Stellung und Nucleotidsequenz
sowie die darin kodierte Aminosduresequenz sind in den Fig. 1 bis 3 dargestellt.

1-D-3: Isolierung der cDNA, die mit KHCV 240 liberlappt

Es wurde das Oligonucleotid P240b (5'-GTCCGGGTGCTGGAGGACGGCGTGAACTA-3"), welches auf
Basis der Nucleotidsequenz der KHCV 240 gemi#8 Beispiel 1-D-2 modelliert worden war, hergestellt, Unter
Verwendung des Oligonucleotids P240b als Sonde wurde die cDNA Bibliothek gemaB Beispiel 1-B auf die
gleich Weise durchsucht wie in Beispiel 1-D-1. Der so erhaltene cDNA Klon, der etwa 110 Nucleotids
enthielt, die mit KHCV 240 liberlappten wurde als KHCV 513 bezeichnet. Deren Nucleotidsequenz wurde
nach der Sanger'schen Methode bestimmt. Die Lénge, Stellung und Nucleotidsequenz des KHCV 513 und
die darin kodierte Aminos&uresequenz sind in den Fig. 1 bis 3 dargestellt.

1-D-4: Isolierung der cDNA, die mit KHCV 513 Uberlappt

Es wurde das Oligonucieotid P513b (5'-CGCATGGCCTGGGATATGATGATGAACTGGS'), welches auf
Basis der Nucleotidsequenz der KHCV 513 gem3R Beispiel 1-D-3 modelliert worden war, hergestelit. Unter
Verwendung des Oligonucleotids P513b als Sonde wurde die cDNA Bibliothek gem#B Beispiel 1-B auf die
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gleiche Weise durchsucht wie in Beispiel 1-D-1. Der cDNA Kion mit 810bp, der etwa 130bp Nucleotide
enthielt, die mit KHCV 513 tiberlappten, wurde als KHCV 810 bezeichnet und die Nucleotidsequenz wurde
nach der Sanger'schen Methode bestimmt. Die Lange, Stellung und Nucleotidsequenz des KHCV 810 und
die darin kodierte Aminos3uresequenz sind in den Fig. 1 bis 3 dargestelit.

1-D-5: Isolierung der cDNA, die mit KHCV 810 {berlappt

Es wurde das Oligonucleotid P810b (5'-AAATGAGACGGACGTGCTGCTCCTTAAC-3'), welches auf
Basis der Nucleotidsequenz der KHCV 810 gem4B Beispiel 1-D-4 modelliert worden war, hergestelit. Unter
Verwendung des Oligonucleotids P810b als Sonde wurde die cDNA Bibliothek gemiR Beispiel 1-B auf die
gleiche Weise durhcsucht wie in Beispiel 1-D-1. Der so erhaltene cDNA Kion, der etwa 65bp Nucleotide
enthielt, die mit KHCV 810 Uberlappten, wurde als KHCV 798 bezeichnet. Deren Nucleotidsequenz wurde
nach der Sanger'schen Methode bestimmt. Die Linge, Stellung und Nucleotidsequenz des KHCV 798 und
die darin kodierte Aminos3uresequenz des KHCV 798 sind in den Fig. 1 bis 3 dargestellt.

1-D-6: Isolierung der cDNA die mit KHCV 403 Uberlappt

Es wurden Oligonucleotide P403A (5'-GTGAAGAATTCGGGGGCCGGAACCTGGCAT-3") und P403B (5™

GCTGACCTCATTGAGGCCAACCTCTTGT-3"), welche auf Basis der Nucleotidsequenz der KHCV 403
gemiB Beispiel 1-D-5 modelliert worden waren, hergestellt. Unter Verwendung der Oligonucleotide P403A
und P403B als Sonde wurde die cDNA Bibliothek gem#8 Beispiel 1-B auf die gleiche Weise durchsucht wie
in Beispiel 1-D-1. .
Der so erhaltene cDNA Klon, der etwa 160bp Nucleotide enthielt, die mit KHCV 403 Uberlappten, wurde als
KHCV 932 bezeichnet. Deren Nucleotidsequenz wurde nach der Sanger'schen Methode bestimmt. Die
Lange, Stellung und Nucleotidsequenz des KHCV 932 und die darin kodierte Aminosiuresequenz des
KHCV 932 sind in den Fig. 1 bis 3 dargestellt.

1-D-7: Isolierung der cDNA, die mit KHCV 932 Uberlappt

Es wurde das Oligonucleotid P932b (5'-CCGGGACGTGCTTAAGGAGATGAAGGCGAA-3'), welches auf
Basis der Nucleotidsequenz der KHCV 932 gemi48 Beispiel 1-D-6 modelliert worden war, hergestelit. Unter
Verwendung des Oligonucleotides P932b als Sonde wurde die cDNA Bibliothek gem&8 Beispiel 1-B auf die
gleiche Weise durchsucht wie in Beispiel 1-D-1. Der so erhaltene cDNA Klon, der etwa 185bp Nucleotide
enthielt, die mit KHCV 932 {iberlappten, wurde als KHCV 496 bezeichnet. Deren Nucleotidesequenz wurde
nach der Sanger'schen Methode bestimmt. Die L&nge, Stellung und Nucleotidsequenz des KHCV 496 und
die darin kodierte Aminosiuresequenz des KHCV 496 sind in den Fig. 1 bis 3 dargestelit.

1-D-8: Isolierung der cDNA, die nit KHCV 496 Uberlappt

Es wurde das Oligonucleotid P496b (5-CGTGTATGCGAGAAGATGGCCCTTTATGAC-3'), welches auf
Basis der Nucleotidsequenz der KHCV 496 gem48 Beispiel 1-D-7 modelliert worden war, hergestelit. Unter
Verwendung des Oligonuceotides P496b als Sonde wurde die cDNA Bibliothek gemaB Beispiel 1-B auf die
gleiche Weise durchsucht wie in Beispiel 1-D-1. Der so erhaltene cDNA Klon von 847bp, der etwa 160bp
Nucleotide enthielt, die mit KHCV 496 (berlappten, wurde als KHCV 847 bezeichnet. Deren Nucleotidse-
quenz wurde nach der Sanger'schen Methode bestimmt. Die Lénge, Stellung und Nucleotidsequenz des
KHCV 847 und die darin kodierte Aminosiuresequenz des KHCV 847 sind in den Fig. 1 bis 3 dargesteilt.

1-D-9: Isolierung der cDNA, die mit KHCV 847 Uberlappt

Es wurde das Oligonucleotid P847b (5'-TGCGTGGGAGACAGCTAGACACACTCCAG-3'), welches auf
Basis der Nucleotidsequenz am 3'-Ende des KHCV 847 gemiB Beispiel 1-D-8 modelliert worden war,
hergestellt. Unter Verwendung des Oligonucleotides P847b als Sonde wurde die cDNA Bibliothek gemas
Beispiel 1-B auf die gleiche Weise durchsucht wie in Beispiel 1-D-1. Der so erhaltene cDNA Klon von
494bp, der etwa 94bp Nucleotide enthielt, die mit KHCV 847 Uberlappten, wurde als KHCV 494 bezsichnet.
Deren Nucleotidsequenz wurde nach der Sanger'schen Methode bestimmt.

Die Linge, Stellung und Nucleotidsequenz des KHCV 494 und die darin kodierte Aminosdurensequenz
des KHCV 494 sind in den Fig. 1 bis 3 dargestellt.
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1-E: Herstellung von cDNA mittels PCR

1-E-1: Herstellung der KHCV ¢DNA zwischen KHCV 798 und KHCV 752

Um die HCV cDNA zwischen dem 3'-Ende des KHCV 798 und 5'-Ende des KHCV 752 zu klonieren,
wurden die Primer P798b (5'-CTGGTTCCCGGAGCGGCATAC-3'"), ausgebildet auf Basis der Nucleotidse-
quenz am 3'-Ende der KHCV 798, und P752a (5'-CCAGGTGATGACTTTGGTCTCCAT-3'), ausgebildet auf
Basis der Nucieotidsequenz am 5-Ende des KHCV 752, synthetisiert. Unter Verwendung des Primers
P798b und P752a und der cDNA Bibliothek gemaB Beispiel 1-B-1 und unter Verwendung des Primers von
RANPSHCV, wurde die Polymerasekettenreaktion gemaB Referenzbeispiel 7 ausgefiihrt. Nach Vollendung
der Reaktion wurde eine Menge der sich ergebenden Mischung 5% Polyacrylamidgel-Elektrophorese
(PAGE) unterworfen, um die Amplifizierung der cDNA zu bestétigen. Zur verbleibenden Mischung wurden
10 units eines Kienow Fragmentes hinzugefiigt, eine DNA Polymerase. Die Reaktionsmischung wurde fur
30 Minuten bei 37°C inkubiert, um beide Enden stumpf zu machen. Die Reaktionsmischung wurde der
PAGE unterworfen und die DNA wurde elektrisch eluiert, um die reine DNA zu isolieren. Das gereinigte
DNA Fragment wurde in eine Phage-M13mp18 kioniert und dessen Nucleotidsequenz wurde bestimmt. Die
so erhaltene DNA wurde als KHCV 570 bezeichnet. Deren Nucleotidsequenz und die darin kodierte
Aminosdurensequenz sind in den Fig. 1 bis 3 dargestellt.

Das in Beispiel 1-D-2 hergestelite KHCV 240 und in Beispie! 1-D-3 hergestelite KHCV 513, in Beispiel
1-D-4 hergestelite KHCV 810, in Beispiel 1-D-5 hergestellte KHCV 798 und das zuvor beschriebene KHCV
570 Uberlappen einander teilweise. Somit wurden sie in einen langen offeinen Leseraster miteinander
verbunden, der KHCV 2661 genannt wurde.

1-E-2: Herstellung der KHCV ¢cDNA zwischen KHCV 403 und KHCV 675

Um das HCV cDNA Fragment zu klonieren, welches zwischen dem KHCV 403 gemi8 Beispiel 1-C und
dem KHCV 675 gemiB Beispiel 1-D-1 liegt, wurden die Primer P675b (5'-TCGATTCTTCGGTCCTGTGT-
GAGTGT-3') und P675b, (5'-AAAAAGAATTCGGATCCATGACGCGGGTTGTGCGTGGTAC-3') auf Basis der
Nucleotidsequnez auf der Seite des 3'-Endes des KHCV 675 ausgebildet, und P403a, (5'-CCCCCTCA-
GAGTCGACTCACTTCACGTTGTCAGTGGTCAT-3"), ausgebildet auf Basis der Nucleotidsequenz auf des
Seite des 5'-Endes der KHCV 403 synthetisiert. Unter Verwendung der Primer P675b, P675b, and P403a;,
wie zuvor hergestellt, und P403a gem&8B Beispiel 1-D-6 wurde die PCR wie foigt durchgefiihrt.

Zue einer Mischung von 0,2ug P674b, 0,2ug von P403a, 2ul von cDNA gemiB Beispiel 1-B-1 unter
Verwendung des Ramdom Primers RANPSHCV, 10ul 10 x PCR Pufferidsung, 10wl von 2mM dNTP's
Mischung und 2,5 units der Taq Polymerase wurde destilliertes Wasser hinzugefiigt, um das Gesamtvolu-
men auf 100 ul einzustellen. Die Mischung wurde einer ersten PCR unterworfen, indem der folgende Zyklus
10x wiederholt wurde: 95°* flir 2 Minuten - §5°C fiir 2 Minuten - 72°C fiir 3 Minuten. Nach Zugabe von
2ug PB75bz und 2ug P403a; zur resultierenden Mischung, wurde die zweite PCR ausgefihrt, indem der
obige thermische Zyklus 20x wiederholt wurde.

Nach Vervollstindigung der Reaktion wurde die Amplifizierung der cDNA bestitigt. Die Sequenz der
cDNA wurde in gleicher Weise wie in Beispiel 1-E-1 bestimmt. Die so erhaltene cDNA wurde KHCV 1774
genannt und deren Nucleotidsequenz und die darin kodierte Aminosdurensequenz sind in den Fig. 1 bis 3
dargesteiit.

1-E-3: Klonierung des 3'-Endbereiches der KHCV cDNA und Bestimmung der entsprechenden Nucleotidse-
quenz

Um die cDNA entsprechend der 3'-Endregion des HCV Genoms zu klonieren, wurde die PCR unter
Verwendung der Primers RANPSHCV und DA17PSHCV (5'-TGGTGGTGGAACTGGACCGTA:,3") wie foigt
durchgefiihrt.

Der Primer PSHCVSL, 5'-AAAAGTCGACTGGTGGTGGAACTGGACCGT-3' enthilt 21 fixe Nucleotide
des Primers RANPSHCV oder DA17PSHCV des Beispiels 1-B-1 und eine Sal | Erkennungsstelle (5'-
GTCGAC-3'). Demgegeniiber enthdlt der KHCVR60 Primer 5'-GTGTCCGCGCTAAGCTACTGTCC-3', jene
Nucleotide, die von der Nucleotidsequenz der 3'-Endregion der KHCV 494 gemi8 Beispiel 1-D-9 vorge-
zeichnet ist. Unter Verwendung der Primers PSHCV und KHCVR60 wurde eine erste PCR auf gleiche
Weise ausgefiihrt, wie in Referenzbeispiel 7.

In einer zweiten PCR wurde der Primer KHCVRE1 (5'-TGTGGCAAGTACCTCTTCAACTGG-3') syntheti-
siert. KHCVR61 besteht aus einer Sequenz komplementdr zur Nucleotidsequenz der 3'-Endregion der
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KHCV 494 und leigt ndher zum 3'-Ende als KHCVRG60.

10w! der KHCVR6B1 wurden der Mischung zugeflgt, die der ersten PCR entstammte und dann wurde
die zweite PCR nach dem gleichen Verfahren durchgefiihrt, wie in Referenzbeispiel 7.

Nach Vervolistindigung der Reaktion wurde die Amplifizierung der cDNA bestétigt und deren Nucleo-
tidsequenz wurde auf gleiche Weise wie in Beispiel 1-E-1 bestimmt. Die so erhaltene cDNA mit 266
Nucleotiden wurde KHCV 266 genannt. Die Lage und Nucleotidsequenz der KHCV 266 und der darin
kodierten Aminos3urensequenz sind in den Fig. 1 bis 3 dargestellt. In der Nucleotidsequenz der KHCV 266
wurden 2 Terminatorkodons gefunden, obwohl ein Poly (A)* tail nicht gefunden wurde.

1-E-4: Klonierung der 5'-Endregion der KHCV cDNA und Bestimmung der Nucleotidsequenz

Unter Verwendung des Primers KHCVL6S (5'-GTCCTGTGGGCGGCGGTTGGTGTTACG-3') ausgebildet
auf Basis des Nucleotides an der 5'-endigen Seite der KHCV 426 gem&B Beispiel 1-C, wurde eine
einzelstrangige cDNA in gleicher Weise hergestellt, wie in Beispiel 1-B-1. 50ul der oben erhaltenen
Mischung wurden mit 1ml TE Pufferlssung (10mM Tris-HCI, pH 7,5, 1mm EDTA) verdunnt. Die verdiinnte
Mischung wurde auf 10ul unter Verwendung eines Zentrikon 100 konzentriert (Amicon Inc., USA, # 4200),
um die restlichen Primer und dNTPs zu entfernen.

Um eine Poly d(t) tailed cDNA oder Poly d(g) tailed cDNA herzustellen, wurden 10ul des so erhaltenen
cDNA Losung 4ul einer 5 x tailing Pufferlssung (0,5M Kaliumkakodylate, pH 7,2, 10mM CoClz, TmM DTT),
4ul 1mM dTTP (oder 4ul 1mM dGTP) und 10 units der terminalen Deoxynuclectidtransferase (BRL inc.,
USA, # 80085B) hinzugefiigt. Destilliertes Wasser wurde zugegeben, um das Gesamtvolumen auf 50ul
ginzustellen. Die Reaktionsmischung wurde fir 30 Minuten bei 37 *C stehengelassen und dann auf 65° fur
5 Minuten erhitzt.

Die so erhaltene Poly d(T), tailed cDNA (oder die Poly d(G) tailed cDNA) wurde mittels PCR unter
Verwendung der Primers KHCVL70 (5-TTGAGGTTTAGGATTCGTGCTCAT-3') (oder dC12R1RO; §'-
AAGGATCCGTCGACATCGATAATACGACTCACTAGGGA(C)12-3), dT17R1RP (5-
AAGGATCCGTCGACATCGATAATACGACTCACTATAGGGA(T):7-3"),RO  (5'-AAGGATCCGTCGACATC-3")
und R1 (5'-GACATCGATAATACGACTCAC-3') erhalten aus der Nucleotidsequenz der KHCV 426 gema8
Beispiel 1-C mittels PCR amplifiziert.

Zu 2ul der cDNA L8sung wurden 5ul 10 x Taq Polymerase Pufferlosung (100mM Tris-HCI, pH 8,3,
500mM KCI, 15mM MgClz, 0,1% Gelatin) 5ul einer 1,5mM dNTPS Mischung, 2,2ug KHCVLE9 und 2,0ug
dT17R1RO hinzugefligt. Destilliertes Wasser wurde zugegeben, um das Gesamtvolumen auf 50uI einzustel-
len. Die Mischung wurden auf 95 C fiir 7 Minuten erhitzt und dann auf 75° C abgekuhit. 2,5 unts der Taq
DNA Polymerase wurden zugegeben. 30ul Minerall wurden dann zugegeben, um die Verdampfung zu
verhindern. Die Reaktionsmischung wurde auf 45° C fir 2 Minuten gekiihit, um es den Primers zu gestatten,
die einzelstringige cDNA komplementdr zu binden, und dann wurde die Reaktion bei 72°C flr 22 Minuten
weitergefiihrt. Eine erste PCR wurde durchgefuihrt, indem 30x der folgende Zyklus wiederholt wurde: 95 °C
fiir 45 Sekunden - 50 *C flir 25 Sedunden - 72° C fiir 2 Minuten; und endlich bei 72 C fiir 15 Minuten.

2ug des Primers RO (oder R1) und 2ug KHCVL70 wurden zu 10ui der Mischung gegeben, die sich aus
dem Obenstehenden ergab. Eine zweite PCR wurde ausgefiihrt, indem 30x der gleiche Zyklus wie zuvor
wiederholt wurde. Nach Vervolistindigung der Reaktion wurde die Amplifizierung der cDNA, die 380bp
aufwies, bestitigt und deren Nucleotidsequenz wurde auf gleiche Weise bestimmt, wie in Beispiel 1-E-1.
Der so erhaltene cDNA Klon wurde KHCV 366 genannt und die Lage und Nucleotidsequenz der KHCV 366
und der darin kodierten Aminosdurensequenz sind in den Fig. 1 bis 3 dargestellt.

Die gem#8 Beispiel 1 erhaltenen KHCV cDNA Klone, verbunden zu einer KHCV cDNA mit voller Lange
mit 9372 Nucleotiden, wobei die cDNA mit voller Linge genannt wurde KHCV-LBC1, wurde bei der ATCC
am 14. Mai 1991 umter der Zugriffsnummer 75008 hinterlegt.

Beispiel 2: Herstellung der HCV Subtype cDNA

2-A: Extraktion der RNA

Zu 100u! jeden Serums, gesammelt von 13 koereanischen Hepatitis C Patienten (Proben #2, #3, #20,
#21, #23, #25, #26, #27, #28, #29, #30, #31 und #32) wurden 300u! eines die Zellerdnde aufbrechenden
Mittels mit der Bezeichnung RNAzol B (Cinna/Biotecx, P.O. Box 1421, Friendwood, Texas, USA) hinzuge-
figt. Dann wurden die KHCV RNAs auf gleiche Weise extrahiert, wie in Beispiel 1-A. Die aus diesen 13
Proben extrahierten KHCV RNAs erhielten die Namen LBC2, LBC3, LBC20, LBC21, LBC23, LBC25, LBC26,
LBC27, LBC28, LBC29, LBC30, LBC31 und LBC32. '
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2-B: Herstellung der cDNA

Unter Verwendung der HCV RNAs gemiB Beispiel 2-A als Masken und Random Primers (5'-NNNNNN-
3', wobei Ns gleich oder vershieden sein und G, A, T oder C mit dem gleichen Verhiitnis sein kdnnen) als
Primer fur die reverse Transcriptase, wurden die HCV cDNAs in der gleichen Weise hergestellt, wie in
Beispiel 1-B-1. Die so erhaitenen cDNAs wurden wie folgt bezeichnet: KHCV-LBC2 ¢DNA, KHCV-LBC3
cDNA, KHCV-LBC20 cDNA, KHCV-LBC21 cDNA, KHCV-LBC23 cDNA, KHCV-LBC25 cDNA, KHCV-LBC26
CDNA, KHCV-LBC27 cDNA, KHCV-LBC28 cDNA, KHCV-LBC29 ¢DNA, KHCV-LBC30 cDNA, KHCV-LBC31
cDNA, KHCV-LBC31 cDNA und KHCV-LBC32 cDNA.

2-C: Amplifizierung der KHCV cDNA mittels PCR

2-C-1: Design der Primer

Die Primer flr die Ampiifizierung der NS2 und NS5 Regionen der HCV cDNAs wurden nach den
Gebieten ausgebildet, die relativ allgemein in den Nucleotidsequenzen des japanischen Typs vorhanden
sind, Uber den Kato et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87, 9524-9528 (1990) und Takamizawa et al., J. Virol.,
65, 1105-1113 (1991) berichtete. Weiters vom amerikanischen Typ, berichtet in Choo et al., Sicence, 244,
359-363 (1989) und von der KHCV-LBC1 gemiB Beispiel 1. Die Stellungen der Nucleotidsequenzen, die
zuvor hergestelit worden waren, wurden auf Basis der Nucleotidsequenzen der KHCV-LBC1 nummeriert.

Primer fiir die Amplifizierung der NS2 Region der HCV cDNA

NS2S1 (5'-CGGGAGATGGCCGCATCGTG-3") korrespondierte mit dem Strang des Fragmentes vom
2776igsten bis zum 2785igsten Nucleotid in KHCV-LBC1. NS2N1 (5'-ACCTGCTAGTGCGGCCAGCTTCAT-
3') korrespondierte mit dem komplementiren Strang des Fragmentes vom 3180igsten bis zum 3157igsten
Nucleotid der KHCV-LBC1, der dazu verwendet wurde, die erste PCR fir die Amplifizierung der NS2
Region der HCV cDNA auszufiihren. NS2S2 (5"-TTTTGGATCCGCGGTTTTTGTAGGTCTGGT-3") korrespon-
dierte mit dem Strang des Fragmentes von dem 2803 zum 2822 Nucleotid im KHCV-LBC1, der eine BamH
I Erkennungsstelle flir die Angemessenheit der Klonierung aufwies. Und NS2N2 (5'-AAAGTCGACATGAA-
GACCATTTGGAC-3') korrespondierte mit dem komplementéren Strang vom 3158igsten bis zum 3142igsten
Nucleotid im KHCV-LBC1, der eine Sal | Erkennungsstelle bei seinem 5-Ende fir die Angemessenheit der
Kionierung aufwies. NS2S2 und NSS2N2 wurden fiir das Durchfiihren der zweiten PCR verwendet.

Primer fir die Amplifizierung der NSS Region der HCV cDNA

NS5S1 (5'-ATGGGGATCCATATGACACCCGCTG(T/C)TTTGA-3', worin T/C Thymin und Cytosin bedeu-
tet, gemischt im Verh3itnis 1:1) die Nucleotidsequenz vom 10 Nucleotid (gezihlt vom 5'-Ende der NS5S1)
bis zum 3'-Ende, korrespondierte mit der Nucleotidsequenz des Fragmentes vom 8252igsten bis zum
8273igsten Nucleotid in KHCV-LBC1. Im NS5N1 (5'-CCCCGTCGACCTAGTCATAGCCTCCGTGAA-3') korre-
spondierte die Nucleotidsequenz vom 9 Nucleotid zum 3'-Ende mit dem Komplementarstrang des Frag-
mentes vom 8635igsten bis zum 8614 Nucleotid im KHCV-LBC1. Der Primer NS5N1 wurde dazu verwen-
det, eine erste PCR fir die Amplifizierung der NS5 Region durchzuflihren.

In NS582 (5'-TTTGAGGATCCACGGTCACTGAGAA(T/C)GACAT-3", wobei T/C die gleiche Bedeutung
wie oben hatte), korrespondierte die Nucleotidsequenz vom 12 Nucleotid bis zum 3'-Ende mit dem Strang
des Fragmentes vom 8278igsten bis zum 8297igsten Nucleotid im KHCV-LBC1, und NS5S2 hatte eine
BamH 1 Erkennungsstelle am 5'-Ende. Der Primer NS5S2 wurde beim Ausfihren der zweiten PCR
werwendet.

Die obigen Primer wurden synthetisiert, indem DNA Synthesizer (Applied Biosystems inc., Model 380
B, USA) verwendet wurden, bei dem automized solid phase phosphoamidite chemistry Verwendung fand.
Die synthetisierten Primer wurden mittels Elektrophoresis isoliert, wobei denaturierendes Polyacrylamidgel
Verwendung fand (2M Harnstoff, 12% Acrylamid und bis-Acrylamid (29:1, w/w) in 50mM Tris, 50mM
Borsdure, 1ImM EDTA-Na.), und gereinigt wurde durch C18 Chromatographiersdulen, (SE-PAK; WATERS
INC., USA), wobei eine Mischung aus Acetonitril-Wasser (50:50, v/v) als Eluationsmittel verwendet wurde.
Die Konzentration jedes Primers wurde durch einen O.D. Wert bei 260nm bestimmt.
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2-C-2: PCR fiir die Amplifizierung der NS2 Region von KHCV cDNA

Eine erste PCR wurde wie folgt durchgefihrt. Zu 5ul jeder KHCV-LBC2 cDNA, KHCV-LBC3 cDNA,
KHCV-LBC20 cDNA, KHCV-LBC21 cDNA, KHCV-LBC23 cDNA, KHCV-LBC25 cDNA, KHCV-LBC26 cDNA,
KHCV-LBC27 cDNA, KHCV-LBC28 cDNA, KHCV-LBC29 cDNA, KHCV-LBC30 ¢cDNA, KHCV-LBC31 cDNA,
KHCV-LBC32 cDNA, hergestellt in Beispiel 2-B, wurden 10ul 10 x Taq Polymerase Pufferldsung (10mM
Tris-HC!, pH 8,3, 500mM HCI, 15mM MgCl, 0.1% (w/v) Gelatine), 10ul einer 2mM dNTP's Mischung,
0.2ug NS2S1, 0,2ug NS2N1 und 0,51l AmpliTag DNA Polymerase (Perkin elmer-Cetus, USA) zugegeben.
Destilliertes Wasser wurde hinzugefligt, um das Gesamtvolumen auf 100wl einzustellen. Zu jeder dieser
L&sungen wurden 50ul Mineraldl zugegeben, um die Verdampfung zu vermeiden. Die erste PCR wurde
ausgefiihrt, indem der folgende Termozyklus 40x wiederholt wurde: 95°C fiir 2 Minuten - 55°C flUr 2
Minuten - 72°C fiir 3 Minuten. Die zweite PCR wurde ausgeflhrt, indem 1mi des ersten PCR Produktes
und 2iLg des NS2S2/NS2N2 Primer sets verwendet und 25x wiederholt wurde.

Jede der resultierenden Mischungen wurde mit einem gleichen Volumen Phenol/Chloroform gemischt
und dann zentrifugiert, um die Ubrigen Enzyme zu entfernen. Zu jedem der Riickstdnde wurden 0,1
Volumen 3M Natriumacetat und das 2,5fache Volumen absoluten Ethanols hinzugefigt. Die resulteriende
Mischung wurde dann zentrifugiert, wobei 340bp einer doppelstrdngigen DNA vorlagen.

Die DNA Fragmente von den 13 verschiedenen Masken wurden folgendermaBen genannt: NS2-LBC2,
NS2-LBC3, NS2-LBC20, NS2-LBC21, NS2-LBC23, NS2-LBC25, NS2-LBC26, NS2-LBC27, NS2-LBC28,
NS2-LBC29, NS2-LBC30, NS2-LBC31 und NS2-LBC32.

2-C-3: PCR fiir die Ampiifizierung der NS5 Region der HCV cDNA

Die Primer NS5S1 und NS5N1 wurden verwendet, um eine ersts PCR auszuflihren und die Primer
NS582 und NS5N1 fanden fiir die Durchfiihrung einer zweiten PCR auf die gleiche Weise Verwendung, wie
in Beispiel 2-C-2, um 320bp der DNA Segmente zu erhalten.

Die resultierenden DNA Fragmente, amplifiziert von KHCV-LBC20 cDNA, KHCV-LBC21 cDNA, KHCV-
LBC23 cDNA, KHCV-LBC25 cDNA, KHCV-LBC26 cDNA, KHCV-LBC27 cDNA, KHCV-LBC28 cDNA, KHCV-
LBC29 cDNA, KHCV-LBC30 cDNA, KHCV-LBC31 cDNA, KHCV-LBC32 cDNA wurden wie folgt genannt:
NS5-LBC20, NS5-LBC21, NS5-LBC23, NS5-LBC25, NS5-LBC27, NS5-LBC28, NS5-LBC29, NS5-LBC30,
NS5-LBC31 und NS5-LBC32.

Jedes der Fragmente wurde mit Sal | und BamH | abgebaut. Die abgebauten Fragmente wurden in
M13mp19 kioniert. Deren Nucleotidsequenzen wurden unter Verwendung der Sanger'schen Methode
bestimmt. Jede der Nucleotidsequenzen ist in den Fig. 7 bis 26 dargestelit.

Beispiel 3: Herstellung des Vektors fir die Expression des KHCV cDNA Fragmentes in Hefe

3-A: Amplifizierung der KHCV cDNA Fragmente

3-A-1: Herstellung der Fragmente K384, K510, K573, K897, K403, und K590

<Stufe 1>

Um an jedes der KHCV cDNA Fragmente, die in den Beispielen 1-C, 1-D und 1-E gekiont worden
waren, ein ubiquitines Gen anzuhingen (im folgenden werden die Gene, hergestellt durch Anhé@ngen oder
Verbinden des ubiquitinen Gens an die KHCV cDNA Fragmente als UB-KHCV bezeichnet) und um das UB-
KHCV in einen Expressionsvektor flir Hefen zu klonieren, wurden die folgenden Primers synthetisiert.

Primer PCOREUBI (5'-CTTGGTGTTGAGACTCCGCGGTGGTATGAGCACGAATCCTAAACC-3') enhilt
25 Nucleotide in der 5-Endregion, Uberlappend mit der 3-Endregion des Ubiquitingens und die anderen
Nucleotide korrespondieren mit der Region vom 343igsten bis zum 360igsten Nucleotid der KHCV-LBC1.

Der Primer PSALCORE14 (5'-GGGGTCGACTATTAGCATGTGAGGGTGTGGATGAC-3') enthalt ein stop
codon, um die Translation genau nach dem 726igsten Nucleotid zu stoppen, und eine Erkennungsstelle von
Sal l.

Der Primer PSALCOREI17 (5'-GGGGTCGACTATTAGGGCAGATTCCCTGTTGCATA-3') enthilt ein stop
codon zur Beendignung der Translation direkt nach dem 852igsten Nucleotid und eine Erkennungsstelle
von Sat |.

Der Primer PSALCORE22 (5'-GGGGTCGACTATTAAGCGGAACTGGGGATGGTCAA-3") enthilt ein stop
codon fur das Stoppen der Translation direkt nach dem 915 Nucleotid und eine Erkennungsstelle von Sal I.
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Der Primer PK403UBI (5-CTTGGTGTTGAGACTCCGGTGGTACGGGCATGACCACTGACAA-3") enthilt
25 Nucleotide an der 5'-Endregion, die die gleiche ist wie jene von PCOREBUI. Die anderen Nucleotide
sind daflir bestimmt, die Translation vom 6649igsten Nucleotid der KHCV-LBC1 einzuleiten.

Der Primer PK573UBI (5'-CTTGGTGTTGAGACTCCGCGGTGGTACATGGACAGGCGCCCTGA-3’) ent-
hélt 25 Nucleotide in der §™-Endregion, die gleich ist mit jener der POOREUBI. Die anderen Nucleotide sind
dafir bestimmt, die Translation vom 7612 Nucleotid der KHCV-LBC1 einzuleiten. '

Der Primer PK403SAL (5'-GACTGGTCGACTATTACTCTTGCCGCCACAAGAGGTT-3") ist dafiir be-
stimmt, die Translation direkt nach dem 7050igsten Nucleotid der KHCV-LBC1 zu stoppen und besitzt eine
Erkennungsstelle des Sal | und 2 stop codons (TAATAG).

Der Primer PKB97UBI (5'-CTTGGTGTTGAGACTCCGCGGTGGTGCGGTGGAATTCATACCCG-S') ent-
hélt 25 Nucleotide in der 5'-Endregion, die gleich ist mit jener des PCOREUB! und die anderen Nucleotide
sind dazu ansgebildet, die Translation vom 3916 Nucleotid des KHCV-LBC1 einzuleiten.

Der Primer PK897SAL (5-GACTGGTCGACTATTAACACGTATTACAGTCGATCAC-3') ist dazu be-
stimmt, die Translation direkt nach dem 4713. Nucleotid der KHCV-LBC1 zu stoppen und weist eine
Erkennungsstelle des Sal | und 2 stop codons (TAATAG) auf.

Der Primer PK573SAL (5'-GACTGGTCGACTATTAGTACTGGAATCCGTATGAGGAG-3') ist dazu ausge-
bildet, die Transiation direkt nach dem 8184igsten Nucleotid der KHCV-LBC1 zu stoppen und weist eine
Erkennungsstelle von Sal | und 2 stop codons (TAATAG) an der 3'-Endstelle auf.

Der Primer P426B (5'-GGGTGGGCAGGATGGCTCCTG-3') besteht aus der Region vom 616 bis zum
636igsten Nucleotid der KHCV-LBC1.

Der Primer P240B (5'-CCTGTTGCATAGTTCACGCCGT-3'") besteht aus der Region vom 842igsten bis
zum 821igsten Nucleotid der KHCV-LBC1. -

Der Primer P652B (5'-GTCATTCCAAGAAGAAATGTGACGAGCTCGCTGCAAAG-3) besteht aus der
Region vom 4523igsten bis zum 4560igsten Nucleotid der KHCV-LBC1.

Der Primer P403B (5'-GCTGACCTCATTGAGGCCAACCTCTTGT-3') besteht aus der Region vom 7012.
bis zum 7039igsten Nucleotid der KHCV-LBC1.

<Stufe 2>

Ein einzelnes cDNA Fragment wurde aus 3 Kionen hergetelit, nimlich aus KHCV426, KHCV240 und
KHCV513, die einander Uberlappen, wie folgt. Zu einer Mischung von 2,0ug PCOREUBI, 0,021g P426B,
2ug P240B und 50ng KHCV-LBC1 NA wurden 10ui 10 x Taq Polymerase-Pufferl&sung, 10l 10mM dNTP's
Mischung und 2,5 units der Taq Polymerase zugegeben. Destilliertes Wasser wurde hinzugefligt, um das
Gesamtvolumen auf 100ul einzustellen. Eine erste PCR wurde dann durchgefiihrt, indem 25x der thermi-
sche Zyklus des Referenzbeispieles 7 wiederholt wurde. Die resultierende Mischung wurde einer 5%
Polyacrylamidgelelektrophorese unterworfen, um 500bp des PCR Produktes zu isolieren (im folgenden als
PCR Produkt A bezeichnet). Danach wurde unter Verwendung von 50ng des PCR Produktes A und 50ng
der KHCV-LBC1 DNA als Matritzen und 2ug PCOREUBI und 2ug PSALCORE22 als Primer eine zweite
PCR durchgefiihrt, wobei die gleichen Bedingungen herrschten wie bei der ersten PCR. Die resultierende
Mischung wurde einer 5% Polyacrylamidgelelektrophorese unterworfen, um 580bp des Endproduktes zu
isolieren (im folgenden als PCR Produkt B bezeichnet), welches sodann in 50! der TE Pufferldsung gel&st
wurde.

<Stufe 3>

Um weitere PCRs durchzufiihren, bei denen das PCR Produkt B gem#B Stufe 2 als Matritze verwendet
wurden, wurden 3 verschiedene TestrShrchen vorbereitet, nimlich RShrchen A enthaltend 2ug PCOREUBI
und 2ug PSALCORE14, R&hrchen B enthaltend 2ug PCOREUBI und 2uug PSALCORE17 und Réhrchen C
enthaitend 2ug PCOREUBI und 2ug PSALCORE2?2, die zusitzlich zu 50ng des PCR Produktes B zu jedem
der RShrchen hinzugefligt wurden. )

Andererseits wurden fir PCRs, bei denen KHCV-LBC1 DNA als Matritze verwendet wurden, 3 andere
verschiedene TestrShrchen vorbereitet, ndmiich Rohrchen D enthaitend 2ug PK897SAL, 0,021g P652B und
2ug PK897UBI, RShrchen E enthaltend 2ug PK403SAL und 2ug PK403UBI und R&hrchen F enthaltend
2ug PKS73SAL und 0,0221.g P403Bb und 2u.g PK573UBI, zu denen jeweils 50ng des KHCV-LBC1 zugefuigt
wurden.

Danach wurden zujedem der RShrchen A bis F 10ul 10 x Taq Polymerase-PufferlGsung, 10ul 10mM
dNTP's Mischung und 25 units der Taq Polymerase zugegeben. Destilliertes Wasser wurde aut ein
Gesamtvolumen von jeweils 100u! hinzugeflgt. Die PCRs wurden unter den gleichen Bedingungen
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durchgefihrt, wie in Stufe 2.
<Stufe 4>

Die in Stufe 3 erhaltenen PCR Produkte wurden einer 5% Polyacrylamidgelelektrophoreseunterworfen.
Als Resultat wurde bestitigt, daB 384bp der DNA Fragment in RShrchen A hergestelit wurde, 510bp der
DNA in Réhrchen B, 573bp der DNA in R8hrchen C, 798bp der DNA in RShrchen D, 402bp der DNA in
Rohrchen E und 573bp der DNA in R&hrchen F amplifiziert wurden. Die DNA Fragmente wurden mittels der
gleichen Polyacrylamidgelelektrophorese gereinigt wie zuvor. Die erhielten die Namen Fragment K384,
Fragment K510, Fragment K573, Fragment K897, Fragment K403 und Fragment K590.

3-A-2: Herstellung des cDNA Fragmentes, welches das KHCV Hullprotein kodiert

<Stufe 1>

Um das synthetisierte ubiquitine Gen mit jedem der E 2N Gene und E 2C Gene, die mit der Region
vom 1510 bis zum 2010 Nucleotid und der Region vom 2011 bis 2528igsten Nucleotid der KHCV-LBC1
korrespondiert, zu verbinden, und um jedes zu einem Expressionsvektor von Hefen zu klonieren, wurden
die folgenden Primer synthetisiert.

Der Primer PE2NUBI (5'-CTTGGTGTTGAGACTCCGCGGTGGTGGGGCGCAAGGTCGGGCCGCT-S‘)
enthilt 25 Nucleotide in der 5'-Endregion, die mit der 3'-Endregion des ubiquitinen Gens Uberlappt. Die
anderen Nucleotide entsprechen der Region vom 1510 bis zum 1530igsten Nucleotid der KHCV-LBC1.

Der Primer PE2NSAL (5-GACTGGACTATTAATTCATCCAGGTACAACCGAACCA-3') enthdlt ein stop
codon, um die Translation direkt nach dem 2010 Nucleotid der KHCV-LBC1 zu stoppen, und eine
Erkennungsstelle der Sal 1.

Der Primer PE2CUBI (5‘-CTTGGTGTTGAGACTCCGCGGTGGTGGCACTGGGTTCACCAAGACA-S') ent-
hilt 25 Nucleotide in der 5'-Region, die Mit den 25 Nucleotiden der 3'-Endregion des Ubiquitingens
iberlappen. Die anderen Nucleotide entsprechen der Region vom 2011 bis zum 2031igsten Nucleotid der
KHCV-LBC1.

Der Primer PE2CSAL (5'-GACTGGACTATTACGCGTCCGCCAGAAGAAGGAAGAG-3') enthait ein stop
codon, um die Translation direkt nach dem 2528igsten Nucleotid des KHCV-LBC1 2u stoppen, und eine
Erkennungsstelle der Sal I.

<Stuffe 2>

Das Rdhrchen A wurde mit je 2ug PE2NUBI und PE2NSAL und das Rohrchen B jeweils mit 2ug
PE2CUBI und PE2CSAL versehen. Zu jedem der Réhrchen A und B wurden 50ug KHCV-LBC1, 10ul 10 x
Polymerase Pufferldsung, 10ul 10mM dNTP's Mischung und 2,5 units Taq Polymerase zugegeben.
Destilliertes Wasser wurde hinzugefiigt, um ein Gesamtvolumen von 100m| einzustellen. Die PCRs wurden
durchgefiihrt, indem 15x der gleich thermische Zyklus durchgeflhrt wurde, wie in Referenzbeispiel 7.

<Stufe 3>

Die in Stufe 2 erhaitenen PCR Produkt wurden einer 5% Polyacrylamidgelelektrophorese unterzogen.
Als Resltat wurde bestitigt, da8 501bp der DNA in R&hrchen A und 519bp der DNA in Rdhrchen B
amplifiziert worden waren. Die DNAs wurden durch die gleich Polyacrylamidgelelekirophorese wie zuvor

gereinigt und als Segment E2N und E2C bezeichnet.

3-B: Herstellung des Expressionsvektors fiir Hefe

3-B-1: Herstellung von pYLBC-A/G-UB-CORE14, pULBC-A/G-UB-CORE17, pYLBC-A/G-UB-CORE22,
pYLBC-A/G-UB-KHCV897, pYLBC-A/G-UB-KHCV403 und pYLBC-A/G-UB-KHCV573

2ug des Plamides pYLBC-A/G-UB-HGH (ATCC74071) wurden mit Pst | und Sal | in NEB Pufferidsung 3
komplett abgebaut, wihrend 2ug des gleichen Plasmides mit Pstl und Sac I in NEB Pufferldsung 4
komplett abgebaut wurden, auf die in Referenzbeispiel 1 hingewiesen ist. Die resultierenden Mischungen
wurden einer 0,7% Agarosegelelektrophorese unterworfen, um ein 9,8kb Fragment und ein 3,4kb Fragment
zu isolieren, welches Fragment PL2 und PT2 genannt wurden.
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Unter den Fragmenten der K384, K510, K573, K987, K403 und K590, die in Beispiel 3-A-1 hergestelit
worden waren, wurden die Fragmente K897, K403 und K590 mit Sal | und Sac Il in einer NEB Pufferlssung
3 vollstdndig abgebaut. Die Fragmente K384, K510 und K573 wurden mit Sal | in NEB Pufferldsung 3
vollstidndig abgebaut. Die Produkte wurden mit Phenol/Chloroform extrahiert und mit Ethanol gefélit. Die
Auflésung erfolgte mit 20wl TE PufferiSsung. Die Fragmente K384, K510 und K573 wurden weiters partiell
abgebaut mit Sac H in NBE Pufferldsung 4 fir 10 Minuten. Die Produkte wurden mit Phenol/Chloroform
extrahiert und mit Ethanol gefélit. Mit 20! TE Pufferldsung wurden die Produkte aufgeldst.

Die obigen Fragmente wurden wie folgt zur Ligation verwendet. Das LigationsrShrchen A wurde mit
100ng des Fragmentes K384 versehen. Das Ligationsrhrchen B wurde mit 100ng des Fragmentes K510
versehen. Das LigationsrShrchen C wurde mit 100ng des Fragmentes K573 versehen. Das LigationsrShr-
chen D wurde mit 100ng des Fragmentes K897 versehen. Das Ligationsréhrchen E wurde mit 100ng des
Fragmentes K403 und das Ligationsrdhrchen F mit 100ng des Fragmentes K573 versehen. Zu jedem der
Rohrchen wurden 100ng des Fragmentes PL2, 100ng des Fragmentes PT2, 2ul 10 x Ligationspufferidsung
und 10 units der T4 DNA Ligase zugegeben. Mit destilliertem Wasser wurde ein Gesamtvolumen von 20uLl
eingestellt. Die Ligation wurde fiir 12 Stunden bei 16 * C durchgefiihrt.

E. coli HB101 (ATCC 33694) wurde jeweils mit jedem der ligierten Vektoren transformiert.

Der das K384 enthaltende Vektor wurde isoliert und pYLBC-A/G-UB-CORE14 genannt. Der das K510
enthaltende Vektor wurde isoliert und pYLBC-A/G-UB-CORE17genannt. Der das K573 enthaitende Vektor
wurde isoliert und pYLBC-A/G-UB-CORE22 genannt. Der das K897 enthaltende Vektor wurde isoliert und
PYLBC-A/G-UB-KHCV897 genannt. Der das K403 enthaltende Vektor wurde isoliert und pYLBC-A/G-UB-
KHCV403 genannt. Und der das K590 enthaltende Vektor wurde isoliert und pYLBC-A/G-UB-KHCV573
genannt (siehe Fig. 30).

3-B-2: Herstellung von pYLBC-A/G-UB-E2N und pYLBC-A/G-UB-E2C

2u.g des Plasmides pYLBC-A/G-UB-HGH (ATCC 74071) wurden mit Pst | und Sal | in NEB Pufferldsung
3 komplett abgebaut und 2ug des gleichen Plasmides wurden mit Pst | Sac Il in NEB Pufferlidsung 4
volistdndig abgebaut. Die resultierenden Mischungen wurden einer 0,7% Agarosegeleledtrophorese unter-
worfen, um 9,8kb und 3,4kb Fragmente zu erhalten, die Fragment PL2 und Fragment PT2 genannt wurden.

Jedes der Fragmente E2N und E2C gema3B Beispiel 3-A-2 wurde volistindig mit Sac Il in NEB
PufferlBsung 4 und weiters partiell mit Sal I in NEB Pufferlsung 3 abgebaut (digested). Jedes der Produkte
wurde mit Phenol/Chloroform abgebaut und mit Ethanol geféllt. Mit 20wl einer TE Pufferldsung wurde
aufgel@st. Die Fragmente erhielten die Namen Fragment E2N-T2/L und Fragment E2C-T2/L.

Das Ligationsréhrchen G wurde mit 100ng der E2N-T2/L und das LigationsrShrchen F mit 100ng der
E2C-T2/L versehen. Zu jenem der RShrchen wurden 100ng PL2, 100ng PT2, 2ul 10 x Ligationspufferldsung
und 10 units der T4 DNA Ligase hinzugefligt. Mit destilliertern Wasser wurde das Gesamtvolumen auf 20ul
eingestellt. Die Reaktion wurde fiir 12 Stunden bei 16 * C ausgefiihrt E. coli HB101 (ATCC 33694) wurde mit
jedem der Ligationsvektoren transformiert. Der das Fragment E2N-T2/L enthaltende Vektor erhielt den
Namen pYLBC-A/G-UB-E2N und der das Fragment E2C-T2/L enthaltende Vektor wurde pYLBC-A/G-UB-
E2C genannt (siehe Fig. 30). .

3-C: Transformation der Hefe und Proteinherstelluig

Die Hefen wurden mit den in Beispiel 3-B-2 hergestellten Expressionsvektoren transformiert, und zwar
nach der gleichen Methode wie in Referenzbeispiel 5. Von den transformierten Hefen wurde die mit pYLBC-
A/G-UB-KHCV403 transformierte Saccharomyces cerevisiae DC 04 (S. cerevisiae pYLBC-A/G-UB-KHGCV
403) unter der Zugriffsnummer ATCC 74079 am 27. Juni 1991 hinterlegt. Die mit pYLBC-A/G-UB-CORE14
transformierte Saccharomyces cerevisiae DC 04 (S. cerevisiae DC 04-UB-CORE 14) wurde unter der
Zugrifisnummer ATCC 74081 am 1. Juli 1991 hinterlegt. Und die Saccharomyces cerevisiae DC 04,
transformiert mit pYLBC-A/G-UB-E2C (S. cerevisiae DC 04-UB-E2C) wurde unter der Zugriffsnummer TCC
74117 am 11. Dezember 1991 bei der American Type Culture Collection unter den Bestimmungen des
Budapester Vertrages fir die Internationale Anerkennung der Hinterlegung von Mikroorganismen flir den
Zweck der Patenterteilung hinterlegt.

Neben den transformierten Hefen wurde Saccharomyces cervisiae DC 04-UB-KHCV403 in 3ml eines
leucin-defizienten Mediums (6,7g der HefeNitrogenbase ohne Aminosduren (Difco Inc., USA), 2,5 Amino-
sduremischung chne Leucin pro Liter und 5% Glusose) bei 30 *C Uber Nacht kultiviert. Die Kultur wurde in
100m! YEPD Medium transferiert (2% Pepton, 1% Hefeextrakte, 2% Glucose) und bei 30°C Uber Nacht
kultiviert, um das KHCV Protein herzustelien. Die resultierende Kultur hatte einen O.D. Wert bei 650nm von
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etwa 25. Die anderen transformierten Hefen wurden auf gleiche Weise kultiviert, um die KHCV Proteine zu
erzeugen.

Jede der Kulturen worde geerntet, wobei die Menge einem O.D. 650 Wert von 10 entsprach, und
zentrifugiert. Jeder der Niederschiige wurde in 400ul einer Pufferldsung (10mM Tris-HCI, pH 7,5, 1mM
EDTA, 2mM PMSF (Phenylmethylsulfonyl-fluoride), 8M Harnstoff suspendiert. Dann wurden mit dem
gleichen Volumen Glaskugeln (Durchmesser 0,4mm) stark geschittelt, um die Zellwédnde zu zerstdren. Die
so erhaltenen Hefeextrakte wurden mit 15% Natriumdodecylsulfat (SDS)-Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE) behandelt, wobei die Laemmlis Methode angewandt wurde (Laemmli et a., Nature, 277, 680
(1970)). Das Gel wurde mit Coomassie brilliant blue R250 gefarbt, um die Bildung des KHCV Proteins zu
betétigen (siehe Fig. 31-A).

Die im Gel getrennten Proteine wurden auf einen Nitrozellulosefilter aufgetragen. Der Filter wurde in
PBS (10mM Phosphat, pH 7,0, 0,15 M NaCl) mit einem Gehalt an 0,2% Tween 20 gegeben und fiir 2
Stunden bei Raumtemperatur geschittelt, um die nicht spezifische Bindung von IgG an die Proteine zu
blockieren. Der Filter wurde in eine IgG L&sung gegeben, die durch Verdlinnen von IgG (8,2mg/ml),
affinitdtsgereinigt von koreanischen HCV Patienten, mit dem 200fachen Volumen von PBS verdinnt
hergestellt worden war, welches 0,5% Gelatine und 0,06% Tween 20 enthielt. Dann wurde 1 Stunde bei
Raumtemperatur leicht geschiitielt, um das Protein und das IgG reagieren zu lassen. Der Filter wurde dann
mit PBS enthaltend 0,2% Tween 20 flir 5 Minuten gewaschen und dies 4x. Der Filter wurde in eine anti-
human 1gG L8sung gegeben, die durch Verdinnen von anti-human IgG-HRP, markiert mit horseradish-
Peroxidase (Bio-Rad Lab., USA, goat anti-human IgG-HRP) mit dem 200 fachen Volumen PBS, enthaltend
0,5% Gelatin und 0,05% Tween 20, verdinnt wurde und fur 1 Stunde bei Raumtemperatur geschiittelt
wurde. Der Filter wurde mit PBS enthaltend 0,2% Tween 20 flir 5§ Minuten 4x gewaschen und mit 50mM
Tris Pufferlésung (pH 7,0) wurde 2x gewaschen.

Zu dem Filter wurden 50mM Tris Pufferlésung mit einem Gehalt von 400w.g/mi 4-chlor-1-naphthol und
0,03% Hydrogenperoxid gegeben, um eine Farbreaktion zu entwickeln. Die Ergebnisse der obigen Western
Blotting Reaktion sind in Fig. 31-B gezeigt. In Fig. 31-B zeigt die Strecke 2 das Resultat des Extraktes der
Hefe, die mit pYLBC-A/G-UB-CORE 14 transformiert war. Die Stecke 3 zeigt das Ergebnis der Extrakte der
Hefe, transformiert mit pYLBC-A/G-UB-KHCV 897. Die Strecke 5 zeigt das Resultat der Extrakte der mit
pYLBC-A/G-UB-KHCV 403 transformierten Hefe. Die Strecke 6 zeigt das Resultat der Extrakte der mit
pYLBC-A/G-UB-KHCV 573 transformierten Hefe. Die Strecken 1 und 4 zeigen die Resultate des Extraktes
der Hefen ochne KHCV Expressionsvektor. Und die Strecke M representiert den standard protein molecular
size marker (unit: kilodaton).

Die Fig. 32 zeigt SPS-PAGE und Western Blotting Resultate, um die Bilding der E2N und E2C Proteine
zu bestédtigen. In Fig. 32 zeigt die Strecke 1 die Extrakte der Hefe, transformiert mit einem Plasmid ohne
KHCV-Gen. Die Strecke 2 zeigt die Extrakte der Hefe, transformiert mit pYLBC-A/G-UB-E2N, die Strecken 3
bis 5 zeigen die Extrakte der Hefe, transformiert mit pYLBC-A/G-UB-E2N und die Strecke 6 zeigt die
standard molecular size markers, namlich 200, 97, 72, 43, 29, 18 und 14 kilodaitons vom oberen Rand des
Gels.

Beispiel 4: Herstellung des Vektors, der in E. coli KHCV cDNA Fragmente exprimiert

4-A: Herstellung des den trp Promotor enthaltenden Expressionsvektors

4-A-1: Herstellung der KHCV cDNA Fragmente

Die Fragmente K384, K510, K573, K879, E2N und E2C, hergestellt in den Beispielen 3-A-1 und 3-A-2
wurden verwendet.

Das Hiilifragmemt 1(E1), welches vom 916 bis 2um 1509 Nucleotid der KHCV-LBC1 angeordnet ist,
wurde mittels PCR auf die gleiche Weise hergestelit, wie in Beispiel 3-A-1 und wobei die folgenden Primer
verwendet wurden:

Primer PEIUBI (5'-CTTGGTGTTGAGACTCCGCGGTGGTTATGAAGTGGGCAACGCGTCC-3') enthaltend
25 Nucleotide in der 5-Endregion, die mit dem Ubiquitin-Gen Uberlappen; Region des 916 bis zum
936igsten Nucleotides der KHCV-LBC1.

Primer PEISAL (5-GACTGGACTATTACCCTGTCACGTGGGTGGTGGTTCC-3") enthilt ein codon um
die Translation nach dem 1509 Nucleotid des KHCV-LBC1 zu terminieren; und eine Erkennungsstelle der
Sal l.
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4-A-2: Herstellung des Ubiquitingens

<Stufe 1>
L ]

3 verschiedene Oligonucleotide wie unten geoffenbart wurden gemiB der Information auf dem Ubiqui-
tingen hergestellt, wie von Ozkaynak et al., EMBO. J. 6, 1429-1439 (1987) berichtet, wobei unter
Verwendung eines DNA-Synthesizers folgendes synthetisiert wurde:

UBI1l: 5™ - COOCATATGCAAATTTTCGTCAAAACTCTAACAGGGAAGACTATAACCCT
AGAGGTTGAATCTTOOGACACTATTGACAACGTCAA-3 !

UBI3: 5'-ACCACCGOGGAGTCTCAACACCAAGTGAAGAGTAGATTCCTITIGGATGT
TGTAGTCAGACAAGGTTCTACCATCTTCTAGTTGCTTACCAGCARAAA~3 !

Das UBI1 wurde so gebildet, daB es eine Erkennungsstelle Nde I (5'-CATATG-3') am 5'-Ende und etwa
20 Nucleotide aufweist, die mit UBI2 Uberlappen. Und UBI3 ist so ausgebildet, daB es eine Erkennungsstel-
le des Sac i (5-CCGCGG-3') aufweist, ohne irgendeinen Wechsel in der darin kodierten Aminosiurese-
quenz (siehe Fig. 33).

<Stufe 2>

Zu einer Mischung von 2ug UBI1, 0,02ug UBI2 und 21g UBI3 wurden 101l 10 x PCR-Pufferl&sung,
10ul 2mM dNTP's-Mischung und 0,5ul Tag-Polymerase zugegeben. Mit destillietem Wasser wurde das
Gesamtvolumen auf 100u! eingestellt. Die PCR wurde auf gleiche Weise durchgefiihrt wie im Referenzbei-
spiel 7. Die resultierende Mischung wurde einer 5% Polyacrylamidgelektrophorese unterworfen, um 240bp
der DNA zu isolieren, die als Fragment Ub bezeichnet wird. Das isolierte Fragment wurde in 20ul TE-
Pufferldsung aufgeldst.

(4-A-3): Ligation des Ubiquitin-Gens an die KHCV cDNA

Jedes der in Beispeil (4-A-1) hergesteliten Fragmente wurde an das Fragment Ub mittels PCR folgt
ligiert.

Als Primer flir die PCR wurden jene Primers verwendet, die in Stufe 1 des Beispiels (3-A-1) und Stufe 1
des Beispiels (4-A-1) hergestelit worden waren.

7 verschiedene Testr6hrchen wurden wie folgt vorbereitet:

Rohrchen A wurde mit 50ng Fragmentes K384, 50ng des Fragmentes Ub, 2ug des Primers UBI1 und 2ug
Primers PSALCORE14 versehen. Réhrchen B wurde mit 50ng des Fragmentes K510, des Fragmentes Ub,
2ug des Primers UBI1 und 21g des Primers PSALCORE17 versehen. RShrchen C wurde mit 50ng des
Fragmentes K573, 50ng des Fragmentes Ub, 2ug des Primers UBI1 und 2ug des Primers PSALCORE22
versehen. RShrchen D wurde mit 50ng des Fragmentes K897, 50ng des Fragmentes Ub, 2ug des Primers
UBI1 und 2ug des Primers PKHCV897SAL versehen. RShrchen E wurde mit 50ng des Fragmentes E2N,
50ng des Fragmentes Ub, 2ug des Primers UBIt und 2ug des Primers PE2NSAL versehen. Réhrchen F
wurde mit 50ng des Fragmentes E2C, 50ng des Fragmentes Ub, 2ug des Primers UBI1 und 2ug des
Primers PE2CSAL versehen. Rérchen G wurde mit 50ng des Fragmentes E1, 50ng des Fragmentes Ub,
2ug des Primers UBI1 und 2ug des Primers PE1SAL versehen.

Zu jedem der R&hrchen wurden 10wl der 10 x Polymerase-Reaktionspufferiésung, 10ul 2mM dNTP's-
Mischung und 0,5ul der Taqg-Polymerase hinzugefligt. Mit destilliertem Wasser wurde das Gesamtvolumen
auf 100ul eingestellt. Die PCRs wurden unter den gleichen Bedingungen durchgefiihrt wie in Referenzbei-
spiel 7. Jedes der PCR-Produkte wurde mit Ndel und Sal | in NEB-Pufferidsung 3 abgebaut. Die in den
Rorchen A bis g erhaltenen Fragmente erhielten folgende Fragmentnamen: UBCORE14, UBCORE17,
UBCORE22, UBKHCV897, UBE2N, UBE2C und UBET.
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(4-A-4): Herstellung des Expressionsvektors

<Stufe 1>

2ug des ptrp 332-HGH (siehe horeanische Patentvertffentlichung Nr. 91-457, KFCC-10667) wurden
vollstdndig mit Pst | und Sal | abgebaut und 2ug des Plasmids wurden volistdndig mit Pst | und Nde | in
NEB-Pufferldsung 4 abgebaut. Die Produkte wurden mittels 0,7% Agarosegel getrennt, wovon 1,5kb und
0,8Kb Fragment isoliert wurden. Diese Fragmente erhielten die Namen Fragmente PB und PS.

<Stufe 2>

Unter Verwendung der in Stufe 1 und Beispiel (4-A-3) hergestellten Fragmente wurde die Ligation wie
folgt durchgeflihrt:

Ligationsr6hrchen A wurde mit 100ng UBCORE14 versehen. Ligationsr6hrchen B wurde mit 100ng
UBCORE17 versehen. LigationsrGhrchen C wurde mit 100ng UBCORE22 versehen. Ligationsr8hrchen D
wurde mit 100ng UBKHCV897 versehen. Ligationsrdhrchen E wurde mit 100ng UBE2N versehen. Ligations-
rhrchen F wurde mit 100ng UBE2C versehen. LigationsrShrchen G wurde mit 100ng UBE1 versehen. Zu
jedem der Rérchen wurden 100 ng PB, 100ng PS, 2ul 10 x Ligationspufferidsung und 10 unites T4 DNA
Ligase hinzugefligt. Mit destillietem Wasser wurde das Gesamtvolument jeweils auf 20ul eingestelit. Die
Reaktion wurde fiir 12 Stunden bei 16 * C durchgefiihrt. Jeder der ligierten Vektoren isoliert. Mit jedem der
Vektoren wurde E. coli HB101 (ATCC 33694) transformiert. Der das Fragment UBCORE14 enthaltende
Vektor wurde isoliert und ptrpH-UB-CORE14 benannt. Der das Fragment UBCORE17 enthailtende Vektor
wurde isoliert und ptrpH-UB-CORE17 benannt. Der das Fragment UBCORE22 enthaitende Vektor wurde
isoliert und ptrpH-UB-CORE22 bennant. Der das Fragment UBKHCV 897 enthaitende Vektor wurde isoliert
und ptrpH-UB-KHCV897 benannt. Der das Fragment UBE2N enthaltende Vektor wurde iscliert und ptrpH-
UB-E2C benannt. Der das Fragment UBE2C enthaltende Vektor wurde isoliert und ptrpH-UB-E2C benannt.
Der das Fragment UBE1 enthaltende Vektor wurde isoliert und ptrpH-UB-E1 benannt (siehe Fig. 34).

(4-B): Herstellung des Vektors pMAL-KHCV, der den Tac-Promotor enthilt (4-B-1): Amplifizierung der KHCV
cDNA Fragmente

<Stufe 1>

Um die KHCV cDNA Fragmente in die MBP-fusionierten Proteine in E. coli unter Verwendung des Tac-
Promotors zu emprimieren, wurden unter Verwendung eines dNA-Synthesizers die im folgenden beschrie-
benen Primer synthetisiert:

Primer PK426R :
Primer PK426X :

Primer PSALCORE17 :

Primer P426B :

Primer PK513R :
Primer PK513X :
Primer PK810R :
Primer PK810X :

Primer PK798R :

Primer PK798X :
Primer PK754R :
Primer PK754X :

Primer PK652R :
Primer PK652X :

Primer PK403R :
Primer PK403X :
Primer PK271R :
Primer PK271X :
Primer PK495R :
Primer PK495X :

5'-CTCCGAATTCGGTGCTTGCGAGTGCCCC-3'
5'-CACGCTCGAGGCATGTGAGGGTGTCGATGAC-3'
5'-GGGGTCGACTATTAGGGCAGATTCCCTGTTGC-3'
5'-GGGTGGGCAGGATGGCTCCTG-3'
5'-CTCCGAATTCGGCACGAGGCTGGAGGACGGCGTGAACT-3'
5'-CACGCTCGAGAGGCGACCAGTTCATCATCAT-3'
5'-CTCCGAATTCGGCACGAGGGTTTCCCAGCTGTTCACCTT-3'
5'-CACGCTCGAGATTCAGCCATGTACAACCGAACC-3'
5'-CTCCGAATTCGGCACGAGGGACGTGCTGCTCCTTAAC-3'
5'-CACGCTCGAGCAGAAGCAGCGGCCATACGCC-3'
5'-AAAAAGAATTCGGCACGAGGCTGCGAGATTGGGCTCACACG-3'
5'-AAAAACTCGAGCCGCATAGTAGTTTCCATAGACTCAACGGG-TATGAATT-
3 :
5'-AAAAAGAATTCGGCACGAGGTTCATACCCGTTGAGTCTATG-GAA-3'
5'-ATTATTGTCGACTATCTATCTACTCGAGTCACAGCTTTGC-
AGCGAGCTCGT-3'
5'-AAAAAGAATTCACGGGCATGACCACTGAC-3'
5-ATTATTCTCGAGTATCACTCTTGCCGCCACAAGAG-3'
5'-AAAAAGAATTCACTAGCCTTACAGGCCGG-3'
5'-CACGCTCGAGTCACGTGACCAGGTAAAGGTC-3'
5-CCCCCGAATTCGGCACGAGCGCTGCGGAGGAAAGCAAGTT-3'
5'-AAAAACTCGAGGACCACGTCATAAAGGCCA-3'
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Primer PK494R : 5' -AAAAGAATTCGGCACGAGCGATGCATCTGGTAAAAGGGT-3'
Primer PK494X : 5-AAAACTCGAGATTGGAGTGAGTTTGAGCTT-3'
<Stufe 2>

11 verschiedene Testréchen wurden hergestellt, die die folgenden Primer enthielten (Tube = R&hr-
chen):
Tube A : Primer PK426R 2ug, Primer PK426X 2ug
Tube B : Primer PK426R 2u.g, Primer PK426B 20ng, PSALCORE17 20ug
Tube C : Primer PK513R 2ug, Primer PK513X 2ug
Tube D : Primer PK810R 2ug, Primer PK810X 2ug
Tube E : Primer PK798R 2u.g, Primer PK798X 2ug
Tube F : Primer PK754R 2ug, Primer PK754X 2ug
Tube G : Primer PK652R 2ug, Primer PKB652X 2u.g
Tube H : Primer PK403R 2ug, Primer PK403X 2ug
Tube | : Primer PK271R 2ug, Primer PK271X 2ug
Tube J : Primer PK495R 2ug, Primer PK495X 2ug
Tube K : Primer PK494R 2ug, Primer PK494X 2ug
Zu jedem der RShrchen wurden 10ng KHCV-LCB1 (ATCC 75008), 101l 10 x Polymerase-Pufferlésung,
10wl 10mM dNTP's-Mischung und 0,5u! (2 Units) der Tag-Polymerase hinzugefligt. Mit destillierten
Wasser wurde das Gesamtvolumen auf jeweils 100l eingestelit.
Zu jeder der Peaktionsmisch wurden 50u| Mineral6l zur Verhinderung der Verdampfung hinzugefugt.
Die PCRs wurden auf die gleiche Weise ausgefiihrt wie in Referenzbeispiel 7.

(4-B-2): Herstellung des Expressionsvektiors

2ug des pMAL-CR1 (New England Biolabs Inc., Cat.No. 800, 11099 North Torrey Pines Road, La Jolla,
CA, USA) wurden volistindig mit Eco Rl und Sal | in NEB-Pufferldsung 3 abgebaaut. Das Produkt wurde
mit Phenol/Chloroform extrahiert und mit Ethanol gefillt. Die Fillung wurde in 40wl TE-Pufferldsung
aufgeldst.

Die PCR-Produkte gemi8 stufe 2 des Beispiels (4-B-1) wurden mit Eco Rl und Xho | wie folgt
abgebaut:

1ug jedes PCR-Produktes in den R&hrchen A und C bis F, H und J bis M wurden mit Eco Rl und Xho |
komplett abgebaut. 3ug jedes der PCR-Produkte in den R&hrchen G und | wurden komplett mittels Xho |
und dann partiell mitteis Eco Rl abgebaut. Und 11.g des Produktes in RGhrchen C wurde vollstdndig mit
Eco Rl und Sal | abgebaut. Die Eco RI-Xho | und Exo RI-Sal | Fragmente, die somit erhalten worden waren,
wurden isoliert und in TE-Pufferlésung auf gleiche Weise aufgeldst wie im Referenzbeispiel 1.

Zu 5ul von jedem der oben genannten cDNA-Fragmente, die mit Eco RI-Xho | und Eco RI und Sal |
abgebaut worden waren, wurden 2ul 10 x Ligationspufferidsung, 1ul (50ng) pMAL-CRI, behandelt mit Eco
Rl und Sal |, und 10 Units T4 DNA Ligase hinzugefligt. Mit destilliertem Wasser wurde das Gesamtvolumen
auf 20wl eingestelit. Die Reaktion wurde fiir 12 Stunden bei 16 * C durchgefiihrt.

Jeder der ligieten Vektoren wurde isoliert. E. coli HB101 (ATCC 33694) wurde mit jeder der
rekombinanten Vektoren transformiert. Die Vektoren in den R&hrchen A bis K wurden folgendermaBen
benannt: pMAL-KHCV426, pMAL-KHCV555, pMAL-KHCV513, pMAL-KHCV810, pMAL-KHCV798, pMAL-
KHCV754, pMAL-KHCV652, pMAL-KHCV403, pMAL-KHCV271, pMAL-KHCV495 und pMAL-KHCV494.

Der fiir den oben genannten rekombinanten Vektor verwendete Vektor pMAL-CR1 ist in Fig. 35
beschrieben.

(4-C): Expression der KHCV cDNA Fragmente in E. coli

(4-C-1): Expression der KHCV cDNA Fragmente durch einen Vektor, der trp-Promotor enthatt

<Stufe 1>

E. coli W3110(ATCC 38335) wurde mit jedem der Plasmide aus dem Beispiel (4-A) transformiert. Davon
wurde E. coli W3110, transformiert mit ptrpH-UB-KHCV897 (E.coli W3110 ptrpH-UB-KHCV 897), unter der
Zugriffsnummer ATCC 69640 am 27. Juni 1991 hinterlegt. E. coli W3110, transformiert mit ptrpH-UB-
CORE17 (E. coli W3110 ptrpH-UB-COR 17), wurde unter der Zugriffsnummer ATCC 68641 am 27. Juni
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1991 hinterlegt. E. coli W3119, transformiert mit ptrpH-UB-CORE14 (E.coli W3110 ptrpH-UB-CORE 14),
wurde unter der Zugriffsnummer ATCC 686442 am 1. Juli 1991 hinterlegt. E. coli W3119, transformiert mit
ptrpH-UB-E1 (E.coli W3110 ptrpH-UB-E 1), wurde unter der Zugriffsnummer ATCC 68878 am 11. Dezem-
ber 1991 hinterlegt. E. coli W3110, transformiert mit ptrpH-UB-E2N (E. coli W3110 ptrpH-UB-E2N), wurde
unter der Zugriffsnummer ATCC 68966 am 22. April 1992 hinterlegt, wobei die Hinterlegung bei der
American Type Culture Collection unter den Bestimmungen des Budapester Vertrages fir die internationale
Anerkennung der Hinterlegung von Mikroorganismen fir den Zweck der Patenterteilung erfolgte.

Der mit ptrpH-UB-CORE14 transformierte E. coli wurde unter Schitteln in liquid LB-Medium kultiviert
(1% Bacto-Trypton, 0,5% Hefeextrakte, 1% Nacl), welches 50ug/mi Ampicillin enthielt, bei 37° fur 12
Stunden. 5ml der Kultur wurden in 11 M9-Medium transferiert (40mM K,HPO4, 22mM KHPO,, 8,5mM NaCl,
18,7mM NH4CI, 1% Glukose, 0,1mM MgSQ,, 01mM CaCl,, 0,4% Casaminosdure, 1ul/mi Vit. By, 40ug/mi
Ampicillin). Es wurde unter Schiitteln fiir 3 bis 4 Stunden bei 37 °C kultiviert. Sobald dessen O.D.-Wert bei
850nm den Wert 0,5 erreichte, wurde Indolacrylsdure (IAA) der Kultur zugegeben, um die Endkonzentration
auf 1.4mM einzustellen. Nach 5 Stunden wurde die resultierende Kultur bei 3000 rpm flir 25 Minuten
zentrifugiert, um den E. coli Zellenniederschlag zu sammeln.

Die anderen rekombinanten E. coli-Zellen wurden auf die gleiche Weise kultiviert, um die KHCV-
Proteine herzustellen.

<Stufe 2>

Jede der Zellen wurde in der Pufferldsung suspendiert und dann einer 15% SDS-PAGE unter
Anwendung der Laemmli's Methode unterworfen (Nature 227, 680 (1970)) , um die Expression des
Ubiquitin-KHCV Proteins zu bestétigen. Die Resultate sind in den Fig. 36 bis 38 gezeigt.

In Fig. 36 stellt die Strecke M den Standard Molecular Size Marker dar, ndmlich 72, 43, 29 und 18
Kilodaltons vom oberen Rand her. Die Strecke 1 zeigt die Produkte von E. coli mit Plasmid ohne KHCV-
Gen. Die Strecke 2 zeigt die Produkte von E. coli, transformiert mit ptrpH-UB-CORE14, wobei 23kd Protein -
gebildet worden war. Die Strecke 3 zeigt die Produkte des E. coli, transformiert mit ptrpH-UB-CORE17,
wobei 27kd Protein gebildet worden war. Die Strecke 4 zeigt die Produkte des E. coli, transformiert mit
ptrpH-UB-CORE22, wobei 29kd Protein gebildet worden war. Die Strecke 5 zeigt die Produkte des E. coli,
transformiert mit ptrpH-UB-KHCV 897, wobei 40kd Protein gebildet worden war und die Strecke 6 zeigt das
gereinigte KHCV 897 Protein.

In Fig. 37 zeigt die Strecke 1 die Produkte von E. coli mit Plasmid ohne KHCV-Gen. Die Strecken 2 bis
5 zeigen die Produkte von E. coli, transformiert mit ptrpH-UB-E1, geerntet jeweils nach 2, 4, 6 und 12
Stunden nach der Zugabezeit von IAA und die Strecke 6 stellt die Standard Molecular Size Markers dar,
ndmlich 72, 43, 29, 18 und 14 Kilodaltons vom oberen Rand her.

In Fig. 38 zeigt die Strecke 1 die Produkte von E. coli mit Plasmid ohne KHCV-Gen. Die Strecke 2 zeigt
die Produkte von E. coli, transformiert mit ptrpH-UB-E2C und die Strecke 3 zeigt die Produkte von E. coli,
transformiert mit ptrpH-UB-E2N.

Western Blotting wurde auf die gleich Weise durchgefiihrt, wie in Beispiel 3-C, um zu bestatigen, dal
die in rekombinanten E. coli gebildeten Proteine spezifisch an den KHCV-AntikSrper gebunden sind. Die
Resultate sind in den Fig. 39 bis 41 dargestellt.

4-C-2: Expression der KHCV cDNA mittels eines Vektors, der einen Tac-Promotor enthalt

<Stufe 1>

E. coli D1210 (ATCC 27325) wurde mit jedem der in Beispiel 4-B hergesteliten Plasmide auf die gleiche
Weise transformiert, wie in Referenzbeispiel 4. Unter diesen wurde das E. coli D1210 mit pMAL-KHCV 555
transformiert (E. coli D1210 pMAL-KHCV 555) und wurde unter der Zugriffsnummer 68638 am 27. Juni
1991 bei der American Type Culture Collection nach dem Budapester Vertrag hinterlegt.

Der transformierte E. coli wurde in filssigem LB Medium kultiviert, welches 50ul/ml Ampicillin enthielt
wobei fir 12 Stunden geschiittelt wurde 5mi der Kultur wurden in 11 des M9 Mediums (6g NazHPO., 3g
KH2PO«, 0,5g NaCl, 1g NH4Cl, 2l 1M MgSO. 100ul 20% Glucose, 0,1mi CaClz pro Liter) transferiert und
fur 3 bis 4 Stunden bei 37°C unter Schiitteln kultiviert. Sobald der O.D. Wert bei 650nm den Wert 0,5
erreichte, wurde IPTG zur Kultur hinzugefligt, um deren Konzentration auf 0,2mN einzustellen, Nach 5
Stunden wurde die resultierende Kultur bei 3000rpm fiir 25 Minuten zentrifugiert, um den E. coli Zellnieder-
schlag zu sammeln.
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<Stufe 2>

Der Zellniederschlag wurde in einer Pufferlssung suspendiert und dann siner 15% SDS-PAGE unter
Anwendung der Laemmlii's Methode unterworfen (Nature 227, 680 (1970)), um die Expression des KHCV-
Proteins zu bestétigen. Die Resultate sind in Fig. 40 dargestellt. In Fig. 42 bedeutet die Strecke M den
Standard Molecular Size Marker. Die Strecke 1 zeigt die Produkte des E. coli, transformiert mit pMAL-CR1,
wobei 40kd Protein hergestelit worden war. Die Strecke 2 zeigt die Produkte von E. coli, transformiert mit
PMAL-KHCV 426, wobei 65kd Protein (MBP-KHCV 426 Protein) hergestellt worden war. Die Strecke 3 2eigt
die Produkte von E. coli, transformiert mit pMAL-KHCV 555, wobei 70kd Protein (MBP-KHCV 555 Protein)
hergestellt worden war. Die Stecke 4 zeigt die Produkte des E. coli, transformiert mit pMAL-KHCV 513,
wobei 65kd Protein (MBP-KHCV 513 Protein) hergestellt worden war. Die Strecke 5 zeigt die Produkte des
E. coli, transformiert mit pMAL-KHCV 810, wobei 75kd Protein (MBP-KHCV 810 Protein) hergestellt worden
war. Die Strecke 6 zeigt die Produkte des E. coli, transformiert mit pMAL-KHCV798, wobei 72kd Protein
(MBP-KHCV 798 Protein) hergestelit worden war. Die Strecke 7 zeigt die Produkte des E. coli, transformiert
mit pMAL-KHCV 27, wobei 50kd Protein (MBP-KHCV 271 Protein) hergestelit worden war. Die Strecke 8
zeigt die Produkte des E. coli, transformiert mit pMAL-KHCV 754, wobei 72kd Protein (MBP-KHCV 754
Protein) hergestellt worden war.

Die Strecke 9 zeigt die Produkte des E. coli, transformiert mit pMAL-KHCV 652, wobei 70kd Protein
(MBP-KHCV 652 Protein) hergestellt worden war. Die Strecke 10 zeigt die Produkte des E. coli, transfor-
miert mit pMAL-KHCV 403, wobei 65kd Protein (MBP-KHCV 403 Protein) hergestelit worden war. Die
Strecke 11 zeigt die Produkte des E. coli, transformiert mit pMAL-KHCV 495, wobei 70kd Protein (MBP-
KHCV 485 Protein) hergestelit worden war. Die Strecke 12 zeigt die Produkte des E. coli, transformiert mit
PMAL-KHCV 494, wobei 70kd Protein (MBP-KHCV 494 Protein) hergestellt worden war.

Western Blotting wurde auf die gleiche Weise ausgefiihrt wie in Beispiel 3-C, um zu bestitigen, daB die
obigen Proteine spezifisch mit dem KHCV -Antikdrper verbunden sind. Die Resultate sind in Fig. 43
dargestelit.

4-C-3: Abbau des MBP vom fusionierten Protein

Jedes der MBP-fusionierten Proteine wurde zu einer Faktor Xa Pufferldsung (20mM Tris-HCI, pH 8,0,
100mM NaCl, 2mM CaClz, 1TmM Azid) fiir 24 Stunden dialysiert. 0,2ug jedes dialysierten Proteins (1mg/ml)
wurde dann mit 0,2Lg des Faktor Xa vermischt (New England Biolabs Incs., Cat. #800-10L). Die Reaktions-
mischung wurde flr 24 Stunden bei Raumtemperatur stehengelassen.

Jede der resultierenden Mischungen wurde auf 100 C fiir 5 Minuten erhitzt. Die Produkte wurden der
SDS-PAGE auf gleiche Weise unterworfen, wie in Beispiel 1-C, um zu bestitigen, daB die MBPs von ihren
fusionierten Proteinen entfernt worden waren. Die MBP-entfernten Proteine wurden wie folgt bekannt: KHCV
426 Protein, KHCV 555 Protein, KHCV 513 Protein, KHCV 810 Protein, KHCV 798 Protein, KHCV 271
Protein, KHCV 754 Protein, KHCV 652 Protein, KHCV 403 Protein, KHCV 495 Protein und KHCV 494
Protein.

Wie oben beschrieben, kdnnten verschiedene Lingen und Sequenzen der KHCV cDNAs fiir die
Herstellung von Expressionsvektoren mittels PCR Methode unter Verwendung verschiedener Kombinationen
der Primer hergestellt werden. Daher ist es offensichtlich, daB auf Basis der oben stehenden Offenbarung
vom Fachmann andere dhnliche KHCV cDNA Fragmente leicht synthetisiert werden k&nnen. Es ist weiters
offensichtlich, daB durch den Fachmann auf Basis der obigen Offenbarung andere KHCV-Antigen-Proteine
leicht synthetisiert werden k&nnen, da solche KHCV-Antigen-Proteine von der KHCV cDNA abhingig sind.
Weiters ist es offensichtlich, daB flr die Herstellung der KHCV cDNAs und KHCV-Antigen-Proteine nicht nur
die in den Beispielen verwendeten Enzyme, Linker und andere Materialien eingesetzt werden k&nnen,
sondern auf deren Aquivalents.

Beispiel 5: Reinigung des KHCV-Proteins, exprimiert in Hefezellen

5-A: Reinigung des KHCV 403 Proteins

Stufe 1: Kultur rekombinanter Hefezellen

Saccharomyces cerevisiae DC04-UB-KHCV 403, transformiert mit einem Vektor (pYLBC-A/G-UB-KHCV
403), enthaltend ein KHCV 403 cDNA Fragment und ein Ubiquitin-Gen wurde in 10mI eines Mediums mit
Mangel an Leucin (0,67% Hefestickstoffbase ohne Aminosdure, 5% Glucose und 0,25% einer Mischung von

32



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

AT 405 053 B

Aminosiuren ohne Leucin) bei 30°C fir 12 Stunden kultiviert. Dann wurde die Kultur in 100m| YEPD
Medium transferiert, welches 5% Gilucose (2% Pepton, 1% Hefeextrakt, 5% Glucose) enthielt und es wurde
unter Schitteln bei einer Temperatur von 30°C fiir etwa 6 Stunden kultiviert. Die Kultur wurde in 1 YEPD
Medium transferiert, welches 5% Glucose enthielt, und bei 30 * C flir 6 Stunden kuitiviert, um eine Impfkultur
fiir die Fermentation zu erhalten.

101 YEPD Medium, enthaltend 2% Glucose wurde in einen 141 Fermenter eingefllit (Bench Top
Fermentor: NBS Company, USA). Die Impfkultur wurde zugefiihrt und unter Schitteln bei einer Geschwin-
digkeit von 250rpm und bei 30 * C fiir etwa 48 Stunden kultiviert. Die Kultur wurde bei einer Geschwindigkeit
von 2500rpm fiir 20 Minuten mit einer Zentrifuge (Beckman J-6B, Rotor JS 4.2) zentrifugiert, um einen
Schiamm mit rekombinanten Hefezellen zu erhalten.

Stufe 2; Aufbrechen der Hefezellen

Die in Stufe 1 erhaltenen rekombinanten Hefezellen wurden in 500mi Puffer suspendiert (50mM Tris, pH
8,5, 5mM EDTA, 10mM g-mercaptoethanol, 1mM Phenylmethylisulfonylfiuorid, 1ug/ml Pepstatin A) und
Glasperlen mit einem Durchmesser von 0,4mm wurden in einer Menge zugegeben, die dquivalent 50% (v/v)
2um totalen Volumen war. Das Ergebnis wurde bei 4°C fiir 5 Minuten mit einen Homogenisator homogeni-
siert (Bead Beater, Biospec Product, USA), um die Zellmembranen aufzubrechen. Die aufgebrochenen
Zellen wurden unter Verwendung eines Filters (Whatman, 3MM, USA) filtriert, um die Glasperlen zu
entfernen und das Hefehomogenisat zu erhalten.

Stufe 3: Identifikation des spezifischen Antigen-Proteins

Eine kleine Menge des Hefehomogenisats der Stufe 2 wurde einer 15% SDS-Polyacrylamidgel-
Elektrophorese unterzogen. Das Resultat zeigte, da8 die Ubiquitine in den Zellen ausgeschnitten (excised)
waren und die von der KHCV 403 cDNA exprimierten Proteine (im foigenden bezeichnet als KHCV 403
Protein) wurden mit einen Molekulargewicht von etwa 17.000 Dalton hergestelit.

Die auf dem Gel getrennten Proteine wurden auf einen Nitrozellulosefilter Ubertragen (blotted). Dann
wurde der Filter in eine phosphatgepufferte Salzlosung (PBS: 10mM Phosphat, 0,15M NaCl, pH 7,0)
gegeben, die 0,5% Tween-20 in einer Schale enthielt, wobei bei Raumtemperatur fir 2 Stunden leicht
geriihrt wurde, um die nichtspezifische Bindung des Immunoglobulins G zu blockieren. Daraufhin wurde
immunoglobulin G (8,2mg/ml), welches vom Serum eines Patienten mit koreanischer Hepatitis C affinitats-
gereinigt worden war, in einen Verhiltnis von 1/200 (v/v) mit PBS verdlnnt, welches 0,5% Gelatine und
0,05% Tween 20 enthielt. 10ml des verdiinnten 1gG wurden dem Filter hinzugeflgt. Die Schale wurde bei
Raumtemperatur fir 1 Stunde leicht geschiittelt. Der Filter wurde 4x fir 5 Minuten jeweils mit PBS
gewaschen, welches 0,05% Tween-20 enthielt. Ein anti-human Immunoglobulin G markiert mit horseradish
Peroxidase (Bio Rad Lab, Goat Anti-Human IgG-HRP) wurde mit PBS, weiches 0.5% Gelatine und 0,05%
Tween-20 enthielt, in einem Verhiltnis von 1/200 (V/V) verdinnt und dem Filter zugegeben. Der Filter
wurde unter leichtem Schiitteln bei Raumtemperatur fir 1 Stunde reagieren gelassen. Der Filter wurde 4x
fir 5 Minuten jeweils mit PBS gewaschen welches 0,05% Tween-20 enthielt und dann 2x mit 50mM Tris
Puffer (pH 7.0). Zu dem Filter wurde ein 50mM Tris Puffer (pH 7,0) hinzugefiigt, der 400u.g/ml 4-chlor-1-
naphtol enthielt, und 0,03% Wasserstoffperoxyd zur Entwicklung der Farbreaktion. Das Resultat zeigte, daB
das KHCV 403 Protein eines gesamten Hefehomogenisats alleine immunologisch mit dem Serum des
Patienten mit Hepatitis C reagierte, um ein sichtbares Band auszubilden. Daher ist dieses KHCV 403
Protein alleine ein immunoreaktives Protein, welches sie mit Antikdrpern gegen KHCV binden kann.

Stufe 4: Entfernung des geldsten Proteins

Das in Stufe 2 erhaltene Hefehomogenisat wurde bei 11.000rpm mit einer Zentrifuge (Beckman J2-21,
Rotor JA 14) zentrifugiert, um den Uberstand zu entfernen und den uniSslichen Niederschlag zu erhalten,
der das KHCV 403 Protein enthilt.

Stufe 5: Auflssung und Fraktionierung des Niederschlages mit Harnstoff

Der in Stufe 4 erhaltene Niederschlag wurde in 750ml eines Puffers (50mM Tris, pH 8,5, 5mM EDTA
10mM g-mercaptoethanol, 1mM Phenylmethylsulfonyifluorid, 11g/mi Pepstatin A), der 8M Harnstoff enthieit,
geldst. Die LEsung wurde zentrifugiert, um die ungeldsten Niederschldge zu entfernen und den Uberstand
zu sammeln. Der Uberstand wurde mit einem Puffer (10mM Tris, pH 9,0, 2mM EDTA, 5mM g-mercaptoet-
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hanol) mit einen Gehalt an 2M Harnstoff dialysiert und zentrifugiert, um die Niederschlige zu entfernen und
einen Uberstand zu erhalten, der das KHCV 403 Protein enthielt.

Stufe 5: Aufidsung und Fraktionierung des Niederschlages mit Harnstoff

Der in Stufe 4 erhaltene Niederschlag wurde in 750ml eines Puffers (50mM Tris, pH 8,5, 5mM EDTA,
10mM g-mercaptoethanol, 1mM Phenylmethylsulfonyiffuorid, 1..g/ml Pepstatin A), der 8M Harnstoff enthielt,
geldst. Die L6sung wurde zentrifugiert, um die ungeldsten Niederschlige zu entfernen und den Uberstand
zu sammein. Der Uberstand wurde mit einen Puffer (10mM Tris, pH 9,0, 2mM EDTA, 5mM S-mercaptoetha-
nol) mit einen Gehalt an 2M Harnstoff dialysiert und zentrifugiert, um die Niederschiige zu entfernen und
einin Uberstand zu erhalten, der das KHCV 403 Protein enthielt.

Stufe 6: Erste DEAE lonentausch-Chromatographie

Der in Stufe 5 erhaltene Uberstand wurde tiber eine DEAE-Sepharosesdule (Pharmacia, FF, 5cm x
15cm, USA) geschickt, die mit einen Puffer (10mM Tris, pH 9,0, 2mM EDTA, 5mM g-mercaptoethanol) mit
einem Gehalt von 2M Harnstoff dquilibriert worden war. Die gebundenen Proteine wurden eluiert, indem
750mi eines Puffers (10mM Tris, pH 9,0, 2mM EDTA, 5mM S-mercaptoethanol) mit einem Gehalt an 0,2M
Natriumchlorid hinzugefiigt wurden.

Stufe 7: Zweite DEAE lonentausch-Chromatographie

Die Proteinfraktionen, die das KHCV 403 Protein enthieiten, wurden gesammelt und mit sinen Puffer
(10mM Tris, pH 8,0, 2mM EDTA, 5mM S-mercaptoethanol) dialysiert, um den Harnstoff zu entfernen, und
wurlen dann Uber eine DEAE-Sepharosesiule geschickt, die mit diesem Puffer Zquilibriert worden war. Ein
Puffer (10mM Tris, pH 9,0, 2mM EDTA, 4mM g-mercaptoethanol) enthaltend 0,1M Natriumchlorid, wurde
augegeben, um das eluierte Protein abzutrennen. 500m! des Puffers mit einem Konzentrationsgradienten
von 0,1M bis 0,2M Natriumchlorid wurden zugegeben, um die sdule-gebundenen Proteine zu fraktionieren.
Die Fraktionen wurden der SDS-PAGE unterworfen, um die Fraktionen zu sammeln, die hochgereinigtes
KHCV 403 Protein enthalten.

Stufe 8: FPLC-phenyl Chromatographie

Die in Stufe 7 erhaltenen Fraktionen wurden mit einen Puffer (50mM Tris, pH 7.4, 2mM EDTA, 5mM 5-
mercaptoethanol), der 1,5M Natriumchlorid enthielt, dialysiert und Uber eine FPLC-phenylsuperosesiule
geschickt (Pharmacia, HR 10/10, 1cm x 8cm, USA), die mit dem genannten Puffer dquilibriert worden war.
160ml des Puffers, der einen Konzentrationsgradienten von 1,5 bis OM Natriumchlorid enthielt, wurden
zugegeben, um die Proteine zu fraktionieren. Die Fraktionen wurden der SDS-PAGE unterworfen, um die
Reinheit zu identifizieren. Die Fraktionen mit einem Gehalt hochgereinigter KHCV 403 Proteine wurden
separat gesammelt, um KHCV 403 Proteine mit einer Reinheit groBer 95% zu erhalten.

5-B: Reinigung des KHCV CORE 14 Proteins

Stufe 1: Kultur rekombinanter Hefezellen

Saccharomyces cerevisiae DC04-UB-CORE 14, transformiert mit einem Vektor (pYLBC-A/G-UB-
CORE14) und enthaltend ein cDNA Fragment, weiches das KHCV CORE 14 Protein kodiert, und Ubiquitin-
Gen wurden in einem Leucin freien Medium kultiviert, welches 5% Glusose enthielt, entsprechend dem
Verfahren der Stufe 1 des Beispiels 5-A. 20ml der Kultur wurden in 100ml YEPD Medium transferiert,
welches 4% Glucose enthielt, und es wurde unter Schiittein bei 30 * C fiir 6 Stunden kultiviert. Das Resultat
wurde in 11 YEPD Medium mit 2% Glucose transferiert und bei 30°C fiir 24 bis 48 Stunden kultiviert. Die
Kultur wurde zentrifugiert, um den Zellenniederschiag zu sammein.

Stufe 2: Aufbrechen der Hefezellen

Die rekombinanten Hefezellniederschidige gem3B Stufe 1 wurden in 30ml eines Puffers (50mM Tris, pH
7,5, 5SmM EDTA, 10mM g-mercaptoethanol, ImM Phenyimethylsulfonylfluorid, 11g/ml Pepstatin) suspen-
diert und Glasperlen mit einem Durchmesser von 0,4mm wurden in siner Menge zugegeben, die dquivalent
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50% des Gesamtvolumens war. Die resultierende Menge wurde fir 5 Minuten bei 4°C mit einen
Homogenisator (Bead Beater, Biospec Product, USA) 3x homogenisiert, um die Zellmembran aufzubrechen
und ein Hefehomoginisat zu erhalten.

Stufe 3: Identifikation des spezifischen Antigen-Proteins

Eine kleine Menge des Hefehomogenisats der Stufe 2 wurde einer 15% SDS-Polyacrylamidgel-
Elektrophorese unterworfen und mit Coomassie brilliant blue geférbt. Das Resultat zeigte, daB das Ubiquitin
vom KHCV-Protein ausgeschnitten (excised) war, und das in der KHCV cDNA exprimierte Protein (im
folgenden als KHCV CORE 14 Protein bezeichnet) wurde mit einem Molekulargewicht von etwa 16.000
Dalton gebildet.

Western Blotting wurde gem#B Stufe 3 des Beispieles 5-A durchgefiihrt. Das Resultat deutete darauf
hin, daB das KHCV CORE 14 Protein alleine immunologisch reaktiv mit dem Serum des Patienten mit
Hepatitis C war, um ein sichtbares Band zu zeigen.

Stufe 4: Entfernung des I8slichen Proteins und Waschung des unidslichen Niederschlages

Das in Stufe 2 erhaltene Hefehomogenisat wurde bei 11.000rpm mit einer Zentrifuge zentrifugiert
(Beckman J2-21, Rotor JA-14), um die gelSsten Proteine zu entfernen und den unidslichen Niederschlag zu
erhalten, der das KHCV CORE 14 Protein enthdlt. Der Niederschlag wurde in 0,51 PBS suspendiert, welches
1% Triton X-100, imM EDTA und 10mM g-mercaptoethancl enthielt, wobei flir 10 Minuten gerlhrt und
zentrifugiert wurde. Der Niederschlag wurde einmal mit 10mM Phosphatiésung (pH 6,5) gewaschen.

Stufe 5: Aufldsung des Niederschlages mit 8M Harnstoff

Der in Stufe 4 erhaltene unldsliche Niederschiag wurde in 10mM Natriumphosphatiésung (pH 6,5)
suspendiert, die 8M Harnstoff, 1mM EDTA und 10mM g-mercaptoethanol enthielt. Es wurde fiir 12 Stunden
bei 4*C geriihrt, um das KHCV CORE 14 Protein zu I&sen. Die L&sung wurde fir 20 Minuten bei
15.000rpm mit einer Zentrifuge (Beckman J2-21, Rotor JA20) zentrifugiert, um den Uberstand zu erhaiten.

Stufe 6: CM-lonentausch-Harz-Chromatographie

Die in Stufe 5 erhaltene L&sung mit dem KHCV CORE 14 Protein wurde mit einer FluBrate von 1mi/min
Uber eine Sdule (2,5cm x 10cm) mit 25mi CM (carboxymethyl)-Sepharoseharz (Pharmacia, Sweden)
geschickt, die mit einem Puffer dquilibriert worden war (pH 6,5) der 6M Harnstoff, timM EDTA, 10mM §-
mercaptoethanol und 10mM Phosphat enthielt. Die in der Sdule in freier Form verbliebenden Materialien
wurden mit der genannten dquilibrierenden Pufferldsung grindlich durchgewaschen. Die in der Saule
adsorbierten Proteine wurden mit einer FluBrate von 3ml/min mit 500ml der genannten dquilibrierenden
Pufferl8sung mit einem Konzentrationsgradienten von 0 bis 0,5M Natriumchlorid eluiert. Das Eluat wurde
einer SDS Polyacrylamidgel-Elektrophorese unterworfen, wobei sich zeigte, da8 das KHCV CORE 14
Protein bei etwa 0,3M Natriumchlorid eluiert wurde. Die das KHCV CORE 14 Protein enthaltenden
Fraktionen wurden zur weiteren Verwendung in der ndchsten Stufe gesammelt.

Stufe 7: $-200 Gelpermeations-Chromatographie

Die in Stufe 6 gewonnen Fraktionen wurden Uber eine YMS Ultrafiltrationsmembran geschickt (Amicon,
USA), um auf 10mi zu konzentrieren. Das Konzentrat wurde Uber eine S-200 Sephacryl Séule geschickt
(Pharmacia, Sweden, 2,5cm x 100cm), die mit einer PBS L&sung #quilibriert worden war, die 6M Harnstoff,
1imM EDTA und 10mM B-mercaptoethanol enthielt, wobei eine FluBrate von 0,5mi/min eingehalten wurde,
um eine Auftrennung nach dem Molekulargewicht vorzunehmen. Die gesammelten Proteinfraktionen wurden
einer 15% SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese unterworfen. Fraktionen mit hochgereinigtem KHCV CORE
14 Protein wurden gesammelt und mit PBS Puffer bei 4 * C dialysiert, um Harnstoff zu entfernen, wobei 4mg
des hochreinen KHCV CORE 14 Proteins erzielt wurden.

Es muB verstanden werden, da8 die in anderen KHCV cDNA Fragmenten kodierten Proteine, die in
Hefe exprimiert werden, ebenso durch andere, dhnlich dem zuvor beschriebenem Verfahren gereinigt
werden kdnnen.
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Beispiel 6: Reinigung des KHCV-Proteins, exprimiert in E. coli

6-A: Reinigung des KHCV UB 897 Proteins

Stufe 1: Kultur rekombinanter E. coli

E. coli W3110 ptrpH-KHCV 897 (ATCC 68640), transformiert mit einem Vektor (ptrpH-UB-KHCV 897)
umfassend ein KHCV 897 cDNA Fragment mit Ubiquitin-Gen, wurde unter Schiitteln fir 12 Stunden in
einem LB Medium (10g Bactotriptone, 5g Hefeextrakt, 10g NaCl pro Liter) enthaltend 50ug/ml Ampizillin
kultiviert. 5ml der Kultur wurden in 11 M9 Medium transferiert (40mM KzHPO,, 22mM KH;PO., 85mM
NaCl, 18,7mM NH.Cl, 1% Glucose, 0,1mM MgSO., 0,1mM CaCl,, 04% Casaminosiure, 10ug/ml von Vit.
B+), welches 40ug/mi Ampizillin enthielt, und unter Schiittein fiir 3 bis 4 Stunden bei 37°C kultiviert.
Indolacrylsdure (IAA) wurde zugegeben, um eine Endkonzentration von 0,14mM einzustelien und KHCV UB
897 Protein zu bilden, wenn der O.D. Wert der Kultur bei 650nm den Wert 0,5 erreichte. Etwa 5 Stunden
nach Zugabe der IAA wurde die Zellkultur bei 2.500rpm flir 20 Minuten mit einer Zentrifuge (Beckman J-6B,
Rotor JS 4,2) zentrifugiert, um einen Niederschlag von E. coli Zellen zu erhalten. Der Niederschlag wurde
einmal mit Phosphat gepufferter Salzlésung (10mM Phosphat, pH 7,0, 0,15M Natriumchlorid) gewaschen.

Stufe 2: Aufbrechen der Zellen

3g des E. coli Zellniederschlages der Stufe 1 wurden in 40ml eines Puffers (50mM Tris, pH 8,5, 5mM
EDTA, 2mM g-mercaptoethanol, TmM Phenylmethylsulfonylfluorid, 1..g/mi Pepstatin A) suspendiert. 0,3m!
einer 50mg/ml Lysozymidsung wurden der Suspension zugegeben, bei 37°C fir 1 Stunde stehengelassen
und auf Eis mit einem Ultraschallgerat (HEAT SYSTEMS-ULTRASONICS Inc., W225, USA) fiir 5 Minuten
bei einer Ausbeute von 70% Ultraschallwellen unterworfen, um die Zellen aufzubrechen und ein Homogeni-
sat von E. coli Zellen zu erhalten.

Stufe 3: Identifizierung des spezifischen Antigen-Proteins

Eine kleine Menge des Homogenisates von E. coli Zellen der Stufe 2 wurde einer 12% SDS-PAGE
unterworfen. Das Resultat zeigte an, daB das von diesem Vektor exprimierte KHCV-Protein (nachfolgen
bezeichnet als KHCV UB 897 Protein) ein Molekulargewicht von 39.000 Dalton aufwies.

Danach wurden auf Gel getrennte Proteine auf einen Nitrozellulosefilter transferiert und Western-blotting
unterworfen, auf gleiche Art wie in der Stufe 3 des Beispiels 5-A. Das Resultat zeigte, daB nur das KHCV
UB 897 Protein immunologisch mit dem Serum des Patienten mit Hepatitis C reagierte und ein sichtbares
Band zeigte. Im Lichte dieses Resultates ist zu sehen, daB dieses exprimierte KHCV UB 897 Protein ein
immunoreaktives Protein ist, welches sich an Antikrper gegen HCV binden kann.

Stufe 4: Entfernung des IGslichen Proteins

Das in Stufe 2 erhaltenen Zellenhomogenisat wurden bei 11.000rpm flir 25 Minuten mit einer Zentrifuge
(Beckman J2-21, Rotor JA 14) zentrifugiert, um geldste Proteine zu entfernen und unidslichen Niederschiag
zu erhalten.

Stufe 5: Waschen des unlSslichen Niederschlages mit Triton X-100 und Tris Puffer

Der in Stufe 4 erhaltene Niederschlag wurde in 50ml eines Puffers (50mM Tris, pH 8,5, 5mM EDTA
2mM g-mercaptethanol) suspendiert, der 1% Triton X-100 enthielt. Die Suspension wurde bei Raumtempe-
ratur fir 30 Minuten gerlhrt und mit 11.000rpm fiir 25 Minuten mit einer Zentrifuge (Beckman J2-21, Rotor
JA 14) zentrifugiert, um den Uberstand zu entfernen und den unidslichen Niederschlag zu erhalten.
Darauffolgend wurde der Niederschiag in 50mi eines Puffers (50mM Tris, pH 8,5, 5mM EDTA 2mM 3-
mercaptoethanol) suspendiert. Die Suspension wurde gerlihrt und nochmals zentrifugiert, um den Uberstand
zu entfernen und den unidslichen Niederschiag zu erhalten.

Nur durch die zuvor beschriebene einfache Waschprozedur wurde ein KHCV UB 897 Protein erhalten,
das zumindest eine Reinheit von 60% aufwies.
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Stufe 6: Auflésen des unlslichen Niederschlages mit 8M Harnstoff

Der unldsliche Niederschlag, der das KHCV UB 897 Protein enthielt und in Stufe 5 erhalten worden war,
wurde in 50m! eines Puffers suspendiert, der 8M Harnstoff enthielt (20mM Phosphat, pH 6,0, 2mM EDTA,
2mM g-mercaptoethanol). Die Suspension wurde bei Rauntemperatur fir 1 Stunde gerlhrt und zentrifugiert,
um den unl8slichen Niederschlag zu verwerfen und den Uberstand zu erhalten.

Stufe 7: S-Sepharose lonentausch-Chromatographie

Der in Stufe 6 erhaltene Uberstand wurde Uber eine S-Sepharosesiule geschickt (Pharmacia, FF, 2,5cm
x 7cm, USA), die mit einem Puffer (20mM Phosphat, PH 6,0, 2mM EDTA, 2mM g-mercaptoethanof), der 4M
Harnstoff enthielt, dquilibriert worden war und die S3ule wurde mit 600ml des Puffers eluiert, der einen
Konzentrationgradienten von 0 bis 0,2M Natriumchlorid aufwies. Die Proteinfraktionen wurden der SDS-
PAGE unterworfen, um die Fraktionen zu sammeln, die hochgereinigtes KHCV UB 897 Protein enthielten.

Stufe 8: Entfernung des Harnstoffes und FPLC-Mono Q lonentausch-Chromatographie

Die in Stufe 7 gesammelten Proteinfraktionen mit dem KHCV UB 897 Protein wurden gegen einen
Puffer (10mM Tris, pH 8,5, 2mM EDTA, 2mM g-mercaptoethanol) dialysiert, um Harnstoff zu entfernen,
iiber eine FPLC-Mono-Q-lonentauschharzsiule (Pharmacia, HR 5/5) geschickt, die mit diesem Puffer
4quilibriert worden war und mit 40mi des Puffers eluiert, der einen Konzentrationsgradienten von 0 bis 0,4M
Natriumchlorid aufwies. Die Fraktionen mit hochgereinigtem KHCV UB 897 Protein wurden gesammelt, um
ein KHCV UB 897 Protein mit einer Reinheit von wenigstens 80% zu erhalten.

6-B: Reinigung des KHCV UB CORE 17 Proteins

Stufe 1: Kultur des rekombinanten E. coli

E. coli W 3110 ptrpH-UB-CORE 17 (ATCC 68641), transformiert mit einem Vektor (ptrpH-UB-CORE 17)
mit einer cDNA eines Hepatitis C Virus und Ubiquitin-Gen wurde in LB Medium kultiviert, welches 50ug/ml
Ampizillin , 100g/mi Trytophan enthielt, wobei die Kultivierung bei 37°C fiir 12 Stunden durchgefiihrt
wurde. 50m! der Kultur wurden in 11 M9 Medium transferiert und bei 37 * C fiir 6 bis 8 Stunden kultiviert. Ein
Zellniederschiag wurde gesammelt, wie in Stufe 1 des Beispieles 6-A beschrieben.

Stufe 2: Aufbrechen der Zellen

3g des in Stufe 1 erhaltenen E. coli Zellenniederschlages wurden in 20ml einer Pufferldsung (50mM
Tris, pH 7,5, 5SmM EDTA, 10mM g-mercaptoethanol, 1mM Phenylmethylsulfonylfluorid, 1.g/ml Pepstatin)
bei 4°C suspendiert. Es wurden 3mg Lysozym zur Suspension zugegeben und fiir 5 Minuten gerihrt. Das
resultierende Produkt wurde einer Ultraschallbehandlung fiir 20 Minuten in einem Eisbad mit einem
Ultraschallgerat (Heat Systemas-Ultrasonics, Inc., W225, USA) unterworfen, um die Zellen aufzubrechen
und ein Zellhomogenisat zu erhalten.

Stufe 3: Identifizierung des spezifischen Antigen-Proteins

Dieses in Stufe 2 erhaltene E. coli Zellhomogenisat wurde einer 15% SDS-Polyacrylamidgel-Elektropho-
rese unterzogen und mit Coomassie Brilliant Blue gefarbt. Das Resultat zeigte an, daB das Protein mit
einem Molekulargewicht von etwa 27.000 Dalton hergestelit worden war (im folgenden bezeichnet als KHCV
UB CORE 17 Protein).

Nachfolgend wurden die auf Gel getrennten Proteine auf einen Nitrozellulosfilter transferiert, der
Waestern-Blotting unterworfen wurde, wie bei dem gleichen ProzeB in Stufe 3 des Beispieles 5-A. Das
Resultat zeigte, da8 nur KHCV UB CORE 17 Protein im gesamten E. coli Zellhomogenisat immunologisch
reagierte mit dem Serum des Patienten mit Hepatitis C unter Ausbilding eines sichtbaren Bandes.

Stufe 4: Behandiung mit Harnstoff

Das in Stufe 2 erhaltene Zellhomogenisat wurde mit 12.000rpm flir 20 Minuten mit einer Zentrifuge
(Beckman J2-21, Rotor JA2) zentrifugiert, um die unldslichen Materialien zu entfernen und den Uberstand
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zu erhalten. Zu dem Uberstand wurden 9M Harnstoffldsung bis auf eine Endkonzentration von 6M gegeben
und bei 4° C fiir 12 Stunden gerihrt.

Stufe 5: Behandlung mit Sdure

Zu der in Stufe 4 erhaltenen L&sung wurden 1M Natriumacetat (pH 4,5) bis zu einer Konzentration von
10mM hinzugeflugt und 1M Essigsdure bis zu einem pH 5,0. Die Mischung wurde fiir 1 Stunde geriihrt und
bei 11.000rpm mit einer Zentrifuge (Beckman J2-21, Rotor JA 14) zentrifugiert, um den Niederschlag zu
entfernen und den Uberstand zu erhalten.

Stufe 6: Mono-S Chromatographie

Der in Stufe 5 erhaltene Uberstand wurde gereinigt, indem er durch eine FPLC Mono-S Siule (HR 5/5,
Pharmacia, Sweden) geschickt wurde. Die UB-CORE 17 ProteinlSsung wurde auf die S3ule gegeben, die
mit Puffer A (pH 5,0) dquilibriert worden war, der 8M Harnstoff, 1mM EDTA, 1mM g-mercaptoethanol und
10mM Essigsdure enthielt, wobei die Sdule dann mit dem genannten Puffer A gewaschen wurde. Danach
wurde ein Puffer B mit einem Gehalt an 8M Harnstoff, 1ImM EDTA, 1mM g-mercaptoethanol, 10mM
Essigsdure und 1M Natriumchiorid schrittweise in einer Menge von 17,5% fiir die ersten 5 Minuten, 35%
wahrend der ndchsten 55 Minuten und 100% fiir letzte 10 Minuten mit einer FluBrate von 0,8m!/min
zugegeben, um das Protein zu eluieren. Das KHCV UB-CORE 17 Protein wurde eluiert, sobald die Menge
des Puffers B 25% erreichte, das heiBt, als die Konzentration des Natriumchlorides 0,25M betrug.

Stufe 7: S-200 Gel-Permeation-Chromatographie

Die in Stufe 6 erhaltene Proteinldsung wurde Uber eine S-200 Sephacryl SZule geschickt (Pharmacia,
Sweden, 2,5cm x 100cm), dquilibriert mit einer PBS L&sung enthaltend 6M Harnstoff, imM EDTA und 1mM
g-mercaptoethanol, wobei eine Fluirate von 0,5ml/min eingesteilt war, um eine Trennung nach dem
Molekulargewicht vorzunehmen. Es wurden Proteinfraktionen gesammelt und der SDS-Polyacrylamidgel-
Elektrophorese unterworfen, um jene Fraktionen zu sammeln, die das KHCV UB-CORE 17 Protein
enthielten. Die Fraktionen wurden gegen eine PBS L&sung bei 4° C dialysiert um 4mg KHCV UB-CORE 17
Protein mit einer Reinheit von wenigstens 90% zu erhaiten.

6-C: Reinigung des UB-E1 Proteins

Stufe 1: Kultur rekombinanter Bakterienzellen

E. voli W3110 ptrpH-UB-E1 (ATCC 68878), der fahig ist, ein fusioniertes Protein aus KHCV E1 Protein
und Ubiquitin (UB) herzustellen, wurde kultiviert und gesammelt, gemaB dem gleichen Proze8 wie in Stufe 1
des Beispieles 6-A.

Stufe 2: Aufbrachen der Zellen

Der in Stufe 1 erhaltene Bakterienzellenniederschiag wurde in 50ml sines Puffers 1 (20mM Tris, pH 7,5,
1imM EDTA, 2mM g-mercaptoethanol, 1mM Phenylmethyisulfonylfluorid, 1.g/ml Pepstatin A) suspendiert.
Eine Lysozymi&sung wurde zur Suspension bis zu einer Endkonzentration von 0,2mg/ml zugegeben, bei
37 C flr 30 Minuten kultiviert und einer Ultraschallbehandlung auf Eis unterworfen. Die Behandlung erfolgte
mit einen Ultraschallgerédt mit einer Ausbeute von 70% fUr 5 Minuten, um die Zellen aufzubrechen und das
Homogenisat zu erhalten.

Stufe 3. Identifizierung der Expression des spezifischen Antigens

Das in Stufe 2 erhaltene Homogenisat wurde einer 15% SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese unterzo-
gen, wobei sich ergab, daB mit dem Vektor Proteine mit einem Molekulargewicht von etwa 27.000 Dalton
exprimiert worden waren (im folgenden als UB-E1 Protein bezeichnet).

Die auf dem Gel getrennten Proteine wurden auf einen Immobilon P Filter abgedriickt (MILLIPORE. Cat.
No. IPUH 00010, Porengr6B8e 0,45um) und auf die gleiche Weise wie in Stufe 3 des Beispieles 5-A dem
Western-Blotting unterworfen.
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Das Resultat zeigte, daB nur das UB-E1 Protein im gesamten Zellhomogenisat immunologisch mit dem
Serum des Patienten mit Hepatitis C reagiert hatte, um ein sichtbares Band zu erzeugen.

Stufe 4: Entfernung des |8slichen Proteins

Das in Stufe 2 erhaltene Zellhomogenisat wurde bei 11.000rpm fiir 25 Minuten mit einer Zentrifuge
(Beckman J2-21, Rotor JA14) zentrifugiert, um die I8slichen Proteine zu entfernen und den unl&slichen
Niederschlag zu erhalten.

Stufe 5: Waschen des uniSslichen Niederschlages

Der in Stufe 4 erhaltene Niederschlag wurde in 30ml eines Puffers 1 (20mM Tris, pH 7.5, 1mM EDTA,
2mM B-mercaptoethanol) suspendiert, der 1% Triton X-100 enthieit. Die Suspension wurde bei Raumtempe-
ratur fir 30 Minuten gerlihrt und mit 11.000rpm flir 25 Minuten mit einer Zentrifuge (Beckman J2-21, Rotor
JA 14) zentrifugiert, um die in 1% Triton X-100 IGslichen Proteine zu entfernen und die geféllten Proteine
Zu erhalten. Der Niederschlag wurde in 30mi des Puffers 1 unter Rilhren suspendiert und rezentrifugiert,
um die unsldslichen Proteine zu er

Durch diese einfache Waschprozedur wurde das UB-E1 Protein mit einer Reinheit von wenigstens 60%
erhaiten.

Stufe 6: Aufldsen und Fraktionieren des unidslichen Niederschlages

Der in Stufe 5 erhaltene unidsliche Niederschlag mit den UB-E1 Proteinen wurde in 50ml eines Puffers
2 suspendiert, der 8M Guanidin HCI (50mM Tris, PH 8,0, 1mM EDTA, 2mM B-mercaptoethanoli) enthielt. Die
Suspension wurde bei Raumtemperatur flir 30 Minuten gerlihrt und mit 11.000rpm fiir 25 Minuten mit einer
Zentrifuge zentrifugiert, um den unidslichen Niederschiag zu entfernen und den Uberstand zu erhalten. Der
Uberstand wurde mit Puffer 2 bis zu einer Endkonzentration von 0,5M Guanidin HCI verdinnt. Durch
Zentrifugieren wurde der Uberstand entfernt und ein Niederschlag erhalten, der das UB-E1 Protein enthielt.

Stufe 7: Aufldsen des uni&slichen Niederschlages

Der in Stufe 6 erhaltene unidsiiche Niederschlag mit dem UB-E1 Protein wurde in 20ml eines Puffers 3
(50Mm Natriumcarbonat, pH 9,5, 1imM EDTA, 2mM B-mercaptoethanol), der 8M Harnstoff enthielt, suspen-
diert. Die Suspension wurde bei Raumtemperatur fur 1 Stunde gerlihrt, um den unlSslichen Niederschlag zu
entfernen und mittels Zentrifugation bei 11.000rpm fir 25 Minuten (Beckman J2-21, Rotor JA14) den
{Uberstand zu erhalten.

Stufe 8: Q-Sepharose lonentausch-Chromatographie

Der in Stufe 7 erhaltene Uberstand wurde durch eine Q-Sepharosesdule geschickt (Pharmacia, FF,
1,2cm x 7cm), die mit dem genannten Puffer 3 Zquilibriert worden war. Es wurden 100mi des Puffers mit
einen Konzentrationsgradienten von 0 bis 0,4M Natriumchlorid zugegeben, um die gebundenen Proteine zu
eluieren. Die Proteinfraktion wurde einer Elektrophorese auf 15% SDS-Polyacrylamidge! unterworfen, um
eine Fraktion zu sammeln, die das UB-E1 Protein umfaBte, und man erhielt das UB-E1 Protein mit einer
Reinheit von wenigstens 90%.

6-D: Reinigung des KHCV UB-CORE 14 Proteins

Stufe 1: Kuitur der rekombinanten E. coli

E. coli W3110 ptrpH-UB-CORE 14 (ATCC 68642), transformiert mit einem Vektor (ptrpH-UB-CORE 14),
enthaltend ein cDNA Fragment des KHCV und Ubiquitin-Gen, wurde in einem LM Medium kultiviert,
welches 50ug/ml Ampizillin und 100g/mi Tryptophan enthielt, und zwar bei 37°C fur 12 Stunden. 50ml
der Kultur wurden in 11 M9 Medium transferiert und bei 37°C fiir 6 bis 8 Stunden kultiviert. Der
Zellschlamm wurde gesammelt, wie im gleichen ProzeB der Stufe 1 des Beispieles 6-A.
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Stufe 2: Aufbrechen der Zellen

4g E. coli Zellen gem3B Stufe 1 wurden in 20ml eines Puffers (50mM Tris, pH 7,5, 5mM EDTA, 10mM
B-mercaptoethanol, TmM Phenyimethylisulfonylfluorid, 11g/m! Pepstatin) bei 4°C suspendiert. 4mg Lyso-
zym wurden zur Suspension zugegeben, fir 5 Minuten geriihrt und einer Ultraschallbehandlung in einem
Eisbad flr 20 Minuten mittels eines Ultraschallgerétes unterworfen, um die Zellen aufzubrechen.

Stufe 3: Identifizierung des spezifischen Antigen-Proteins

Eine kieine Menge des in Stufe 2 erhaltenen Homogenisates wurde einer Elektrophorese auf 15% SDS-
Polyacrylamidge! unterworfen, wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben, und mit Coomassie Brilliant
Blue gefarbt. Das Ergebnis zeigte, daB Proteine mit etwa 23.000 Dalton exprimiert worden waren (nachfol-
gend als KHCV UB-CORE 14 Protein beschrieben).

Nachfolgend wurden die in dem obigen SDS-PAGE getrennten Proteine auf einen Nitrozellulosefilter
Ubertragen. Der Filter wurde Western-Blotting unterworfen, wie beim gleichen ProzeB in Stufe 3 des
Beispieles 5-A. Das Resultat zeigte, da8 das KHCV UB-CORE 14 Protein im gesamten E. coli Homogenisat
immunologisch mit dem Serum eines Hepatitis C Patienten unter Ausbildung eines sichtbaren Bandes
reagiert hatte.

Stufe 4: Behandlung mit Harnstoff

Das in Stufe 2 erhaltene Homogenisat wurde mit 12.000rpm fir 20 Minuten mit einer Zentrifuge
(Beckman J2-21, Rotor JA20) zentrifugiert, um das unidsliche Material zu entfernen und den Uberstand zu
gewinnen. Zu dem Uberstand wurden 9M Harnstoff zugegeben, um die Endkonzentration 8M zu erreichen
und flir 12 Stunden wurde bei Raumtemperatur gerlhrt.

Stufe 5: Behandlung mit S&ure

Zu der in Stufe 4 erhaltenen L&sung wurde 1M Natriumacetat (pH 4,5) bis zur Endkonzentration von
10mM hinzugefligt, gefolgt durch eine Zugabe von 1M Essigsdure bis zu einem pH = 5,0, wobei 1 Stunde
bei Raumtemperatur geriihrt wurde. Die L&sung wurde mit 11.000rpm mit einer Zentrifuge (Beckman J2-21,
Rotor JA 14) zentrifugiert, um den Niederschlag zu entfernen und den Uberstand zu gewinnen.

Stufe 6: CM-lonentausch-Chromatographie

Die das KHCV UB-CORE 14 Protein enthaltende L&sung der Stufe 5 wurde in einer FluBrate von
Imi/min Uber eine Sdule (2,5cm x 10cm) geschickt, die 25mi CM-Sepharoseharz enthielt (Pharmacia,
Sweden), dquilibriert mit einen Puffer (pH 5,0) mit einem Gehalt an 8M Harnstoff, 1mM EDTA, 10mM -
mercaptoethanol und 10mM Acetat. Die in der SZule zurlickbleibenden Materialien in freier Form wurden
sorgfaltig mit der genannten dquilibrierenden Pufferlosung ausgewaschen. Die in der Siule gebendenen
Proteine wurden in einer FluBrate von 3mi/min mit 500mI der genannten &quilibrierenden Pufferisung, die
einen Konzentrationsgradienten von 0 bis 0,5M Natriumchlorid aufwies, eluiert. Das Eluat wurde einer SDS-
Polyacrylamdigel-Elektrophorese unterworfen, wobei sich zeigte, daB das KHCV UB-CORE 14 Protein bei
etwa 0,3M eluiert wurde. Die das KHCV UB-CORE 14 enthaltenden Fraktionen wurden fiir die Verwendung
in der nachsten Stufe gesammeit.

Stufe 7: 8-200 Gel-Permeations-Chromatographie

Die in Stufe 6 gesammelten Fraktionen wurden Uber eine YMS Ultrafiltrationsmembran geschickt
(Amicon, USA), um eine Konzentration auf ein Volumen von 10ml herbeizufiihren. Das Konzentrat wurde
Uber eine S-200 Sephacrylsédule geschickt (2,5cm x 100cm, Pharmacia, Sweden), die mit einer PBS L&sung
dquilibriert worden war, die 6M Harnstoff, TmM EDTA und tmM g-mercaptoethanol enthielt, wobei eine
FluBrate von 0,5mi/min eingehalten wurde, um die Proteine entsprechend ihres Molekulargewichtes aufzu-
trennen. Die Proteinfraktionen wurden der SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese unterworfen. Die Fraktio-
nen mit dem KHCV UB-CORE 14 Protein wurden gesammelt.
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Stufe 8: Mono-S-Chromatographie

Die in Stufe 7 gewonnene L&sung des KHCV UB-CORE 14 Proteins wurde weiter gereinigt, indem sie
ber eine FPLC Mono-S-Séule geschickt wurde (HR 5/5, Pharmacia, Sweden). Die KHCV UB-CORE 14
Proteinidsung wurde mit dem gleichen Volumen Puffer A verdinnt und Uber die Siule geschickt, die mit
Puffer A (pH 7) Aquilibriert worden war, der 6M Harnstoff, iImM EDTA, 1mM B-mercaptoethanol und 10mM
Phosphat enthielt, wobei die Séule dann mit dem genannten Puffer A gewaschen wurde. Danach wurde ein
Puffer B, enthaltend 6M Harnstoff, 1mM EDTA, 1mM g-mercaptoethanol, 10mM Phosphat und 0,5mM
Natriumchlorid, schrittweise in einer Menge von 35% in den ersten 5 Minuten, 70% in den néchsten 55
Minuten und 100% in den letzten 10 Minuten mit einer FluBrate von 0,8ml/min zugegeben, um die
gebundenen Proteine zu eluieren. Das KHCV UB-CORE 14 Protein war eluiert, wenn die Menge des Puffers
B 60% erreichte, das heiBt, wenn die Konzentration des Natriumchlorides 0,25M betrug.

Die Fraktion wurde gegen PBS L8sung bei 4*C dialysiert, um 4mg des KHCV UB-CORE 14 Proteins
mit einer Reinheit von wenigstens 90% zu erhalten.

{6-E): Reinigung des UB-E2N-Proteins

Stufe 1: Kultur rekombinanter Bakterienzellen

E. coli W3110 ptrpH-UB-E2N(ATCC 68966), der befdhigt ist, ein fusioniertes Protein aus KHCV E2N-
Protein und Ubiquitin zu bilden, wurde unter Schitteln flir 12 Stunden in einem LB-Medium kultiviert,
welches 50ug/ml Ampicillin enthielt. 10ml der Kultur wurden in 1i M9-Medium transferiert, welches 2%
Casaminosiure und 10ug/ml Trytopan enthielt. Es wurde unter Schiitteln bei 37°C fir etwa 3 Stunden
kultiviert. Der Kultur wurde Indolacrylsdure (IAA) bis zu einer Endkonzentration von 50ug/mi zugegeben,
wenn deren O.D. Wert bei 650nm 0,2 betrug, um die Produktion des rrekombinanten UB-E2N-Proteins zu
induzieren. Etwa 5 Stunden nach der Zugabe des IAA wurde die Kultur mit 3500 rpm fiir 25 Minuten mit
einer Zentrifuge (Beckman J-6B, Rotor JS4.2) zentrifugiert, um den Zeliniederschlag zu sammeln. Der
Niederschlag wurde einmal mit PBS gewaschen.

Stufe 2. Identifikation des spezifischen Antigens

Das Homegenisat wurde der Elektrophorese auf 15% SDS-Polyacrylamidgel unterworfen. Das Resuitat
zeigte, daB das UB-E2N-Protein mit einem Molekulargewicht von etwa 28000 Dalton exprimiert wurde.

Nachfolgend wurden die auf dem Gel getrennten Proteine auf einen Immobilone-P-Filter Ubertragen
(Millipore, Cat.No. IPUH 00010, PorengrBe 0,45um). Der Filter wurde in PBS gegeben (10mM Phosphat,
pH 7,0, 0,15M Natriumchlorid), welches 0,5% Tween 20 enthielt, und es wurde bei Raumtemperatur flr 2
Stunden geschiittelt, um eine nichtspezifische Bindung des immunoglobulins G zu verhindern. 10ml des
Serums eines Hepatytis-C-Patienten wurden, wie zuvor beschrieben, mit PBS verdiinnt, weiches 0,5%
Gelatine enthielt, und 0,05% Tween wurde in einem Verhiltnis 1:20 zugegeben. Die Mischung wurde unter
mildem Schwenken bei Raumtemperatur fir eine Stunde reagieren gelassen und 4mal je 5 Minuten mit
PBS gewaschen weiches 0,05% Tween 20 enthielt. Antihuman-immunoglobulin G, markiert mit einer
alkalischen Phosphatase (Boehringer Manheim. Cat.No. 605 415, Anti-Human IgG-ALP), wurde mit PBS
verdiinnt welches 0,5% Gelatine und 0,05% Tween 20 in einem Verh3itnis von 1:1000 enthielt, und 10ml
der verdiinnten L&sung wurden dem Filter zugegeben. Das Ergebnis wurde bei Raumtemperatur unter
Schiitteln fir eine Stunde reagieren gelassen und 4mal fir jeweils 5 Minuten mit PBS gewaschen, welches
005% Tween 20 enthielt, und 2mal mit 100mM Tris-Puffer (pH 9,5, 5mM Magnesiumchlorid, 100mM
Natriumchlorid).

Dem Filter wurde 100mM Tris-Puffer zugegeben, der 125ug/ml Nitro-Blue-Tetrazorium (Pierce, NBT)
und 25ug/ml Bromchlorindolphosphat (Pierce, BCIP) enthielt, um die Farbreaktion zu entwickein. Als
Ergebnis zeigte sich, daB das UB-E2N-Protein im gesamten Zellhomogenisat immunologisch mit dem
Serum des Heptatitis-C-Patienten reagiert hatte, um ein sichtbares Band zu erzeugen.

Stufe 3: Aufbrechen der Zellen und Entfernung des I&slichen Proteins

Etwa 3g des in Stufe 1 erhaltenen Zellniederschlags wurde in 50ml Puffer 1 suspendiert (20mM Tris,
pH 7.5, 1ImM EDTA, 2mM g-Mercaptoethanol, 1mM Phenylmethylsulfonyifiuorid, 1ng/mi Pepstatin A), und
eine Lysozymldsung wurde bis zu einer Endkomzentration von 0.2mg/ml augegeben. Die Reaktion wurde
bei 37 * C fiir 30 Minuten durchgefiihrt, und es wurde eine Ultraschallbehandiung auf Eis mit einer Ausbeute
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von 70% fiir 5 Minuten mittels eines Ultraschallgerdtes durchgefiihrt, um die Zellen aufzubrechen und das
Lysat zu erhalten. Das Homogenisat wurde mit 11000 rpm fiir 25 Minuten mit einer Zentrifuge (Beckman
J2-21, Rotor JA 14) zentrifugiert, um die I&slichen Proteine zu entfernen und den uniBslichen Niederschlag
2u gewinnen.

Stufe 4: Waschen des unl&slichen Niederschlags mit Tensid und Tris-Puffer

Der in Stufe 3 erhaltene Niederschlag wurde in 30ml Puffer 1 suspendiert (20mM Tris, pH 7.5, 1mM
EDTA, 2mM g-Mercaptoethanol), weicher 1% Tensid (Ethoxylat des 5-(1,1,3,3-Tetramethylbutyl)-phenols)
der Bezeichnung Triton X-100 der Firma Rohm und Haas enthielt. Die Suspension wurde bei Raumtempera-
tur flr 30 Minuten gerlhrt und mit 11000 rpm flir 25 Minuten mit einer Zentrifuge (Beckman J2-21, Rotor
JA14) zentrifugiert, um I8sliche Proteine zu entfernen und den Proteinniederschlag zu erhalten. Der
Niederschlag wurde in 30mi Puffer 1 suspendiert. Die Suspension wurde gerUhrt und nochmals zentrifugiert,
um die unl@slichen Proteine zu erhalten.

Das UB-E2N-Protein wurde durch diese einfache Waschprozedur mit einer Reinheit von wenigstens
70% erhalten.

Stufe 5: Auflésen des uni8slichen Niederschlags mit 8M Harnstoff

Der aus Stufe 4 gewonnene unidsliche Niederschlag mit dem UB-E2N-Protein, wurde in 40ml Puffer 2
suspendiert (50mM Tris, pH 9,0, 1TmM EDTA, 2mM B-Mercaptoethanol), der 8M Harnstoff enthielt. Die
Suspension wurde bei Raumtemperatur fir eine Stunde gerlihrt und zentrifugiert, un den unlSslichen
Niederschlag zu entfernen und den Uberstand zu erhalten.

Stufe 6: S-200-Gel-Permeationschromatographie

40ml einer 8M Harnstoffldsung, die das in Stufe 5 erhaltene UB-E2N ehthielt, wurden auf ein Volumen
von 5ml mittels einer YM10 Ultrafiltrationsmembran (Amicon) konzentriert und in einer FluBrate von 40ml/h
Uber eine S-200 Harzs3ule geschickt (2,5cm x 90cm, Pharmacia, USA), die mit dem Puffer 2 mit einem
Gehalt von 4M Harnstoff equilibriert worden war. Es wurden Fraktionen mit 2ml/R6hrchen gesammelt. Die
Fraktionen wurden einer SDS Polyacrylamidgel-Elektrophorese unterworfen, um die Fraktionen mit dem UB-
E2N-Protein zu sammeln.

Stufe 7: Q-Sepharose lonentauschchromatographie

Die das UB-E2N-Protein enthaltende L&sung gem&B Stufe 6 surde lber eine Q-Sepharose-Siule
geschickt (FF, 1,2cm x 7cm, Pharmacia, USA), die mit Puffer 2 equilibriert worden war, der 4M Harnstoff
enthielt. 150ml des Puffers mit einem Konzentrationsgradienten von 0 bis 1,0M Natriumchlorid wurde
zugegeben, um die gebundenen Proteine zu eluieren. Die Fraktionen wurden der Eiektrophorese auf SDS-
Polyacrylamidgel unterworfen, um die Fraktionen des UB-E2N mit einer Reinheit von wenigstens 80% zu
gewinnen.

Stufe 8: Entfernung des Harnstoffs und FPLC-Phenylchromatographie

4M Harnstofflésung mit UB-E2N-Protein, welches in Stufe 7 erhalten worden war, wurde auf ein
Volumen von 8ml mittels YM 10 Ultrafiltrationsmembran (Amicon) konzentriert und gegen einen Puffer 3
dialysiert (20mM Tris, pH 9,0, 1mM EDTA, 2mM g-Mercaptoethanol, 0,2M Natriumchlorid), wobei eine
Dialysemembran (Spectrum Medical Industries, Inc., M\W. cut off 6000-8000) verwendet wurde, um den
Harnstoff zu entfernen. Der L&sung wurde Natriumchlorid bis zu einer Endkonzentration von 1M zugegeben.
Die Mischung wurde Uber eine FPLC-Phenylsepharose-S3ule geschickt (Pharmacia, HR 5/5, 0,5¢cm x 5cm),
und 40ml des Puffers mit einem Konzentrationsgradienten von 1,0M bis OM Natriumchlorid wurde zugege-
gen, um die gebundenen Proteine zu eluieren. Die Fraktionen wurden einer Elektrophorese auf SDS-
Polyacrylamidgel unterworfen, um die Fraktionen zu sammeln, die das UB-E2N-Protein mit einer Reinheit
von wenigstens 80% enthielten.
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(6-F): Reinigung des UB-E2C-Proteins

Stufe 1: Kultur rekombinanter Zellen

E. coli W3110, der befdhigt ist ein fusioniertes Protein aus KHCV E2C-Protein und Ubiquitin zu bilden,
wurde unter Schiitteln fiir 12 Stunden in einem LB-Medium kuitiviert, welches 50ug/m!l Ampiziliin enthielt.
20mi der Kultur wurden in 11 M9-Medium transferiert, welches 2% Casaminosdure und 10wg/ml Tryptopan
enthielt. Es wurde unter Schiitteln bei 37 °C fiir etwa 2 Stunden kultiviert. Der Kultur wurde Indolacrylsdure
(IAA) bis zu einer Endkonzentration von 50ug/ml zugegeben, wenn deren 0.D. Wert bei 650nm 0,3 betrug,
um die Produktion des rekombinanten UB-E2C-Proteins zu induzieren. Etwa 3 Stunden nach der Zugabe
des IAA wurde die Kultur mit 3500 rpm fiir 25 Minuten mit einer Zentrifuge (Beckman J6, Rotor HS4)
zentrifugiert, um den Zellniederschlag zu sammeln. Der Niederschlag wurde ginmal mit PBA gewaschen.

Stufe 2: Identifizerung des spezifischen Antigens

Der Niederschlag wurde einer Elektrophorese auf 15% SDS-Polyacrylamidgel unterworfen. Das Resultat
zeigte an, daB das UB-E2C-Protein in einem Molekulargewicht von etwa 25000 Dalton exprimiert worden
war.

Nachfolgend wurden die auf dem Gel getrennten Proteine auf einen Immobilone-P-Filter (MILLIPORE,
cat#. IPUH 00010, PorengroBe 0,45um) {ibertragen. Der Filter wurde in PBS gegeben, welches 0.5%
Tween 20 enthielt, und bei Raumtemperatur fiir 2 Stunden geschiittelt, um eine nichtspezifiSche Bindung
des Immunoglobulins G zu blockieren. 10ml des Serums eines Hepatitis-C-Patienten wurden mit PBS
verdiinnt, welches 0,5% Gelatine enthielt, und 0.05% Tween wurde in einem Verhiltnis 1:20 zugefugt. Die
Mischung wurde bei Raumtemperatur fir 1 Stunde mild geschwenkt und 4mal je S Minuten mit PBS
gewaschen, welches 0,05% Tween 20 enthielt. Anithuman-Immunoglobulin G, markiert mit Horseradish-
Peroxidase (Bio-Rad Lab. Anti-Human IgG-HRP) wurde mit PBS verdlnnt, welches 0.5% Gelatine und
0,05% Tween 20 in einem Verhiltnis 1:500 enthieit. 10ml der verdiinnten L8sung wurde dem Filter
zugegeben. Das Ergebnis wurde unter Schiitteln bei Raumtemperatur fur 1 Stunde reagieren gelassen und
4mal mit PBS, welches 0,05% Tween 20 enthielt, und 2mal mit 50mM Tris-Puffer (ph 7,0) fur jeweils 5
Minuten gewaschen.

Dem Filter wurden 50mM Tri-Puffer zugegeben, der 400ug/ml 4-Chlor-1-Naphtol und 0,03% Wasser-
stoffperoxid enthielt, um die Farbreaktion zu entwickeln. Als Resultat ergab sich, daB das UB-E2C-Protein
im gesamten Zellhomogenisat immunologisch mit dem Serum eines Hepatitis-C-Patienten reagiert hatte,
um ein sichtbares Band zu zeigen.

Stufe 3: Aufbrechen der Zellen und Entfernung des I8slichen Proteing

Etwa 1g des in Stufe 1 erhaltenen Zeliniederschlags wurde in 50ml Lysispuffer suspendiert (20mM Tris,
pH 7.5, 1imM EDTA, 2mM g-Mercaptoethanol, TmM Phenylmethylisulfonylfluorid und 1ug/ml Pepstatin A),
und eine Lysozyml&sung wurde bis zu einer Endkonzentration von 0,5mg/mi zugegeben. Die Reaktion
wurde bei 37°C fur 30 Minuten durchgefiihrt, und es wurde eine Ultraschallbehandlung auf Eis mit einer
Ausbeute von 70% fiir 5 Minuten mittels eines Ultraschallgerites durchgefiihrt, um die Zellen aufzubrechen
und ein Homogenisat zu erhalten. Das Homogenisat wurde mit 11000 rpm fiir 25 Minuten mit einer
Zentrifuge (Beckman J2-21, Rotor JA 14) zentrifugiert, um die I&slichen Proteine zu entfernen und den
uniGslichen Niederschlag zu gewinnen. :

Stufe 4: Waschen des unldslichen Niederschlags mit Tensid und Tris-Puffer

Der in Stufe 3 erhaltene Niederschlag wurde in 20ml Puffer 1 suspendiert (20mM Tris, pH 7.5, 1mM
EDTA, 2mM B-Mercaptoethanol), welcher 1% Triton X-100, wie zuvor definiert, enthielt. Die Suspension
wurde bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten geriihrt und mit 11000 rpm flr 25 Minuten mit einer Zentrifuge
(Beckamn J2-21, Rotor JA14) zentrifugiert, um I&sliche Proteine zu entfernen und den Proteinniederschlag
zu erhalten. Der Niederschlag wurde in 30ml Puffer 1 suspendiert. Die Suspension wurde geriihrt und
nochmals zentrifugiert, um die unl8slichen Proteine zu erhalten.
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Stufe 5: Aufldsen des unlslichen Niederschlags mit 8M Harnstoff

Der unl@sliche Niederschlag, der das UB-E2C-Protein der Stufe 4 enthielt, wurde in 20mi Puffer 2
suspendiert (50mM Carbonat, pH 9,5, 1mM EDTA, 2mM g-Mercaptoethanol), der 8M Harnstoff entheilt. Die
Suspension wurde bei Raumtemperatur fiir eine Stunde geriihrt und zentrifugiert, um den unidslichen
Niederschlag zu entfernen und den Uberstand zu erhalten.

Stufe 6: FPLC-Mono-Q-Ionentauschchromatographie

Der in Stufe 5 erhaltene Uberstand wurde Uber eine FPLC-Mono-Q-Siule geschickt (Pharmacia, HR 5/5,
0.5cm x 5cm, USA), die mit Puffer 2 equilibriert worden war, der 0,1M Nautriumchlorid enthielt. 40m| des
Puffers mit einem Konzentrationsgradienten von 0,1 bis 1,4M Natriumchiorid wurde zugegeben, um die
gebundenen Proteine zu eluieren. Die Fraktionen wurden der Elektrophorese auf SDS-Polyacrylamidgel
unterworfen, um die Fraktionen mit einer Reinheit von wenigstens 80% 2u gewinnen.

Stufe 7: Entfernung des Harnstoffs und FPLC-Phenylchromatographie

8M Harnstoffidsung mit UB-E2C-Protein, welches in Stufe 6 erhalten worden war, wurfe auf ein
Volumen von 14mi mittels YM 10 Uitrafiltrationsmembran konzentriert und gegen einen Puffer 3 dialysiert
(20mM Tris, pH 9,0, 1mM EDTA, 2mM g-Mercaptoethanol, 0,2M Natriumchlorid), wobei eine Dialysemem-
bran (Spectrum Medical Industries, Inc., M.W. cut off 6000-8000) verwendet wurde, um den Harnstoff zu
entfernen. Der LSsung wurde Natriumchlorid bis zu einer Endkonzentration von 1M zugegeben. Die
Mischung wurde Uber eine FPLC-Phenylsepharose-S4ule geschickt (Pharmacia, HR 5/5, 0,5cm x 5cm), und
40ml des Puffers mit einem Konzentrationsgradienten von 1,0M bis OM Natriumchlorid wurde zugegeben,
um die gebundenen Proteine zu eluieren. Die Fraktionen wurden einer Elektrophorese auf SDS-Polyacryla-
midgel unterworfen, um die Fraktionen zu sammeln, die das UB-E2C-Protein mit einer Reinheit von
wenigstens 90% enthielten.

Beispiel 7: Ermittlung der anti-KHCV Antikdrper gegeniiber KHCV rekombinaten Proteinen

7-A: Reaktivitit gemischt positiver und negativer Serenproben gegeniber der Antigenkonzentration

Jedes KHCV 403, KHCV 897 und KHCV UB-CORE 14 Protein wurde seriell in 2 Stufen mit 50mM
Natriumboratpuffer (pH 9,0) von einer Konzentration 0,25ug/ml, 2,0ug/ml und 2,0ug/ml verdiinnt. Die
verdlnnten Proteinl&sungen wurden in die Offnungen einer Mikrontiterplatte (Dynatech, Immulon Typ 1
Mikrontiterplatte) in einer Menge von 200wl/Offnung gegeben und bei 37 *C fiir 2 Stunden inkubiert, wobei
die Platte mit einem Para-Film abgedeckt wurde, um ein Verdampfen der L&sung mdglichst gering zu
halten.

Die fiur 2 Stunden bedeckte Platte wurde einmal mit PBS gewaschen, die 0,05% (v/v) Tween-20 (pH
7.4, nachfolgend als WaschlGsung bezeichnet) enthielt. Die PBS mit einem Gehalt an 0,1% Gelatine (v/v)
wurde den Oﬂnungen in einer Menge von 210ul/Offnung zugegeben. Es wurde bei 37°C fiir 2 Stunden
inkubiert. Die Offnungen wurden 2x mit 300wl der genannten Waschldsung gewaschen. Es wurden 190ul
PBS mit 0,25% Gelatine, TmM EDTA, 1,0% (v/v) Triton X-100 und 0,02% Thimerosal sowie 10wl einer
positiven Serumprobe eines HCV Patienten oder eine negative Serumprobe zu jeder Offnung zugegeben
und fUr einige Sekunden gemischt. Es wurde bei 37°C fir 1 Stunde inkubiert. Die positive Serumprobe
eines HCV Patienten und die negative Probe wurden mittels eines Diagnosekits fiir Hepatitis C getestet,
wobei ein C-100 Antigen Verwendung fand, das durch Ortho Diagnostic Systems, Raritan, N.J., 88869, USA
hergestellt worden war. Der Test wurde vor der Verwendung durchgefiihrt. Die Serumproben wurden vom
Severance Hospital geliefert, das der Yonsei University in Korea angeschlossen ist.

Die Offnungen (wells) wurden nach einer Reaktionszeit von 1 Stunde bei 37°C 5x mit 300wl der
Waschisung gewaschen. Anti-human IgG gamma-Ketten Immunoglobulin, markiert mit Horseradish-Peroxi-
dase (HRP) (Bio-Rad Company, Richmond, CA 94804, USA, 0,1mg Protein/ml) wurde 5000-fach mit PBS
verdiinnt, weiches 10% f3tales Rinderserum, 1% Ficoll (Sigma v/v), 0,02% Thimerosal und 0.05% Tween-
20 enthielt. Die verdiinnte Lsung wurde den Offnungen in einer Menge von 200u1/Offnung zugegeben. Das
Ganze wurde bei 37 C fiir 1 Stunde inkubiert, und 5x mit der genannten Waschi&sung gewaschen. Danach
wurde zu jeder Offnung 200ui O-Phenylendiamindihychlorsdure (OPD, Sigma, 10mg/ml), die in 50mM
Citratpuffer aufgelSst und durch Zugabe von Phosphat auf pH 5,5 eingestellt worden war, zugegeben und
bei Raumtemperatur fur 30 Minuten in Dunkelheit inkubiert. Zu der resultierenden Mischung wurden 50ul
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4N schwefelige Siure pro Offnung zugegeben, um die Farnbentwicklung zu stoppen. Die O.D. jeder
Offnungen wurden bei einer Wellenlinge von 492nm mit einem Dynatech Microtiter Plade Reader bestimmt
(siche Fig. 19).

7-B: Herstellung eines Diagnosekits

Die Antigene gereinigten KHCV UB-CORE 14, KHCV 897 und KHCV 403 Proteins wurden zur
Herstellung eines Diagnosekits verwendet. Die Antigene kdnnen auf eine optimale Konzentration mit 10mM
Natriumkarbonatpuffer (pH 9,5) oder 50mM Natriumboratpuffer (pH 9,0) verdlinnt werden.

Eine Menge von 150 bis 200ul/Offnung kann auf eine Immulon Typ 1 Microtiterplatte aufgetragen
werden, die 96 Oﬁnungen aufweist (Dynatech). Das Inkubieren erfolgt bei einer Temperatur von 4 C flir 12
bis 18 Stunden, um dem Antigen die Adsorbtion an den Platenwanden zu erlauben.

Die optimalen Konzentrationen flir jedes Antigen liegen bei 0,18 bis 0.75ug/ml flir das KHCV UB-CORE
14 Protein, 0,08 bis 0,3ug/ml fir das KHCV 897 Protein und 0,12 bis 0,5ug/mi fiir das KHCV 403 Protein.
Bei diesem Beispiel wurden jeweils 0,3ug/ml jedes Antigens verwendet.

Der Inhalt jeder Offnung nach dem Bedecken wurde mit einem Sauger entfernt. Die Platte wurde mit
PBS gewaschen (PBS, pH 7,4) die 0,05% (v/v) Tween-20 enthielt, und mit PBS (210ug/0ffnung) (pH 7.4)
mit einem Gehalt an 0,1% (w/v) Gelatine fiir 2 Stunden bei 37 *C blockiert und 3x mit der Waschidsung
gewaschen. Die in den Offnungen zuriickbleibende Feuchtigkeit wurde mit einem Absorptionsapparat
entfernt.

Zu jeder Offnung wurden 190ul eines Puffers (10mM Tris, pH 7,5, 150mM NaCl, 0,2% Triton X-100,
0,imM EDTA, 0.02% Thimerosal) mit Gehalt an 1% (v/v) Rinderserum und 10wl der zu testenden Probe
hinzugefiigt und bei 37°C fiir 1 Stunde inkubiert, um eine Bindungsreaktion des HCV AntikSrpers in einer
Probe mit dem in den C')ffnungen adsorbierten Antigen zu induzieren. Die Platte wurde 5x mit PBS (pH 7.4)
gewaschen, die 0,05% (v/v) Tween-20 enthielt. Es wurden 200ul eines anti-human IgG-HRP (Goat anti-
human IgG-HRP, Bio-Rad Lab., USA) hinzugefligt, welches mit einem Puffer (10mM Tris, pH 7,5, 150mM
NaCl, 0,02% Thimerosal, 1% Ficoll) verdiinnt worden war und 10% (v/v) Rinderserumalbumin enthielt. Es
wurde bei 37°c fir 1 Stunde inkubiert und danach mit PBS (pH 7,4) und einem Gehalt an 0,05% (v/v)
Tween 20 gewaschen. 2001l OPD L3sung wurden zugegeben, um bei Raumtemperatur fir 30 Minuten eine
Farbreaktion zu entwickeln. Danach wurden pro Offnung 50ul 4N schwefelige Sdure zugegeben, um die
Reaktion zu stoppen, worauf die O.D. bei einer Wellenldange von 492nm bestimmt wurde. Der cut-off Wert,
der ein Standardwert fiir die Bestimmung positiv oder negativ ist, wurde mit 0,4 plus der durchschnittlichen
Absorbtion {(O.D.) der negativen Probe festgestelit.

Die Resultate fiir jedes KHCV Protein und gemischte Antigen gemiB dem oben gesagten sind in
Tabelle 1 dargestelit. Das Vergleichs HCV Diagnosereagenz war von Ortho Diagnostic Systems kommerziell
erhiltlich und nach den Herstelleranleitungen verdendet worden.
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Tabelle 1
Reaktivitdt der KHCV Proteine zu den Antik&rpern gegeniiber KHCV, bestimmt mittels
Enzymimmunoassay
Probe No. | Antigen KHCV | Antigen KHCV | Antigen KHCV Mixed Antigen Ortho HCV
897 protein UB-CORE 14 403 protein | (von drei Proteininen) | Diagnostic Kit
protein
1 + + ++ + - ¥4+ + + -
2 + 4+ + 4+ + 4+ + + + + ++ + + +
3 + - - + + -
4 + + - + 4+ -
5 ++++ +++ 4+ +++ 4 + 4+ 4+ +
6 + + - - ++ + -
7 + 4+ + + + + + - +4++ + +
8 - + + - + + + -
9 - - + + + ++++ -
10 - + + + - ++ + + -
11 ++ + - +++ -
12 ++ + + ++ + ++ 4+ ++++ +
13 + + - - + + -
Bemerkung: 7

1) + + + +: Cut off Wert + 1,5's Absorption (0.D.)

+ + +: Cut off Wert + 1,0 < Absorption < Cut off Wert + 1,5
+ +: Cut off Wert + 0,5 s Absorption < Cut Off Wert + 1,0
+: Cut off Wert £ Absorption < Cut off Wert + 0,5

-: Absorption < Cut off Wert

2) Der Cut off Wert war 0,32 fur das KHCV 897 Protein, 0,27 fir das KHCV UB-CORE 14 Protein,
0,35 flir das KHCV 403 Protein, 0,483 fur gemischte Antigene und 0,453 fuir den Ortho Diagnosekit.
3) Der Ortho HCV Diagnosekit war von Ortho Diagnose Systems, USA kommerziell erhiltlich.

7-C: Genauigkeit der Diagnose

Um die Genauigkeit des Resultates der vorliegenden Diagnose zu demonstrieren, wurden 17 Serumpro-
ben, die bei Verwendung eines Diagnosekits flir Hepatitis C, hergestelit und verkauft von Ortho Diagnostic
Systems, als positiv diagnostiziert worden waren, nochmalis einer Diagnose unterzogen, wobei der Diagno-
sekit der vorliegenden Erfindung angewendet wurde. Weiters wurde auch der Immunoblottingkit (Chiron
RIBA HCV Test System, 2nd Generation, manufactured by Ortho Diagnostic Systems, USA, Product Code
933491) angewendet, der als Bestétigungstest empfohlen ist und 4 Antigene ausgenommen ein SOD
Kontrollantigen umfaBt (sishe Van der Poel, C. L. et al., Lancet, 337, 317-319 (1991)). Diese Resultate sind
in Tabelle 2 zusammengefaBt, die zeigen, daB das erfindungsgemaBe Diagnoseverfahren eine niederere
Fehlerrate aufweist, als Ortho's Diagnosekit flir Hepatitis C der Seite 138.
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Tabelle 2
Vergleich der Diagnosen mittels Ortho's 2nd Generation immunoblotting-Kit und dem Diagnosekit gemaB
Erfindung

Proben Antigene der Ortho 2nd Generation Immunoblotting Kit Beurteilung™ | Diagnostic

No. Kit™(7-B)

5-1-1 C100-3 C33c Ca2-3 SOD

1 +/- +/- - - - - -
2 +++ 4 ++++ ++++ ++ 4+ - + ++++
3 + +/- ++ + + ++ + + - + ++ + +
4 + ++++ ++++ +/- - + ++ 4+
5 - - - - - - -
6 - - - - - - -
7 - +/- - - - - -
8 - - - - - -
9 - +/- - - - - -
10 - - - - - - -
Positive + + ++ + + + + + + + + - + + + + +
Controlle
Negative - - - - - - -
Controlle

* Wenn bei einer Probe mehr als ein + gefunden wurden, das heiBt, daB eine positive Reaktion
bezliglich wenigstens 2 Antigenen ausgenommen das SOD Kontroli-Antigen vorlag, dann wurde die
Probe als positiv beurteilt.

= Als Reaktionsmittel wurde ein gemischtes Antigen eingesetzt, das aus Beispiel 7-B erhalten
wurde.

Beispiel 8: Bestimmung der Gegenwart von Hepatitis C Viren mit einer Sonde unter Verwendung der
Polymerase-Kettenreaktion

8-A: Extraktion der RNA von Hepatitis C Viren

Zu 100u! eines zu untersuchenden Serum wurden 100! einer TNE L&sung (100mM Tris-HC!, pH 8,0,
0.2mM EDTA, 0,2M NaCl), 300u! einer RNAzol L8sung (TM Cinna Scientific, Inc., Texas 77546, USA) und
300ul Chloroform zugegeben, wonach mittels starkem Schiittein gemischt wurde. Die Mischung wurde mit
15.000rpm bei einer Temperatur von 4°C fir 5 Minuten mit einer Eppendorf Midronfuge zentrifugieft. um
einen Niederschlag zu bilden. Der Uberstand wurde gesammelt und mit 300ul Phenol und 300u! Chioro-
form extrahiert. Der Extrakt wurde ausgefallt und die Fallung in 10wl TE Puffer geldst (10mM Tris HCI, pH
8,0, 0,1imM EDTA) und bei einer Temperatur von -70* C gelagert.

8-B: Bestimmung der Gegenwart von Hepatitis C Viren mit Polymerase Kettenreaktion

Die oben extrahierte RNA wurde mit 4ul destilliertem Wasser und 1ul 0,1M CH3;HgOH gemischt und
bei Raumtemperatur fir 10 Minuten stehengelassen. 0,5l 1M S-mercaptoethanol, 10wl RNasin, Sul 5X RT
Puffer (BRL, Gaithersburg, MD 20877, USA), 1,25ul dNTP (10mM dGTP, dTTP, dCTP und dATP), 1ug
Random Primer, 1,25ul (18 unit/wl) Superscript H-Reversetranscriptase (BRL, USA) wurden zugegeben.
Dann wurde destilliertes Wasser auf ein Gesamtvolumen von 25ul zugegeben und bei einer Temperatur
von 42°C fur 1 Stunde reagieren gelassen. Nach der Reaktion wurde das Gesamte auf eine Temperatur
von 65°C fur 15 Minuten erhitzt, um die Enzyme zu inaktivieren, und flir die Polymeraskettenreaktion
verwendet. ’

Eine erste Polymerasekettenreaktion wurde wie folgt durchgeflhrt. 0,5ul Amplitag DNA Polymerase
(Perkin Elmer Cetus, USA) wurde mit 10ul 10X Taq Polymerasepuffer (10mM Tris-HC|, pH 8,3, 500mM KCl,
155mM MgCl,, 0,1% (w/v) Gelatine), 10ul einer Mischung von 1.25mM dNTPs, 2ug Primer A §'-
CATAGTGGTCTGCGGAACCG-3', 2ug Primer B S'TTGAGGTTT-AGGATTCGTGC-3'und 751l destilliertem
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Wasser vermischt. 50ul Mineraldl wurden zugegeben, um das Verdampfen der L&sung zu verhindern. Die
erste PCR wurde ausgefiihrt, indem 40x der folgende thermische Zykius durchlaufen wurde: 95°C fiir 2
Minuten, 55+ C fir 2 Minuten und 72 C fiir 3 Minuten.

Eine zweite PCR wurde unter den gleichen Bedingungen wie die erste PCR durch 20-fache Widerho-
lung durchgefihrt, nachdem 1ul des Produktes der ersten PCR mit 1u1 des Primers C 5'-TA-
CACCGGAATTGCCAGGAC-3' und 1ul des Primers D 5-TCATGGTGCACGGTCTACGAG-3' vermischt
worden waren.

Etwa 5ul des Produktes aus der zweiten PCR wurden einer 7% Polyacrylamidgel-Elektrophorese
unterworfen, um die Gegenwart von Hepatitis C Viren zu bestimmen, wobei die positive Probe ein DNA
Band von 182bp zeigte.

Beispiel 9: Herstellung eines spezifischen AntikSrpers gegen Hepatitis C Antigen des KHCV Proteins

9-A: Immunisierung

Das KHCV 897 Protein, in SalzlSsung geldst, wurde mit einer dquivalenten Menge Freund's complete
adjuvant vermischt. 0,2ml einer Mischung mit 50L.g des Proteins wurden einer etwa 10 Wochen alten Balb/c
Maus intraperitoneal injiziert. 30ug des Proteins vermischt mit Freund's incomplete adjuvant wurden in
Intervallen von 2 bis 3 Wochen injiziert. 2 Wochen nach der zweiten Injektion wurde eine kleine Menge des
Blutes vom Schwanz der Maus abgenommen und einer Enzym Immunoassay unterworfen, un den
AntikGrper-Titer zu bestimmen. 50 bis 100ug des Proteins in 0,5mi Salzldsung wurden weiters injiziert,
wenn der Titer 10.000 erreichte. Der Antikdrper-Titer wurd arbeitsméBig als jene Verdlnnung des Serums
definiert, die einen 0,2 absorbance units background im ELISA Verfahren ergab. Nach 3 bis 4 Tagen
wurden Milzzellen der Maus flir die Herstellung einer Zelle verwendet, die einen monokolnalen AntikSrper
produziert.

9-B: Zellfusion

Immunisierte Milzzellen wurden mit P3 x 63 Ag8.653 (ATCC CRL 1580) fusioniert, die eine Myelomzelie
der Maus ist. 5 x 107 Milzzellen der immuniserten Maus wurden mit 2 x 107 P3 x 63-Ag8.653 gemischt und
bei 300 x g fur 10 Minuten zentrifugiert. Der Zellniederschlag wurde mit IMDM Medium (Gibco, USA)
gewaschen und zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen und 1ml 50% PEG (Kodak, Molekularge-
wicht 1450 Dalton) L8sung wurde tropfenweise wéihrend 1 Minute dem Zellenniederschlag unter Riihren
zugegeben. Weiters wurde bei 200 x 9 fUr 2 Minuten zentrifugiert. 5mi des IMDM Mediums wurden
langsam {ber 3 Minuten zugegeben, gefolgt von der Zugabe von 5m! IMDM Medium, welches 10% f&tales
Rinderserum enthielt, iber einen Zeitraum von 5 Minuten unter Riihren.

IMDM Medium mit einem Gehalt von 10% fétalem Rinderserum wurde weiter zugegeben, bis zu einem
Gesamtvolumen von 50mi und fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen. Ein IMDM-
HAT Medium, hergestellt durch Zugabe von 10% fStalem Rinderserum, 100uM Hypoxanthin, 0,4uM
Aminopterin und 16uM Thymidin zu dem IMDM Medium, wurde hinzugefiigt, um die Zellkonzentration auf 5
x 10° Zellen P3 x 63 Ag8.653 pro ml zu verdiinnen. Das Produkt wurde auf eine Platte (95 Offnungen) fiir
Gewebskulturen in einer Menge von 0,1mi/Offnung gegeben. Den Offnungen wurden jeweils 0,1ml IMDM-
HAT Medium mit 1 x 10° Zellen/ml intraperitoneale Makrophagen zugefiihrt und einen Tag vor der Fusion
kultiviert. Die myelomische Zelle und die nicht fusionierte Milzzelle k6nnen in dem HAT Medium nicht
wachsen.

Demzufolge konnte von den in dem Medium gewachsenen Zellen angenommen werden, daB es sich
um fusionierte Zellen handelt. Mit dem Uberstand, von dem eine Probe gezogen worden war, wenn das
Hybridoma auf einen Wert von 10 bis 50% gewachsen war, wurde ein Test auf Antikdrperaktivitdt
durchgeflhrt.

9-C: Untersuchung des Titers monoklonaler Antikdrper

Eine Titration monoklonaler Antikrper, hergestellt in Stufe 9-B, wurde gemi8 dem folgenden Enzymim-
munotest (enzyme immunoassay) durchgeflihrt.
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Stufe 1

KHCV 897 Protein wurde in 50mM Natriumboratpuffer (pH 9,0) geldst, bis eine Konzentration von
2ug/ml voriag. 100wl der Losung wurden zu jeder Offnung einer Immulon Typ | plate (Dynatech)
zugegeben und es wurde bei einer Temperatur von 37 * C fiir 2 Stunden inkubiert.

Stufe 2

Die Offnungen wurden 1x mit PBS (pH 7.4) gewaschen, welche 0,05% Tween-20 (v/v) enthielt (im
folgenden als Waschldsung bezeichnet). 200wl PBS mit einem Gehalt an 0,1% Gelatine (W/V) wurde
zugegeben, um die Adsorbtionsstellen des Proteins zu blockieren, welche in der Offnung bei einer
Temperatur von 37 *C fiir 1 Stunde verblieben.

Stufe 3

Die Offnungen der Stufe 2 wurden 2x mit der Waschisung gewachsen. 50ul PBS mit einem Gehalt an
0,25% Gelatine (wiv), 1,0mM EDTA, 1% Triton X-100 (v/v) und 0,02% Thimerosal wurden zugegeben. S0ul
des Uberstandes, in dem fusionierte Zellen gewachsen waren, wurden zu jeder Offnung zugegeben und bei
einer Temperatur von 37 ° C fiir 1 Stunde inkubiert.

Stufe 4

Die in Stufe 3 behandelten Offnungen wurden 5x mit der Waschldsung gewaschen. Anti-Maus IgG-HRP
(Boehringer Manheim, Cat. No. 605-250), markiert mit Horseradish-Peroxide (HRP) wurde mit PBS ver-
diinnt, due 10% (v/v) fStales Rinderserum, 1% (v/v) Ficoll, 0,2% (v/v) Thimerosal und 0,05% (v/v) Tween-20
in einem Verhiltnis von 1:5000 enthielt. Die verdiinnte L&sung wurde zu den Offnungen in einer Menge von
100ul/Offnungen zugegeben und bei einer Temperatur von 37°C fir 1 Stunde inkubiert. Nach der
Reacktion wurde die Platte 5x mit der Waschldsung gewaschen.

Stufe 5

100! eines 50mM Citrat/Phosphatpuffers (pH 5,5) mit 10mg/5mi O.P.D. (Sigma Chemical Co.) wurden
jeder Offnung zugegeben und bei Raumtemperatur in Dunkeln flir 30 Minuten reagieren gelassen. Um die
Reaktion zu unterbrechen wurden 50wl 2N schwefelige Sdure zugegeben. Die Absorbtion wurde bei einer
Wellenlinge von 492nm bestimmt. Das Hybridoma, welches die gewlnschte Antikdrperativitat aufwies,
wurde in eine Platte mit 6 oder 24 Offnungen transferiert und dort wachsen gelassen, wobei nitigenfalls die
peritonealen Makrophagen der Maus als Nahrschicht Verwendung finden k&nnen, um den flr das Wachs-
tum der fusionierten Zellen notwendigen Wachstumsfaktor vorzusehen.

9-D: Herstellung der Antik&rper

Es wurden 4 Zelllinien, ndmlich Lucky 1.1, 1.2, 1.3 und 1.4 erhallen, die die gewdnschten monoklonalen
Antik&rper produzierten.

Die erfindungsgem#Ben Antik&rper waren entweder erhiltlich vom Uberstand, in welchem die Klone
mittels herk&mmlicher Methode kultiviert worden waren, oder von der Aszitenflissigkeit, die die Klone
enthielt, die im Peritoneum einer Balb/C Maus gewachsen waren.

2.5 x 10° fusionierte Zellen wurden intraperitoneal in eine Balb/c Maus injiziert, die 7 bis 14 Tage zuvor
mit 0,5ml Pristane (Sigma) vorbehandelt worden war. Nach 1 bis 2 Wochen wurde eine SeroperitoneumfiUs-
sigkeit erhalten. Daraus wurden Antik&per nach einer konventioneilen Methode isoliert.

9-E: Bestimmung der Merkmale des moncklonalen AntikSrpers

Die Merkmale der Antikdrper, die von jedem in Beispiel 9-D erhaitenen Klon hergestellt worden waren,
wurden wie folgt bestimmt.
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Stufe 1: AntikGrper Subklasse

Die Subklasse der Maus-Antik&rper wurde bestimmt, indem ein Hybridoma sub-Isotyping Kit (Calbio-
chem, USA) verwendet wurde. Die Resultate sind in Tabelle 3 dargestellt.

Stufe 2: Enzymimmunoassay

200ul KHGV 897 Protein, aufgeldst in 50mM Natriumboratpuffer in einer Konzentration von 2ug/mi
wurden jeder Offnung einer Mikrotiterplatte (Dynatech Immunolon Typ 1) zugegeben und bei einer
Temperatur von 37*C filir 2 Stunden inkubiert. Die Platte wurde mit PBS gewaschen, die 0,05% Tween-20
(v/v) enthielt. Die von jedem Klon erhaltenen Antik&rper wurden mittels herk8mmlicher Methode gereinigt,
auf eine Konzentration von 1mg/ml eingestellt und seriell in 2 Schritten mit PBS verdiinnt, welches 0,25%
Gelatine (v/v), 1,0% Triton X-100, 0,02% Thimerosal und 1mM EDTA entiheilt. 210ui PBS mit einem Gehalt
an 0,1% Gelatine wurden jeder Offnung zugegeben und bei einer Temperatur von 37°C fiir 1 Stunde
inkubiert. Die Platte wurde mit der Waschi&sung gewaschen.

200wl der anti-Maus IgG (Boehringer Manheim, Cat. No. 605-250), markiert mit Horseradish-Peroxidase,
gelSst in PBS mit 10% FBS (viv), 1% Ficoll (vv) und 0,05% (v/v} Tween-20, wurden zu jeder Offnung
zugegeben und bei einer Temperatur von 37 C fiir 1 Stunde inkubiert. Die Entwicklungsreaktion wurde auf
die gleiche Weise ausgefihrt, wie in Beispiel 9-C. Die EIA Wirksamkeit jedes Antikdrpers wurde als
reziproke Zahl des Verdlnnungsfaktors bestimmt, wenn der O.D. Wert bei 495nm gréBer als 1,0 war. Die
Resultate sind in Tabelle 3 angegeben.

Stufe 3: Bestimmung des Molekulargewichtes

Jede Klon wurde in einer Platte oder dem Peritoneum einer Maus kultiviert. Der Uberstand oder die
aszite Flissigkeit, die davon erhalten worden waren, wurden einer Protein-G-Sepharosesaulenaffinititschro-
matographie (Pharmacia) unterworfen, um IgG zu isolieren, weiches dann einer SDS-PAGE unterworfen
wurde, um das Molekulargewicht der schweren und der Ieichten Kette im zuvor erhaltenen M3use-
AntikSrper zu bestimmen. Die Resultate sind in Tabelle 3 dargestellt.

Stufe 4: Bestimmung des Epitops

Die Varianten, in denen ein Abschnitt der KHCV 897 cDNA verschieden ausgeschnitten wurde, wurden
so ausgebildet, daB die folgenden Proteine kodiert waren. Die Reaktivitit des Proteins zu jedem monoklona-
len Antik&rper wurde untersucht. .

(1) KHCV 897 Protein: Ein Protein, weiches aus den Aminos3uren 1192 bis 1457 der Aminos3urese-
quenz bestand, die in KHCV-LBC1 kodiert ist.

(2) KHCV 290 Protein: Ein Protein, welches aus den Aminos3uren 1192 bis 1289 der Aminosiurese-
quenz bestand, die in KHCV-LBC1 kodiert ist.

(3) KHCV 430 Protein: Ein Protein, welches aus den Aminosduren 1192 bis 1335 der Aminosiurese-
quenz bestand, die in KHCV-LBC1 kodiert ist.

(4) KHCV 570 Protein: Ein Protein, welches aus den Aminosiuren 1192 bis 1382 der Aminosiurese-
quenz bestand, die in KHCV-LBC1 kodiert ist.

(5) KHCV 652 Protein: Ein Protein, welches aus den Aminosiuren 1192 bis 1407 der Aminosiurese-
quenz bestand, die in KHCV-LBC1 kodiert ist.

(6) KHCV 150 Protein: Ein Protein, welches aus den Aminosduren 1408 bis 1457 der Aminosiurese-
quenz bestand, die in KHCV-LBC1 kodiert ist.

(7) KHCV 257 Protein: Ein Protein, welches aus den Aminosduren 1371 bis 1457 der Aminosiurese-
quenz bestand, die in KHCV-LBC1 kodiert ist.

(8) KHCV 518 Protein: Ein Protein, welches aus den Aminosiuren 1285 bis 1457 der Aminosiurese-
quenz bestand, die in KHCV-LBC1 kodiert ist.

FUr die SDS-PAGE wurde eine Probe hergestellt, indem ein Puffer (Laemmli, U.K., Nature 277, 680
(1870)) zu E. coli Zellen zugegeben wurde, due jedes KHCV cDNA Fragment exprimierten. Die Probe
wurde bei einer Temperatur von 100°C 5 Minuten gekocht. Die Reaktivitdt der hergesteliten Probe
gegenliber dem AntikGrper wurde mittels der Immunoblotting-Methode untersucht (Towbin, H., J. Immunol.
Methods 72, 313-340 (1984)). Die Resultate sind in den Tabellen 3 und 4 angegeben.

Aus dem Ergebnis ersieht man, da8 die von Lucky 1.1 erhaltenen AntikSrper eine Erkennungsstelle flir
die Aminos&uren 1192 bis 1289 der Aminosduresequenz der Hepatitis C besitzen. Lucky 1.2, 1.3 und 1.4
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besitzen eine Erkennungsstelle fir die Aminosduren 1371 bis 1407. Zwei monokionale Antik&rper, deren
Epitope voneinander verschieden sind, kénnen dazu verwendet werden, einen Kit herzustellen, woduch die
Antigene einer Serumprobe bestimmt werden k&nnen, indem ein Sandwich Enzym Immunoassay oder
zhnliches verwendet wird.

Tabelle 3

Merkmale der erfindungsgemiBen monoklonalen AntikSrper

Monoklonaler | Antikdrper Subklasse | Molekular-Gewicht [ EIA Wirksamkeit Bindungsstelle
AntikSrper Aminosiuresequenz
Lucky 1.1 igG1 162.000 x 51.200 1192-1289
Lucky 1.2 IgG1 159.700 x 102.400 1371-1407
Lucky 1.3 1gG1 180.800 x 51.200 1371-1407
Lucky 1.4 lgG1 177.700 x 400 1371-1407

Tabelle 4

Immunoreaktivitit ausgeschnittener (excised) Mutanten mit AntikGrpern

Antigen Antik&rper

Lucky 1.1 Lucky 1.2 Lucky 1.3 Lucky 1.4
KHCV 897 + + + +
KHCV 290 + - - -
KHCV 430 + - - -
KHCV 570 + - - -
KHCV 652 + - - -
KHCV 150 - - - -
KHCV 257 - + + +
KHCV 518 - + + +
Negative
Kontrolle - - - -
Erkennungsstelle der Aminosduresequenz 1192-1289 | 1371-1407 | 1371-1407 | 1371-1407

Die Zellinien Lucky 1.1 und Lucky 1.2 wurden am 18. Dezember 1991 nach den Bestimmungen des
Budapester Vertrages bei der American Type Culture Collection (ATCC) hinterlegt und erhielten die
Zugriffisnummer 10949 und 10950. '

Beispiel 10: Diagnosemittel mit einem AntikGrper gegen KHCV Antigen

Stufe 1: Markieren des monoklonalen Antik&rpers von Lucky 1.1 mit Horseradish-Peroxidase (Meerrettich-
Peroxidase)

In eine ersten Stufe wurde die genannte Lucky 1.1 Zelllinie mit Horseradisch-Peroxidase markiert,
indem die bekannte Periodate Method (Nakane et al., J. Histochemcytochem., 22, 1084 (1974)) wie folgt
angewendet wurde. 0,3mi 0,1M Natriumperiodat in einem 10mM Natriumphosphatpuffer (pH 7,0) wurde zu
1,2ml destillierten Wasser zugegeben, in dem 5mg der Peroxidase geldst war. Die Mischung wurde bei
Raumtemperatur fir 20 Minuten reagieren gelassen. Das Produkt wurde gegen 1mM Natriumcetatpuffer flr
16 Stunden dialysiert. 1,5ml der Peroxidaseldsung wurden mit 1ml des zu markierenden AntikSrpers
gemischt, der vorher durch AufiSsen in 20mM Natriumkarbonat (pH 9.5) in einer Konzentration von 10mg/ml
hergestellt worden war. Die Mischung wurde bei Raumtemperatur fir 2 Stunden reagieren gelassen. Die
Uberschiissige Schiff'sche Base wurde durch Addition von 100wl eines 4mg/ml Natriummonohydrids in
destillierten Wasser reduziert und damit entfernt. Das Produkt wurde gegen PBS (pH 7,4) Uber Nacht der
Dialyse unterworfen und dann Uber eine Sephacryl S 300 Chromatographiersdule geschickt, um monoklona-
le Antikdrper zu entfernen, die nicht markiert waren.
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Stufe 2: Adsorbtion des monoklonalen Antik&rpers von Lucky 1.2 an der Mikrotiterplatte

200ul der 5ug/mi Lucky 1.2, verdiinnt mit PBS, wurden in jede Offnung (well) gegeben, um dessen
Adsorbtion an der Wand der Offnung bei 37 * C fir 2 Stunden zu erlauben.

Stufe 3: Blockieren der nicht-spezifischen Bindung

Der in Stufe 2 vorbereitete Mikrotiter wurde einmal mit PBS gewaschen, das 0,05% Tween-20 und
0,02% Thimerosal enthielt (nachfolgend als Waschl&sung bezeichnet). 200u! der PBS mit 0,1% Gelatine
wurden jeder Offnung zugefiihrt, um die Proteinadsorbtionsstelle Uber eine Stunde abzudecken. Die Platte
wurde 2x mit der Waschldsung gewaschen.

Stufe 4: Diagnose der Gegenwart des Antigens

200ul des KHCV 897 Antigens, das aufeinanderfolgend in zwei Schritten von 200ng/ml mit PBS
verdinnt worden war, weiches 0,25% (w/v) Gelatine, 1,0% (v/v) Triton X-100, imM EDTA und 0,02%
Thimerosal enthielt, wurden zu jeder Offnung zugegeben. Zum Vergieich wurde KHCV Protein einer
normalen Blutprobe mit einer Konzentration von 400ng/ml zugesetzt. Die das KHCV Antigen enthaltende
normale Blutprobe wurde aufeinanderfolgend in zwei Stufen verdiinnt. 100u! des verdinnten Blutes wurden
mit 100wl des genannten Puffers vermischt und zu jeder Offnung zugegeben. Dies solite zeigen, daB die
Gegenwart eines Antigens von Hepatitis C in Blut mittels des Sandwich Enzym Immunoassay festgestellt
werden kann, indem die erhaltenen Antik&rper verwendet werden. Das normale Blut, dem das KHCV 897
Antigen nicht beigemengt worden war, wurde zur negativen Kontrolle verwendet. Die Platte wurde bei einer
Temperatur von 37 * C flir 1 Stunde inkubiert und mit der Waschidsung 5x gewaschen.

Stufe 5: Untersuchung des Antigens mittels des mit Peroxidase markierten Lucky 1.1

200ut Lucky 1.1, das auf eine Konzentration von 5ug/ml mit PBS, enthaltend 10%(v/v) fGtales
Rinderserum, 1% Ficoll, 0,05% Tween 20 und 0,02% Thimerosal, verdiinnt worden war, wurde zu jeder
Offnung zugegeben, und es wurde bei einer Temperatur von 37 * C flir eine Stunde inkubiert.

Stufe 6: Farbentwickiungsreaktion

Die in Stufe 5 behandelte Platte wurde 5mal mit der Waschldsung gewaschen. 200u! des O.P.D.-
Entwicklungsreagens, welches durch Zugabe von O-Phenylendiamin(Sigma) zu 50mM Citrat/Phosphatpuffer
{(pH 5,5) auf eine Konzentration von 2mg/ml hergestellt worden war, wurde zu jeder Offnung zugegeben und
be Raumtemperatur in Dunkelheit fiir 30 Minuten stehen gelassen, um eine Farbreaktion zu entwickein.
50ul der 4N schwefeligen Sdure wurden hinzugefiigt, um die Reaktion zu stoppen. Deren Absorption wurde
bei einer Wellenldnge von 492 nm bestimmt. Die Ergebnisse sind in Fig. 43 daagestellt.

Beispiel 11: Untersuchung des Antigens im Serum eines Hepatitis-C-Patienten mittels Sandwich-Enzym-
Immunoassay (Immunotest)

100w eines zu analysierenden Serums, welches mit 100wl des in Stufe 4 des Beispiels 10 verwendeten
Puffers vermischt worden war, wurden zu jeder fonung des Mikrotiters gegeben, der auf die gleiche Weise
vorbereitet worden war, wie in Beispiel 10 beschrieben, und an dem der monoklonaie Antikdrper bereits
adsorbiert worden war. Das Antigen in dem Serum wurde auf die gleiche Weise untersucht, wie in Beispiel
10. Die Resultate sind in Tabelle 5 angefiihrt.

220 von 231 Proben (220/231) zeigten den Absorptionswert (0.D.) bei 492nm von weniger als 0,15. Die
anderen 11 Proben zeigten Werte zwischen 0,15 und 0,8, die ebenfalls als positiv beurteilt wurden. In
Ubereinstimmung mit der Halbert'schen Methode (Halbert, S.P. et al., Clin, Chim. Acta 127, 69(1983)) wurde
eine Absorption von 0,15 als Cutoff-Wert angenommen.

Fiir 15 Proben wurde due gegen KHCV gerichteten Antik&rper einschlieBlich der 11 positiven Proben
untersucht, wie bei dem gleichen Verfahren in Beispiel 7. Die Resultate sind in Tabelle 6 dargestellt. Diese
Resultate legen nahe, daB der Sandwich ELISA for die Entdeckung von KHCV 897-Antigenen wertvoll ist
und zur frlhen Entdeckung einer KHCV-Infektion herangezogen werden kann. Gemeinsam mit EIA fiir das
Aufsplren der AntikGrper sollte ELISA fiir die Antigenuntersuchung fiir die Pflege und den Schutz von HCV-

~ Patienten verwendet werden.
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Tabel : i ben, bestimmt mi ich-
Irmumoassay
Absorption Probennummer | Prozentsatz!’
>= 0.3 1 0.43
0.3 - 0.5 3 1.30
0.2 - 0.3 4 1.73
0.15 - 0.2 3 1.30
< 0.13 220 95.24
Total 231 100.00
= untersuchten
Bemerlory: Prozentsatz (%) = A2nzahl der Proben

Anzahl der gesamten Proben

Tabelle 6
Test auf Hepatitis-C-Antikérper und Antigen
Probe Antikdrper Hepatitis C Antigen Hepatitis C
1 - +
2 - +
3 - -
4 - +
5 - +
6 - +
7 - .
8 + -
9 - +
10 - +
1 - +
12 - +
13 - +
14 + +
15 - -

Bemerkung: "’ Als Cutoff-Wert wurde ein Absorptionswert von 0,15 fir die

Antigendiagnose und 0,33 flir die Antik&rperdiagnose festgesetzt.
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Demzufolge sind die erfindungsgemaBen KHCV-Proteine, insbesondere bei Verwendung des gemisch-
ten Antigens mit drei Proteinen, reaktiver gegeniliber den AntikSrpern gegen KHCV, als der kommerziell

HCV-Diagnosekit, wie dies in Tabelle 1 gezeigt ist. Der erfindungsgemiBe Diagnosekit erzeugt genauere

Testresultate als der kommerziell erhdltliche Kit. Weiters ist er besser brauchbar und dkonomischer als der

Referenzuntersuchungskit, wie in Tabelle 2 gezeigt ist.

Wahrend die Erfindung in Verbindung mit gewissen speziellen Ausfiihrungsbeispielen beschieben

worden ist, muB bemerkt werden, daB der Fachmann verschiedene Modifikationen und Ab&nderungen

innerhalb der gegebstédndlichen Erfindung vornehmen kann, ohne den Schutzbereich der Anspriiche zu
verlassen.

Patentanspriiche

1. KHCV ¢DNA, dadurch gekennzeichnet, daB sie die folgende Nucleotidsequenz aufweist:

, 10 20 30 40 50 60
6 GCCAGCCCCCGATTGEEGGCGACACTCCACCATAGATCACTCCCCTGTGAGGAACTACT
CCGGTCGGGGECTARCCCCCECTGTGAGETCETATC TAGTGAGGGGACACTCCTTGATEA

70 80 90 100 110 120
GICTTCACGCAGAAAGCGTCTAGCCATGGCGTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGRA
CAGAAGTGCETCTITCECAGATCGETACCGCAATCATACTCACAGCACGTCGRAGRTCOT

130 140 150 160 170 180
CCCCCCCTCCOGEEAGAGCCATAGTGETCTGCGRAACCGETGAGTACACCGAATTGCCA
GEEGEGEAGEECCCTCTCGETATCACCAGACGCC TTGGCCACTCATGTGECCTTAACCET

190 200 . 2i0 220 230 240
GGACGACCGEGTCCITTCTTGEATCAACCCECTCAATGCCTGRAGATTTGGGCGTGLCCe
CCTGCTGECCCAGGAARACARCCTAGTTCEELGAGTTACCEACCTCTAAACCCELACGRES

250 260 270 280 290 300
CElCACACTGCTAGCLRAGTAGTETICEETCCLCARAGECCTTGTGETACTGCCTGATAG
GCGCTCTCACCATCGECTCATCACZACCCAGCGLTTTCCCGAACACCATGACGEACTATC

310 320 330 340 350 360
GTGCTTGCGACTECCCCGEEAGETCTCETAGACCGTGCACCATGAGCACGAATCCTARR
CCACGARCGCTCACEEEECCITCCAGAGCATC TGGCACGTGETACTCGTGC TTAGEATTT

¥ S T XN P X

370 380 390 400 410 420
CCTCARAGARARRACCANRCGTAACACCAACCELCCCCCACAGGATATTAAGTTCCCEERS
CRAGT T C M T T IGE T T TGCAT TETCETTGECGEL GGG TETCCTATAATTCAAGEGCCCG
P Q R X T X R ¥ 27 ¥ R R 2 Q D I X 7 P G

¢30 440 430 460 470 480
GETGETCAGATCETTGETGEACTTTACTTGTTGCCCLCLAGEEELCLCCAGRTTGEETGTG
CCACCAGTCTAGCAACCACCTCAAATGANACARCGECCLGTCCCCEEGEGTCCAACCCACAC

¢ 6 Q I vV 6 ¢V ¥ L L P2 2 R G ?P R L GV

4S50 5C0 5i¢ 520 530 540
CGCGCCACTAGCAAGACTTCCGAGCCETCECAACCTCOTGGAAGECGACAGCCTATCCCC
GCGCGCTCATCCTTCTCAAGECTCECCAGCETTGGAGCACCTTCCGLTGTCGGATAGEGG

R A T R X 7T 8§ T R § Q 2R G R 2 Q 2?2 I P

550 560 37¢ 580 560 €00
AAGGCTCGCCGGEICCGAGGGLAGEELLTGTECECTCAGCCCGEIRTACCCTTGELCCOTCTAT
TTCCGAGCGGCCEEECTCCCETCCCGEACCCGAGTCGEGCCCATGGEALACCGGGGAGATA

X A R R P 2 G R AW A Q P G Y P W 2 L Y
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610 620 630 640 650 660

GGCAATGAGGGCTTGEGGTGGGCAGGATCEC TCCTGTCACCCCGCGGCTCCCGRTCTAGT

CCGTTACTCCCGAACCCCACCCGTCCTACCGAGRACAGTGGGECGCCEAGGGCCGEATCA
G N £E G L GWJATGT ®WZLTIL S PR G S R P §

670 680 690 700 710 720
TGGGECCCCACGEACCCCCGGCGTAAGTCGCGTAATTTGGGTAAGGTCATCGACACCCTE
ACCCCCEEETECCTGREEECCELATTCAGCGCATTAAACCCATTCCAGTAGCTGTGGEEA

W ¢ » T D? RR KRS RNUILZGT XUV IDT™TTLIL

730 740 750 760 770 780
ACATGCGEGCTTCGCCGACCTCATGGGETACATTCCGCTCGTCGGCGCCCCCOTAGERRRE
TGTACGCCCAAGCGGCTGGAGTACCCCATGTAAGGL GAGCAGCCGCGEEEGIATCCCCCE

T ¢ ¢ F ADL X G Y I P L V GAZPTULG G

780 800 810 820 830 840
GTTGCCAGGGCCCTCECACATGETETCCGEETCGCTCEAGCACGGCGTGAACTATGCAACA
CAACGGETCCCGGRACCGTGTACCACAGECCCACGACCTCCTGCCGCACTTGATACGTTGY

VvV 22 R A L A E G VYV R vV L 2D G VY XN ¥ A 7%

850 860 870 880 890 900
GEEAATCTGLCCEETICCTCTTITCTCTATCTTCCTCTTGECTCTCLTGTCTTGTTTGACT
CCCTTAGACGGECCARCCGACAAAGAGATAGAAGCAGAACCGAGACCACAGAACAAACTGE

G ¥ L 2 ¢& ¢ s 7 § I ¥ L L AL L s c L -7

21¢ 820 230 $40 850 560

 ACCCCAGTTTCCGITTATGAAGTGCGTAACGCGTCCGEGATGTACCATCETCACGAACGAC

TGEEGTCAREGECEAATACTTCACGCATTGCGCAGGCCCTACATGGTACAGTGCTTECTG
T » VvV S A Y £E V R N A S G M Y B V T N D

570 ¢80 990 i000 1010 1020
TGCTCCAACTCAAGCATTGTGTATGAGECAGCGGACATGATCATGCACACTCCCGGETGC
ACGAGGTTGAGTTCGTAACACATACTCCGTCGCCTGTACTAGTACGTGTGAGGECCCACG

c § ¥ § § T v ¥ £ A A D X I ¥ B T 2?2 G C
1030 1040 1050 1060 1070 1080
GTGCCCTGCETTCCEGAGGACRACTCCTCCCGTTGETGGETGECACTTACTCCCACGLTC
CACGGGACGCAAGLCCTCCTGTTGAGGAGEGCAACGACCCACCGTCGAATGAGGGTGLGAG
vV 2 ¢ vV R £ b ¥ 8§ §$ R C W VvV aAa L T 2?2 T L
1090 1100 11:i0 -1120 . 1130 1140
GCGGCCAGGAATGCCAGCGTCCCCACTACGACATTGCGACGCCATGTCGACTTGCTCGTT
CGCCGGTCCTTACGRTCGCAGGGETGATGCTGTAACGCTGCGGTACAGCTGAACGAGCAA
A2 R N A SV ?2 T T?TT L R R EB8 VDL L V

115C 1160 1170 1180 1190 1200
GGGGTAGCTGCTTTCTGTTCCGCTATGTACGTCEGECGACCTCTCCGCATCTGTTTTCCIT
CCCCATCCACGAAAGACAAGGCGATACATGCACCCCLTGGAGACGCCTAGACAAAAGGAA

¢G vV A 2 ¢ €C s A ¥ Y VvV G DL C G s v ¢ L

- -
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1210 1220 1230 1240 1250 1260
GTTTCCCAGCTGTTCACCT T TTCGLCTCGCCGGCATGAGACGGTACAGSEACTGCAACTGS
CAAAGGGTCRACAAGTGGAANAGCGGAGCGGCCGTACTCTGCCATGTCCTGACGTTGACS

v s @ L ¥ T ¥ § 2 R R E T T VvV Q D C V¥ C

1270 1280 1290 1300 1310 1320
TCAATCTATCCCGELCECGTATCAGGTCACCGLATGGLCTGGGATATGATGATGAACTGS
AGT T AGATAGGEGCCEECECATAGTCCAGTGECGTACCGEACCCTATACTACTACTTGACC

S I ¥ P 6 R V § G B R M A WD M MM M N W

1330 1340 135 1360 1370 1380
TCGCCTACAACAGCCCTAGTGGTATCGLAGC TACTCCGGATCCCACAAGCTGTCGTGGAC
A GCGRATCT TG TCGGRATCACCATAGCGTCGATCAGECCTAGGSTGTTCGACAGCACCTG

s 2 T T AL VYV S QL T R I P Q A VvV V D

1350 1400 1410 1420 1430 1440
ATGETCACAGEETCCCACTGEEEAATCCTCECGEGCCTTGCCTACTATTCCATGETGGGG
TACCACTGTCCCAGEETGACCCCTTAGEACCGCCCGGAACGGATGATAAGSTACCACCCC

¥M vV T G S BE W GG I L A G L A Y Y §$ ¥ VvV G

1450 1460 1470 1480 1450 1500
AACTGEECTAAGETCTTARTTGCGATGCTACTCTTTGCCEGCGTTGACGGAACCACCCAC
TTGACCCGATTCCAGAATTAACGC TACGATGAGAAACGECCGCAACTGLCTTGGTGRETG

N w A X VL. I A X L1 L §F 26 V D G T T E

1510 1520 i330 1540 1550 1560
CTCACACCCGEEEECECARCETCGEECCECTAGCTCGLTAACGTCCCTCTTTAGCCCTGREG
CACTGTCCCCCCCELGTTCCAGCCCEECEATCGAGCGATTGCAGECAGAAATCGEGACCT

v T 66 GG 2 Q GR A A S § L T S L F S P G

1570 . 1580 15¢0 1€00 1610 1620
CCGETTCAGCACCTCCAGCTCATAAACACCAACGGCAGC TGGCATATCRAACAGSEACCGCE
CCCCAACTCGTGEAGGTCGAGTATT TCIGCTTCCCETCGACCGTATAGTTGTCCTGELGS

P VvV Q E L QL I NT DN G S W ETINURTR-A

1630 1¢40 1650 1660 1670 1680
CTGAGCTGCAATGACTCCCTCARCACTGGGTTTGTTGCCGCGCTGTTCTACAARTACAGS
GACTCGACGTTACTGEAGGRAGTTGTGACCCAAACAACGECGLGACAAGATGTTTATGTCS

L1 § ¢ ¥N D 8§ L N T G P V A A L F Y X Y R

1650 1700 1710 720 - 1730 1740
TTCAACGCGTCCCEEETCECCCGRAGTGLTTGGCCACGTGCCGLCCCATTGATACATTCGECG
AACTTGCGCAGECCCACGEGLCTCGCEAACCEGTGCACGECGGGGETAACTATGTARGCEL

r ¥N A § ¢ C ? 2 R L A 7T C R P I D™ TF A

1750 1760 . 1770 1780 1750 1800
CAGEEGTGGEEETCCCATCACTTACACTGAGCCTCATGATTTGGATCAGAGGCCCTATTGEE
GTCCCCRCCCCAGEETACTGRATGTGACTCGGAGTACTAAACCTAGTCTCCGGEATAACG

Q ¢ W G ? I 7 ¥ T X P E D L D Q R P Y C
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1810 1820 1830 1840 1850 1860
TGGCACTACGLGLCTCAACCGTGTGETATTCTGCCCACGTTGCAGGTGTGTGGCCCAGTA
ACCGTGATGCGCGRAGTTGGCACACCATAACACGEETGCAACGTCCACACACCGEGTCAT

W BE Y A P Q » ¢C G I V?» T L QV C G ? V

1870 1880 1890 1500 1910 1820
TACTGCTTCACCCCGAGTCCTGTTGCGETEEEEACTACCCGATCGTTTCGGTGCCCCTACA
ATGACGAAGTGGGGCTCAGGACAACGCCACCCCTGATEGGCTAGCAAAGCCACGGGEATGT

Yy ¢ @ T P S ?» V. AV GG T TDIURUZY® A 2?2 T

1930 1520 1850 1560 1970 1980
TACAGATGGGGGGCAAATGAGACGGACCTGCTGCTCCTTAACAACGTCGGGCCGLCECAR
ATGTCTACCCCCCGTTTACTCTGCCTGCACGACGAGEGAATTGTTGCGECCCEECERELGTT

Y R ¥ G AN 2 7DV L L L NNAGU?? Q

1990 2000 2010 2020 2030 2040
GECAACTGETTCCELTGTACATGGATGAATGECACTGEETTCACCAAGACATGTGEGEEC
CCGTTGACCAAGCCGACATGTACCTACTTACCETGACCCAAGTGETTCTGTACACCCCCG

G N W §F 6 C T W X N G T GG T TZX T C G G

2050 2060 2070 2080 2050 2100
CCCCCETGTAACATCCEGGEGETCGGCAACAATACCTTGACCTGLCCCCACGEACTGCTTC
GGEGGGCACATTGTAGCCCCCCCAGCCGTTGTTATGEAACTGE . CEEEETECCTEACGAAG

 » ¢ N I GGV GXNNT DL T CP?P TDCTZT

2110 2120 2130 2:40 2150 2160
CGARAGCACCCCGGEGGCCACTTACACCRAATGCGEITCGGEGCCTTGETTAACACCCAGE
GCTTTCETCEEEGCCCLGETGRATETGETTTACGCCARGCCCCCGRRACCAATTETGGGTCC

R X 8 ? G A TY? X C G S G P WL T 2?2 R

2170 2180 2150 2200 2210 2220
TGCTTAGTCGACTACCCGTACAGGCTCTGECATTACCCCTGCACTGTCAACTTTACCATC
ACGAATCAGCTGATGGGCATGTCCGAGACCCTAATGCGGACGTGACAGTTGAZATGGTAG

¢ L v D Y ?®» Y RL w E ¥ 2?2 ¢ TV N F T I

2230 2240 2250 2260 2270 2280
T T AAGGTTAGGATGTACGTGGEGGECGLGGAGCACAGECTCGACGCCGCATCLAACTGS
AARTTCCAATCCTACATGCACCCCCCGCGLCTCGTGTCCGAGCTGCGGCGTACGTTGACC
F X V R M Y VvV 6 G A £ 3 R L D A A CN W

131

2290 2300 2316 _ 2320, 02330 2340
ACTCGGGGAGAGCGTTGTGACCTGEAGGACAGEGATAGETCAGAGCTTAGCCCELTGLTG
TGAGCCCCTCTCGCAACACTGGACCTCCTGTCCCTATCCAGTCTCGAATCGGELGACGAC

T R 6 £ R ¢ Db L = DR DIR S EL S 2 L L

2350 2360 2370 2380 2390 - 2400
CTGTCTACAACAGAGTGGCAGETACTGCCCTGTTCCTTCACAACCCTACCGGCTCTGTCC
GACAGATGTTGTCTCACCGTCCATGACGGGACAAGGAAGTGTTGGGATGGCCGAGACAGS
L § T T 2 WQ VL ?» C S F T TTZL P &L S

- - - -
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2410 2420 2430 2440 2450 2460
ACTGE T I GATTCATC TCCATCAGAACATCGTGGACATACAATACC TGTACGETATACRS
TGACCAAAC T A AGTAGAGETAGTC T TG TAGCACC TG TATG TTATGEACATGOL ATA TOOG
T 63 I 2L E QN TIVD>IOQQTYTLVYGTI o
2470 2480 2490 2500 2510 2520
TCGGCGET TG TCTCCTTTGCGATCAAATGEGAGTATATTGTGC TGCTCTTCOTTCTTOTG
AGCCGCCAACAGAGGAARCGC TAGTTTACCC TCATATAACACGACGACAAGEARGAAGAC
S AV Vs ?®AIXWETYTIVLOLFULLTLI

2530 2540 2550 2560 2570 25890
GCGGACGCGCGCGTCTGCGCTTGCTTGTGGATGATGCTGCTGGTAGCGCAAGCCGAGGCC
GCCTGCGCGCGCAGACGCGAACGAACACCTACTACGACGACCATCGCGTTCGGCTCCGG
A D ARV CACTL W ¥ ¥ 1. 1L v A Q A £ a

2530 2600 2610 2620 2630 2640
GCCTTAGAGAACCTGGTGGTCCTCAATGCAGCGTCCGTGGCCGGAGCGCATGGCATTCTT
GGAATCTCTTGGACCACCAGGAGTTACGTCGCAGGCACCGGCCTCGCGTACCGTAAGAA
A L £ XN LT V VY L XN A A SV A G a i G I L

2650 2560 2870 2680 2690 2700
TCCTTCATTGTGTTCTTCTGTGCTGCCTGGTACATCAAGGGCAGGCTGGTTCCCGGAGCG
AGGAAGTAACACAAGAAGACACGACGGACCATGTAGTTCCCGTCCGACCAAGGGCCTCGC

S$ ¥ I VvV ?® F CA AW UY I X G R IL V 2 G A
2710 2720 27390 2740 2750 2760

GCATA GCCCTCTATGGCGTATGGCCGCTGCTTCTGCTTCTGCTGGCGTTACCACCACGG
CGTATGCGGGAGATACCGCATACCGGCGACGAAGACGAAGACGACCGCAATGGTGGTGCC
A Y A L Y GGV W ? L L L L L L A L 2 2 R

2770 2780 2790 2800 2810 2820
GCGTACGCCATGGACCGGGA-ATGGCCGCATCGTGCGGAGGCGCGGTTTTTGTAGGTCTG
CGCATGCGGTACCTGGCCCTCTACCGGCGTAGCACGCCTCCGCGCCAAAAACATCCAGAC

A Y A ¥ DRZEIMXDAA S C G G AV F V G L

2830 2840 2850 2860 2870 2880
GTACTCTTGACCTTGTCACCACACTATAAAGTGTTCCTTGCCAGGTTCATATGGTGGCTA
CATGAGAACTGGAACAGTGGTGTGATATTTCACAAGGAACGGTCCAAGTATACCACCGAT

vV L L T L S ? §E Y X V F L A R F I W W L

2890 2900 2210 2920 2930 2940
CAATATCTCATCACCAGAACCGAAGCGCATCTGCAAGTGTGGGTCCCCCCTCTCAACGTT
GTTATAGAGTAGTGGTCTTG"’TTCGCGTAGACGTTCACACCCAGGGGGGAGAGTTGCAA

Q ¥ L I TR T £ A E L Q V W VvV P P L N V

2550 2960 2870 2980 2990 3000
CGGGGGGGTCGCGATGCCATCATCCT’CTCACATGCGTGGTCCACCCAGAGCTAATCTTT
GCCCCCCCAGCGCTACGGTAGTAGGAGGAGTGTACGCACCAGGTGGGTCTCGATTAGAAA

R ¢ G R DAI I L L T CV V E P E 1 Iz
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. 3010 3020 3030 3040 3050 3060
GACATCACAAAATATTTGCTCGCCATATTCGGCCCGITCATGETGCTCCAGGLCGGCATA
CTGTAGTGTTTTATAAACGAGCGGTATAAGCCGGELCGAGTACCACGAGETCCGGLCGTAT

D I T X ¥ L L A I ¥ G P L ¥ V L Q A G I

3070 3080 3090 3100 3110 3120
ACTAGAGTGCCGTACTTCGTGCGCGCACAAGGECTCATTCGTGCATGCATGTTGELGLGS
PCATCTCACGGCATCAAGCACECGCGTGTTCCCGAGTAAGCACGTACGTACRARCCGCGLEC

T R VvV P Y F V R A @ G L I R A C ¥ L & R

3130 3140 3150 3160 3170 3180
AAAGTCGTGEGGEETCATTACGTCCAMATGETCTTCATGAAGCTGECCGCACTAGCAGGTY
TTTCAGCACCCCCCAGTAATGCAGGTTTACCAGAACTACTTCGACCGECGTGATCGTCCA

X VvV vV ¢ 6 E YV Q¥ VvV ¥ ¥ XKL A AL 2 G

31580 3200 3210 3220 3230 3240
ACGTACGT I TATGACCATCTTACTCCACTGCGAGATTGEGCTCACACGEGCTTACGAGAC
TGCATGCARATACTGGTAGAATGAGGTGACCECTCTAACCCGAGTGTGCCCGAATECTCTIG

T Y v ¥ D EL T P?P.L R D W A HE TG L R D

3250 3260 2270 3280 3290 3300
CTTGECAGTGGECAGTAGAGCCCGTTETCTMTCTCTEACATGGAGACCAMAGTCATCACCTGEE
GAACGTCACCGTCATCTCGGECAACAGAAGAGACTGTACCTCTGETITCAGTAGTGEACC

. A VvV A V E P V V ¥ § D M £E T X VvV I T W

3310 3320 3330 213490 3350 3380
GGGECAGACACCGLGELGTGCEEGRACATCATCTTEECCCTGLCCTGCTTCCGCCCEAAGS
CCCCETCTGTGGCECCGCACGCCCCTETAGTAGAACCGGEGACCRACGAAGELEEGLCTTCC

¢ 3 DT A A C G D I IT L A L ? A S A R R

3370 3380 33590 400 3410 3420
GGGAAGGAGATACTTCTGGGACCCGELCEATAGTCTTGAAGCGACAGEECGTGELGACTCCTT
CCCTTCCTCTATGAAGACCCTGGECCGECTATCAGANCTTCCTGTCCCCACCGLTGAGEAA

G XK E I L L 6 P A D S 5L E G QG W URTUIL L

3430 3440 3450 34€0 3470 34890
GCGCCCATCACGGCCTACTCCCAACAAACGCGAGGCCTGCTTGETTGCATCATCACTAGS
CGCGGGTAGTGCCCRATGAGGGTTGTTTGCGCTCCGEACGAACCRACGTAGTAGTGATCS

A » I T A Y S QQTRGULUL G C I I T S

3490 3500 3510 — 3520 ° 3530 3540
CTTACAGGCCGGGACAAGAACCAGETTGAGGGGGAGGTTCAAGTGGTTTCCACCGCAACA
GAATGTCCGGELCCTGTTCTTGGTCCAACTCCCCCTCCARGTTCACCAAAGGTGGCGTTGT

T T G R D XK N Q V 2 G 2 Vv Q Vv Vv s T™ AT

3550 3360 3s7C 3580 3590 3600
CAATCTTTCCTGGCGACCTGCATCAATGGCGTGTGTTGEACTGTCTTCCACGELGCCEGL
GTTAGAAAGGACCGCTGGACGTAGTTACCGCACACAACCTGACAGAAGETGCCGCGGICE

Q S F L A T C I N G vV C W T V F E G A G
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3610 3620 3630 3640 3650 3650
TCAAAGACCCTAGCCGGLCCARAGGGTCCAATCACCCAAATGTACACCAATGTAGACCAG
AGT T TCTGGEATCGGCCEEETTTCCCAGGTTAGTGGEGTTTACATGTGETTACATCTGETC

S X T L A G P K G 2 I T Q M Y T N V D Q

367C 3580 3650 3700 3710 3720
GACCTTGTTCECTGIECCEECACCTCOTCEEELGCGTTCCCTGACACCATGCACTTGLGEC
CTGEGAACRACCEACCGECCETCRAGEACCCCGLGLAAGGGACTGTGGTACGTGAACGLCG

D L vV G W ® A P P G A R S LT T P C T C G

3730 3740 3750 3760 3770 3780
TCCTCGRACCT T TACCTGETCACGAGACATGCTGATGTCATTCCGETGCGLCGELGEEET
AGCAGCCTGEARRATGEACCAGTGCTCTGTACGACTACAGTAAGGLCCACGLGGEICGELLCCCA

s § D L YL v 7T READUV I P VYV R R R G

3780 38C0 3810 3820 3830 3840
GACGGTAGGECEGRAGCCTACTCCCCCCCAGELCTGTCTCCTACTTCGAAGGGCTCCTCGGEGT
CTGCCATCCCCCTCCRATCACEEEGEEETCCGEACAGAGEATGAACTTCCCGAGGAGTCCA

D ¢ R &6 § L L 2 P R 2 VvV §8 ¥ L X G § § G

3850 3860 3870 3880 3890 3500
GGTCCACTCCTCTGECCCTTCGEEGCACGLTETCGECATACTTCCGECTGLTGTATGCACC
CCAGGTCGACCAGACGERAAGCCCCGTGLEACAGCCGTATGAAGGCCEGACGACATACGTGS -

¢ ?» L - ¢ 2 § G E A V ¢ I T 2 A a Vv c T

2810 3520 393C 3940 3950 3960
CEEEEEETTCCCATGECEETGEAATTCATACCCETTGAGTCTATGEAAACTACTATCELGG
GCCCCCCAACGETACCGCCACCTTAAGTATGEECAACTCAGATACCTTITCGATGATACGLC

R 6 VvV A ¥ A VvV &2 ¢© I 2 VvV 2 5 M =z 7 7 M R

3570 3380 35390 4000 4010 40290
TCTCCGETCTTCACGEACAATCCETCTCCCCCEELTGTACCCCAGACATTCCAAGTGELC
AGAGCGCCAGRAGTECCTGTTAGECAGAGEEEELCCACATCECGTCTGTAAGGTTCACCESG

s P V ¥ T D NP S ?2 P AV 2 Q 7T F Q V &

4030 4040 4050 4060 4070 40890
C2ACTTACACGCTCCCACCGGCAGCGGCAAGAGCACTAGGGETGCCGELTGCATATGCAGCE
GTGAATGTGCGAGESTGECCGTCGLCGTTCTCGTGATCCCACGGCCGACGTATACGTCGEG

E L E A ? T G S G X 8§ TR V 2 A A Y a&a A

2090 4100 4110 - 4120 - 4130 4120
CAAGEGTACAAGETGCTCGTCCTAAATCCETCCGTCGLCCELCACCTTGGGTTTTGEEELG
GTTCCCATGTTCCACGAGCAGGATTTAGGCAGGCAGCGGCGETGGAACCCAAAACCCCEL

Q ¢ ¥y X VL VL NP? S V A ATUL GVF G A

4150 4160 . 4170 4180 4150 4200
TCCAAGGCACATGGTATCGACCCCAACCTTAGAACTGGGGTAAGGACCATCACC
T AGGTTCCGETGTACCATAGCTGGEGTTGGAATCTTGACCCCATTCCTGGTAGTGS
¥y M S X A E 6 I D ?» XN L R T 66 VvV R T I T

.....
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4210 4220 4230 4240 4250 4260
ACAGGTGCCCCTATCACATACTCCACCTATGGCAAGTTCCTTGCCGACGGTGGCGGCTCC
TGTCCACGGGGATAGTGTATGAGGTGGATACCGTTCAAGGAACGGCTGCCACCGCCGAGG

T ¢ A P I T Y s T Y G X ¥ L A D G G G s

4270 4280 4290 4300 4310 4320
GGGGGCGCCTATGACATCATAATGTGTGATGAGTGCCACTCAACTGACTCGACTACCATT
CCCCCECGEATACTGTAGTATTACACACTACTCACGGTGAGTTCACTGAGCTGATGGTAA

G G A YD I I M ¢ D E CE S T D s T T I

4330 340 4350 4360 4370 4380
TATGECATCGECACAGTCCTGGACCAAGCGRAGACGELTGRAGCGLGGELCTCGTGETGLTC
ATACCGTAGCCGTGTCAGGACCTGETTCGLCTCTGCCGACCTCGIGCCGAGCACCACGAG

v ¢ I G T™V L Do A E T A G ARILV V L

2350 4400 4410 4520 4430 4440
TCCACCGCTACGCCTCCGGEATCEETCACCETGLCACACCTCARATATCCAGRAGGTGELC
AGGTGEC GATGCGRAGECCCTAGCCAGTGGECACGETCETGEAGTTATAGCTCCTCCACCGG

s » A ™ ? P G S VvV T v » H L N I = E2 V A

4450 4560 4470 4480 4490 4500
CTGTCT2ATACTGEAGAGATCCCCTTCTACGGCAAAGCCATTCCCATCGAGECTATCRAAG
GACAGATTATGACCTCTCTAGGERAAGATECCETTICGETRAGEGTAGCTCCEATAGTTC

L § XN T G £ I P ¥F ¥ ¢ X aAa I 2 I E 2 I K

4510 4520 4530 4540 4550 4560
GEGGEAAGGCATCTCATTITCTGCCATTCCAACAAGAAGTGTGACCGAACTCCCCCCRARG
CCCCCTTCCETAGAGT2AAAGACGETAAGETTCTTCTTCACACTCCTTCGAGCCELGTTTC

G ¢ R 8§ L I £ ¢ 8 8 KR X X C D = L a 2a X

4570 4580 4580 24600 4610 4620
CTGTCAGGCCTCGRACTCAATGCCGTAGCGTATTACCGEGETCTTGACGTGTCCGTCATA
GACAGTCCGGAGCCTGAGTTACGGCATCGCATAATGGCCCCAGAACTGCACAGECAGTAT

L S ¢ L G L N AV A Y Y RGL D VS V I

4630 4640 4650 5680 4670 4680
CCGACCAGCGGAGACGTTGTTGTCGTGECGACGGACGCTCTAATCGACGEGCTTTACCGEGC
ZGCTGGTCGCCTCTGCAACAACAGCACCGCTGCCTGCGAGATTACTGCCCCARATGGLCG
? T § G D VV V V22X TDOAIL M TG T T C

26990 4700 4710 4720 4730 4740
GACTTTGACTCAGTGATCGACTGTAATACGTGTGTCACCCAGACAGTCGATTTCAGITTG
CTGAAACTGAGTCACTAGC TGACATTATGCACACAGTGGGTCTGTCAGCTAAAGTCGAAC
D ¥ D S V I D C XN T CUVTQTV DT S L

4750 4760 47790 4780 4790 4800
GACCCCACCTTCRACCATTGAGACGACGACCGTGCCCCAAGACGCAGTGTCGCGITCECAG
CTGGGETEEIAGTGGTAMCTCTGCTGCTGGECACGEGETTCTGCGTCACAGCGCGAGLGTC

D P T ¥ T I E T T T V P Q D A V s R § Q

61



10

18

20

25

30

35

40

45

50

55

AT 405 053 B

4810 4820 " 4830 4840 4850 4860
AGEC G AGGCAGRAC TGATAGSGECAGEEC TGECATATACAGE TT TG TGACTCCAGEACAS
TCCGCTCCGTCCTGACCATCCCCGTCCCGACCGTATATGTCCAAACACTGAGETOOTODT
RRGRTERGRAGTITYRTEFUVTTSP o =

- -~ »
-

4870 4880 4890 4900 4910 4920
GC-CCCTCGC-GCATGTTCGA’I’TCTTCGGTCCTGTGTGAGTGTTATGACGCGGGTTGTGCG
C-CCGGG_AGCCCG’I‘ACAAG—CTAAGAAC—CCAC—GACACACTCACAATACTGCGCCCAACACG—C
RPSGHFDSSVLCECYDAGCA

4930 4940 4950 4560 4970 4980
TGETACGAACTCACGCCCGCTRAGACCTCGETTAGG T TGCGGGCGTACCTAAACACACCA
ACCATGCTTGAGTGCEEECEACTCTGRAGCCAATCCAACGCCCGCATGEATTTGTGTGET

WY EL T? AE TSV RLRAZTYTLUSNTD®

4990 5000 5010 5020 5030 5040
GGGTTGCCCETCTGCCAGGACCATC TGRAGT TCTCGRAGGETGTC T TCACAGECCTCACT
CCCAACGGGCAGACGGTCCTGETAGACCTCARGAGCCTCCCACAGAAGTGTCCGRAGTES

G L ®P VCQDETZLZTSGZEZGEUV F T G 1 7

5050 5060 5070 3080 5090 5100
CACATAGATGCCCACTTCTTATCCCAGACTARACAGECAGEAGAGAACTTCCCCTACTTE
GTGTATCTACGEETEAAGAATAGEGTCTGAT TG TCCETCCTCTC T TCAACGEGATGAAC

I Da3ZTFL S QTZXOQZZGEZ=ZNVEFTUDPUZY L

5110 5120 5130 5140 5150 5150
GTAGCATACCAGECTACAGTGTGCECCAGGECTCAAGCCCCACCTCCATCGTGEGATCAR
CATCGTATGGTCCGATGTCACACECGETCCCEAGTTCGEEETGGAGETAGCACCCTACTT

V A Y Q ATV CARAOQU IAZTPTU®PODPS W D =

5170 5180 5190 5200 5210 5220
ATGTGGAGGTGTCTCATACGECTGAAACCTACGC TGCACGEGCCAACACCCCTGETGTAT
TACACCTCCACAGAGTATCCCGACT T TGEATGCEACGTGCCCGETTETCGECACGACAT

¥ ¥ R ¢C L I R L X ? T L EGUP?P T P UL I v

5230 5240 5250 5260 5270 5280
AGCTTAGGAGCCGTCCARAATGAGGTCACCCTCACACACCCCATAACCAAATTCATCATG
TCCAATCCTCGGCAGG T T T TACTCCAGTGGGAGTGTGTCEGGTATTGGTTTAAGTAGTAC

R L GAV QNZ=ZT VY TL TED? I T X T I H

52980 5300 5310 5320 $330 5340
ACATGTATGTCGGCTGACCTGGAGGTCGTCACCAGCACCTGEGTGCTGETAGGCGEACTC
TGTACATACAGCCGACTGEACCTCCAGCAGTGGTCGTGGACCCACGACCATCCGCCTCAG

T C M S ADULEVYV UV TS TWUYVTIL VG & V

5350 5360 5376 5380 5390 5400
CTCCCAGCTCTGGCCGCGTACTGCCTGACAANCAGECAGLGTGETCATTGTGGGCAGGATS
GAGCGTCGAGACCGGLGLATGACGGEACTG T TGTCCGTCGCACCAGTAACACCCGTCCTAG
L. A AL A A Y C L T TG SV V I V G R I
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5410 5420 3430 54 5450 5460
A”CCTG“CCGGGAAG»CGGCTA”CA“CCCCCA“AG”"‘C"TCTC”ACCAGuAGTTCGAC
“AG»ACAGQCCCTTCGGCCGATAGTAGGC’”“A”CCCT”CAnGAGATGuTCC“CAAGC“G

r L §$ ¢ X ?» A I I 2 DR 2T V L ¥ Q@ £ ¥ D
5470 5480 5490 5500 5510 5520
GACATCGAGGAGTGTGCCTCACACCTCCCTTACTTCGAACAGGEAATGCAGCTCGICGAG
CTCTACCTCCTCACACGGAGTGTGEACGGAATGAAGCTTIGTCCCTTACGTCGAGEGELTC

£ ¥ T T C A § £E L P2 ¥ & zZ Q G M Q L A E

5530 3340 5550 5560 5570 5580
CAATTCAMACAGAAGGCGCTCGEETTGCCTGCAAACAGC CACCAAGCAGGCGEAGELTGLT
GTTAAGTTTGCTCTTCCGLGAGCCCAACGACGTITGTCGETGGTTCGTCCGLCTCCEACGA

Q F X Q X A L G L L Q 7 A T X Q A Z A A

5530 58600 5810 5620 5630 5640
GCTCCCGTGGTGGAGTCCAAGTGECGAGCCCTTGAGACCTTCTGGECCAAGTACATGTEG
CEAGGGECACCACCTCAGETTCACCGCTCEGRAACTCTCGAAGACCCGLCTTCGTGTACACC

A P v V¥ ZT 8 X W R A L T T F W A XK @B M W

5630 S6€0 3670 3580 5690 3700

nAC¢TCnTTAGTGCCATACPG*ACTTCCCAGQC””C”CCrC”CmGuCTGCCAPCCCCGCA
TTGAAGTAATCACCCTATGTCATGAACCETCCCAACAGETGACACCGCACCOTTEEEEEGT
h r I § G I Q ¥Y L A GG L § 7T L P G N P A

- -

3710 5720 57390 57¢9 5750 5760
AT2C 1TCACCGATG;CA-TCACACCCTCunTCaCC}GMCCG»TCACCACCCAG&ATACC
TATGCTAGTCECTACCGTAAGTGTCCEAGETAGT GETCCEECCAGTGETCGETCGTATGG
I R § ? ¥ 2 ¥ 2 A S I T s 2 L T T Q E T
5770 5780 5790 5800 5810 5820

CTCTTGTTTAACATCTTCEECCEEATCGETGECTGCCCARACTCGCCCCCCCCAGLGLTELC
GAGAACRAATTGTAGAACCCCCCTACCCACCGACGEGTTGAGCGCEEEGGEGRTCELGACES
L L F N I L G G W V A & Q L A P P S a A

5830 5840 5850 5860 5870 5880
TCAGCTTTCGTGGEECGCCEELATCGCTGGAGCCGLTGTTGGCACGATAGGLCTTGEGAAG
AGTCGARAGCACCCGCGELCETAGCGACCTCCGELGACRACCGTGCTATCCGGAALCCCTTC

S A ¥ VG A G I A G A AV G T I GL G K

5830 5900 5610 5520 5830 55940
GTGCTTGTGGACATTCTGGCAGETTATGGAGCAGGGETGECGEGCGCACTTGTGGCCTTT
CACGAACACCTGTAAGACCGTCCAATACCTCCETCCCCACCGLCCGCGTGAACACCGGARAA
v . v DI L A G Y G A GV A& G A L VvV A T

5850 5960 5870 5¢80 5990 £§000
 AGATCATGAGCGECGAGATGCCTTCAGCCGAGEACATGGTCAACTTACTCCCTGICATC
*CLRCT“CTCGuCGuTC”ACCGAAC CGG TCCTGTP CAGTTGAATGAGGGACGGETAG

-—

I M S G E M P S 3 T D M V N L L P A I
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) 6010 6020 6030 6040 6050 6060
CTTTCTCCCGGTGCCCTGGTCGTCGGGATTGTGTGTGCAGCAATACTGCGTCGGCATGTG
GAAAGAGGGCCACGGGACCAGCAGCCCTAACACACACGTCGTTATGACGCAGCCGTACAC

L $ P GA LV VYV G I VCAATIUILUZRT ERTE.YVvV
6070 6080 6080 6100 6110 6120
GGCCCAGGGGAAGGGGCTGTGCAGTGGATGAACCGGCTGATAGCGTTCGCCTCGCGGGGT
CCGGGTCCCCTTCCCCGACACGTCACCTACTTGGCCGACTATCGCAAGCGGAGCGCCCCA
G ®» G £ G AV Q %¥ ¥ XNR L I A F A § R G

6130 €140 6150 6160 6170 6180
AACCACGTCTCCCCCAGGCACTATGTGCCAGAGAGCGAGCCTGCAGCGCGTEGTTACCCAG
TTGGTGCAGAGGGGGTCCGTGATACACGGTCTCTCGCTCGGACGTCGCGCACAATGGGTC

N VvV S P RE YV ? 2 S T P A ARV T Q

6190 6200 6210 6220 6230 €240
ATCCTTTCCAGCCTCACCATCACTCAGC TG T TGAAGAGACTCCACCAGTGGATTAATGAG
TAGGAAAGGTCGGAGTGGTAGTGAGTCGACAACTTCTCTGAGGTGGTCACCTAATTACTC

I L 8§ 8§ 1L 7T I TQO3L L X KR L EBE Q W I X E

6250 6260 6270 €280 6280 6300
GACTGCTCTACGCCATGCTCCAGCTCGTGGCTAAGGGAGATTTGGGACTGGATCTGCACG
CTGACGAGATGCGGTACGAGGTCGAGCACCGATTCCCTCTAAACCCTGACCTAGACGTGC

D C 8§ 7T 2?2 ¢ $ s 8§58 W L REZIIWDUWTIOCTrm

6310 €320 6330 6340 6350 6360
GTGTTGACTGACTTCAAGACCTGGCTCCAGTCCAAGCTCCTGCCGCGATTACCGGGAGTC
CACAACTGACTGAAGTTCTGGACCGAGGTCAGGTTCGAGGACGGCGCTAATGGCCCTCAG

V L T D 'Fr X T W L Q S X L L P R L P G V

§370 6380 6350 6400 6410 6420
CCTTTTTTCTCATGCCAACGCGGGTATAAGGGAGTCTGGCGGGGGGACGGCATCATGCAC
GGAAAAAAGAGTACGGTTGCGCCCATATTCCCTCAGACCGCCCCCCTGCCGTAGTACGTG

P ¥ F S C QR G Y X GV WR G D G I ¥ E

6430 6440 €450 6460 6470 6480
ACCACCTGCCCATGCGGAGCACAGATCACCGGACACGTCAAAAACGGTTCCATGAGGATC
TGGTGGACGGGTACGCCTCGTGTCTAGTGGCCTGTGCAGTTTTTGCCAAGGTACTCCTAG

T T C? CG6 A QI TGEUV X NGSHKT& RTI

6490 6500 6310 €320 . 6530 6540
GTTGGGCCTAAAACCTGCAGCAACACGTGGTACGGGACATTCCCCATCAACGCGTACACT
CAACCCGEA T TTTGRACGTCGT TG TG ACCATGICCTGTAAGGGGTAGTTGCGOATGTGG

V&P X TC S N T W Y G T TF P I NAW® YT

6350 6560 €5
ACGGGELCCCTGCACACCCTCCCCGRGE
TGCCCGEGRACGTCTGGGAGGEECCECG

T G 2 C T ®» S P A

70 6580 6550 66C0
CARACTATTCCAAGGCATTGTGGAGAGTGGLC
GTTTGATAAGGTTCCGTAACACCTCTCACCGS
? N Y § X AL W R V A
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6610 6620 6630 €640 6650 6660
GCTGAGEAGTACGTGIAGETCACGLGEGTGGGAGATTITCACTACGTGACGGGCATGACS
CGACTCCTCATGCACCTCCAGTGCGCCCACCCTCTAMAAGTGATGCACTGCCCGTACTGS

A £ £ YV EV TRV G D F® E YV T G M T

6670 6680 6650 6700 6710 6720
ACTGACAACGTGAAGTGTCCATGCCAGSTTCCGGCCCCCGAATTCTTCACGGAGGTGGAT
TGACTGTTGCACTTCACAGGTACGSTCCARGGTCGEEEECTTAAGAAGTGCCTCCACCTA

m™ p N V X Cc P C QV P® A P T F F T ZE V D

6730 €740 6750 £§760 87170 §780
GEAGTGCGETTGCACAGETACGITCCGGLGTGCAGACCTCTCCTACGGGAGGAGGTCGTA
CCTCACGLCAACGTGTCCATGCGAGGLCGLACGTCTGIAGAGCATGCCCTCCTCCAGLAT

6 ¥V R L E R Y A » A C R P L L R 2 E V ¥V

6790 - 6800 6810 6820 6830 6840
TTCCAGGTCGEGCTCCACCAGTACCTGETCEEGTCACAGCTCCCATGCGAGCCCGAACCG
AAGGTCCAGCCCCAGETGETCATGGACCAGCCCAGTCTCCAGGETACCLTCGEELTTGSC

T Q ¥V G L B Q ¥ L V 6 8§ QL P C = P E P?

€850 6860 870 €880 6890 §500
GATGTAGCAGTGLTCACTTCCATGCTCACTGACCCCTCCCACATTACAGCAGAGACGECT
CoACATCGTCACGAGTGAAGGTACGAGTCACTGEGEACEETGTAATGTCGTCTCTGLCGA

D vV A vV . T § M L T D ? s B I T A £ T &

6510 6520 59390 €34 6550 6960
nAGuCTAGC"m-GCCAGCGGGTC1CuCCCCTCC“mCGCCAG;TC””CAGCTAGCCAGTTQ
TTCGCATCCGACCEGTCCCCCAGAGEEEERAGEAACCEETCGAGAAGTCCATCGETCAAC

X R R L AR G § » 2 § L A S S S A § Q 1L

§570 6580 6990 7000 7010 7020
CTGCGCCTTCCTTGAAGGCGACATGCACTACC»ATCATGACTCCCCGGACGCTGACCTC
L CACGCGEARAGGARCTTCCCCTGTACGTCATGEGTACTACTGAGEEECCTCCEACTGEAG
S A ®» § L X aT¢CT® T B ZED S P D A DL

o
a
P

7030 7040 7050 . 7C€0 7070 7080
AT TGAGGLCAACCTCTTGTCGCGGCAAGAGATGGGCEEEAACATCACCCGTEGTGGAGTCA
TAACTCCGETTGEAGAACACCGCCGTTCTCTACCCGLCCTTGTAGTGGECGCACCTCAGT

I £ AN L L W R ¢ 2 ¥ G G ¥ I T R V E S
709¢C 7160 7110 _712¢ . 7130 7140
GAGAATAAGETGETAATCCTGGACTCTTTCGACCCGITCCGAGCGGAGGATGATGAGSSG
CTCTTATTCCACCATTAGEACCTGAGAAAGCTGGGLGAGGCTCGCCTCCTACTACTCCCC
T N X v v I L DS F D P L R A E D D E G

7150 7160 7170
GAIATATCCGTTCCGECGEAGATCCTCLGEAAATC
CTTTATAGGCAAGECCCLCTCTAGGACGECTTTAG

zZ I S v 2 A 2 I L R X S

7180 7180 7200
AGGAAATTCCCCCCAGCGLTGCCC
TCCTTTARGGGECEGTCGICACGEG
X & » P A 1 2
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7210 7220 7230 7240 7250 7250
A AT GGG GCCGCCGRATTACAACCCTCCGC TG TAGAG TCCTGEAAGGACCCEEACTAC

TATACCCGCGGCGGCCTAATGTTGGGAGGCGACGATCTCAGGACCTTCCTGGGCCTGATG

I ¥ AP PDZYUNZ D®PULLETSTWZ EXTDTGS®OD ¥
7270 7280 7290 7300 7310 7320

G CCTCCEGTGETACACGEGTGCCCGTTECCGCCCACCAAGGCCCCTCCAATACCACET
CAAGEAGGCCACCATGTGCCCACGEECAACCECEEETEETTCCGOGRACE T TATCETCoA

V? P VVEGC?PTL>?2 T XAGPPODTI 5 p
7330 7340 7350 7360 7370 7380
CCACGEEAGRARGAGGACGETTGTCCTGACAGAATCCACCATGTC TTCTGC CTTGECGEAG
GE TG T LT T CTCCTGCCAACAGRACTGTC T TAGG TGECACAGAAGACGEARCCEaTTE
P R R X R TVYVLTESTUV S S AL a sz
7390 7400 410 7420 7430 7440
CTCGCTAC T AAGACC I TCEECAGC TCCGEATCETCGGCCATC GACAGCERTACGACEACE
GAGC AT AT TCTGEAAGCCGTCEACECCTAGAGCCAETAGCTGTCECOATECGaTec
L AT XTPF GS S G S S AIDSG T an

7450 74€0Q 7470 7480 7490 7500
GCCCCTCCTGACCAAGCCTCCGGTGACGGCGACAGAGAGTCCGACGTTGAGTCGTTCTCC
CGGGGAGGACTGGTTCGGAGGCCACTGCCGCTGTCTCTCAGGCTGCAACTCAGCAAGAGG

A P P D QA S GDGDURTETSTDV £ 8§ F S

7510 7520 7330 7540 7550 73560
TCCATGCCCCCCCTTGAGGGAGAGCCGGGGGACCCCGAECTCAGCGACGGATCTTGGTCC
AGGTACGEGEEEGEEAACT CCTCTCGGCCCCCTGGGGCTAGAGTCGCTGCCTAGAACCAGG

S ¥ ? 2 L T G 2 ¢ D 2?2 D L S D G S W S

7570 7580 7550 7600 7610 7520
ACCGTGAGCGAGGAGGCTAGTGAGGACGTCGTCTGCTGTTCGATGTCCTACACATGGACA
TGGCACTCGCTCCTCCGATCACTCCTGCAGCAGACGACAAGCTACAGGATGTGTACCTGT

T vV S E T A S T DV V C C S M § T T W 7T

7630 7640 7650 7660 7670 7680
GGCGCCCTGATCACGCCATGCGCTGCGGAGGAAAGCAAGTTGCCCATCAACCCGTTGAGC
CCGCGGGACTAGTGCGGTACGCGACGCCTCCTTTCGTTCAACGGGTAGTTGGGCAACTCG

G ~ L I T ? C A A T £E S X . P I N 2 L S

7650 7700 771¢ 7720 . 7730 7740
AATTCTTTGCTACGTCACCACAACATGGTCTATGCTACAACATCCCGCAGCGCAGECCTG
T AAGAAACCATGCAGTGETGTTGTACCAGATACGATGTIG TAGGGCGTCGCGTCCGRAC

¥ § L L R E § N ¥ V ¥ 2 7 T S R S A G L

77350 7760 7770 7780 778¢C 7800
CGECAGAAGAAGETCACCTITGACAGACTGCAAGTCCTGGACGACCACTACCGEGACGTG
GCCGTCTTCTTCCAGTEGAMACTGTCTGACGTTCAGGACCTGCTGGTGATGGCCCTGCAC

R ¢ K X vT T FDIRULIQUV LDDEUYURR DV
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7810 7820 7830 7840 7830 7689
—T A AGGAGATGARGEC GAAGGCETCCACAGTTAAGGCTAAACTTCTATCTGTAGAAGAA
GAATTCCTCTACTTCCGCTTCCGCAGGTGTCAATTCCGATTTGAAGATAGACATCTTCTT
I, ¥ E M X A X A s$ TV X A X L L s V £ =

7870 7880 789¢C 7900 791¢ 7920
GCCTGCAAACTGACGCCCCCACATTCGGCCAL TCCAAATTTGECTACGEEECGAAGGAC
CGGACGTTTGACTGCGGGGGTGTAAGCCGGTTTAGGTTTAAACCGATGCCCCC”TTCCTG

A C X L T P P® 2 S A K S X F 6 ¥ G AKX D

7930 . 75940 7950 7560 7870 7980
GTCCGGAGCCTA CCAGCAGEGCCGTTACCCACATCCGCTCCGTGTGGAAGEACCTGLTG
CAGGCCTCGGATAGGTCGTCCCGGC.ATGGGTGTAGGCGAGGCACACCTTCCTGGACGAC

v R § L S S R A VvV T E I R § V W XK D L L

7920 8000 8010 8020 8030 8040
GAAGACACTGAAACACCAATTAGCACTACCATCATGGCAAAAAATGAGGTTTTCTGTGTC
CTTCTGTGACTTTGTGGTTAATCGTGATGGTAGTACCGTTTTTTACTCCAAAAGACACAG

= pT™ = T ?» I §S T T I XA X NZEVTFT CV

8050 8050 . §070 8080 80¢0 8100
CAACCAGAGAAGGGAGECCGCAAGCCAGCTCECCTTATCGTETTCCCAGATCTGEEAGTT
GTTGGTCTCTTCCCTCCGGCGTTCGGTCGAGCGGAATAGCACAAGGGTCTAGACCCTCAA

Q » £ X 6 € R X » AR L I VvV ¥ 2?2 D T G Vv

119 8120 i3 8140 8150 8160
CGTGTATCCGAGAAGATCGCCCTTTATGACGTEGTCTCCACCCTTCCTCAGECCGTGATG
GCACATACGCTCTTCTACCGGRARATACTGCACCAGAGGTGGGARGGACTCCGECACTAC

-— ~—

R VvV ¢ T K ¥ A L ¥ o VV S T L ? Q a VvV X

8170 8180 8180 8200 8210 8220
GGCTCCTCATACGGATTCCA-TACTCTCCTAAGCAGCGGGTCGAGTTCCTGGTGAATACC
CGAGGAGTATGCCTAAGGTCATGAGACGATTCGTCECCCAGCTCARGGACCACTTATGG
G S s ¥ G F Q Y s ? X QR V2 7L VvV XKNT

8230 8240 8250 8260 8270 8280
TGGAAATCAAAGAAATGCCCCATGGC”TTCTCATATGACACCCGCTGTTTTGACTCAACG
ACCTTTAGTTTCTTTACGGGGTACCCGAAGAGTATACTGTGGGCGACAAAACTGAGTTGC

“# X S R X ¢C P ¥ G ¢ S ¥ D> TURZCTF DS T

8290 8300 §310 6320 8330 8340
GTCACTGAGAATGACATCCGTGTTGAGGAGTCAATTTACCAATGTTGTGACTTGGCCCCC
CAGTGACTCTTACTGTAGGCACAACTCCTCAGTTAAATGGTTACAACACTGAACCGGGGG

v T E N D I RV £ E S I Y Q € C D L A 7

8350 8360 8370 8380 8390 8400
GAAGCCAAACTGGCCATAAAGTCGCTCACAGAGCGGCTCTATATCGGGGGTCCCCTGACT
CTTCGGTTTGACCGGTATTTCAGCGAGTGTCTCGCCGAGATATAGCCCCCAGGGGACTGA

£ A X L A I X § L T =® R L Y I G G ? L T

- -
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B410 8420 8430 8440 8450 8460
AATTCAAAAGGGCAGAACTGCGGTTACCGCCGGT-CCGCGCGAGCGGCGTGCTGACGACT
TTAAGTTTTCCCGTCTTGACGCCAATGGCGGCCACGGCGCGCTCGCCGCACGACTGCTGA

N S XK G Q XN CGY R R CR A S G v L 7 mT

8470 8480 8490 8500 8510 8520
AGCTGCGGTAATACCCTCACATGTTACCTGAAAGCCACTGCGGCCTGTCGAGCTGCGAAG
TCGACGCCATTATGGGAGTGTACAATGGACTTTCGGTGACGCCGGACAGCTCGACGCTTC

$ ¢ G ¥ 7T L T C VY Z R A TOAZC R A A X

85390 8540 8530 8560 8570 8580
CTCCGGGACTGCACGATGCTCGTGAACGGAGACGACCTTGTCGTTATCTGTGAAAGCGCG
GAGGCCCTGACGTGCTACGAGCACTTGCCTCTGCTGGAACAGCAATAGACACTTTCGCGC

L R D CTH®HX L VN G DDTILUV UV I C E s A

8390 86C0 8610 8620 8630 B640
GGAACCCAAGAGGATGCGGCGAGCCTACGAGTCT“CACGGAGGCTATGACTAGGTACTCT
CCTTEEETTCTCCTACGICECTCGRATEO TCAGS GCTGCCTCCGATACTGATCCATGAGA

G T Q £ D 2 A § L R V T 2 A M T R Y §

(7}

S

¥

iy

86350 8660 8670 8680 8650 8700
GCCCCCCCTGGGGACCCGCCTCAACCGGAATACGACTTGGAGTTGATAACATCATGTTCC
CGGGGGGGACCCCTGGGCGG“GTTGGCCTTATGCTGAACCTCAACTATTGTAGTACAAGG

A 2 2 G D? P Q? £E Y DULZEZUL I TS C S

8710 8720 8730 8740 8750 8760
TCCAATGTGTCGGTCGCACACGATGCATCTGGTAAAAGGGTGTACTACCTCACCCGTGAC

AGGTTACACAGCCAGCGTGTGCTACGTAGACCATTTTCCCACATGATGGAGTGGGCACTG
S NV s vV A ED A S G X RV v Y T T R D

8770 8780 8750 8800 8810 8820
CCTACCACCCCCCTTGCACGGGCTGCGTGGGAGACAGCTAGACACACTCCAGTCAACTCC
GGATGGTGGGGGGAACGTGCCCGACGCACCCTCTGTCGATCTGTGTGAGGTCAGTTGAGG

T T ? L A RAA WG EITATRTETTE ?UV N S

8830 8840 8850 8860 8870 8880
TGGCTAGGCAACATCATCATGTAT-CGCCCACCTTATGGGCAAGGATGATTCTGATGACT
ACCGATCCGTTGTAGTAGTACATACGCGGGTGG}-TACCCGTTCCTACTAAGACTACTGA

" L G N I I M Y A P T L W A R M T L M T

8890 8500 8910 €920 8930 8940
CATTTCTTCTCCATCCTT TAGCTCAGGAGCAACT TGARAARACCCTAGATTGTCAGATC
GTaA2rY

“n“GAAGAGGTAGGAAGATCGAGTCCTCGTTGAACTTTTTTGGGATCTAACAGTCTAG
¥F § I L L A Q T QL = K T L D C Q I

~
-

-—
-

1y

gs80 8950 §000
GATCTACCTCAGATCATTGAGCGACTCCAT
CTAGATGGAGTCTAGTAACTCGCTGAGGTA
5 L 2 Q I I ® R L E

8550 8960 8
TACGGGEGCCTGTTACTCCATTGAACCS
ATGCCCCGRACAATGAGGTALCTTGST
Y G A C Y s I = 2

-
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9010 9020 SC3C 8040 9050 9060

GETCTTAGCCCATTRTCACTCCATAGTTIACTCTCCAGGCCAGATCAATAGGETGGCTTCA
CCAGAATCCCGTAAAAGTGAGGTATCAATGAGAGGTCCGCTCTAGTTATCCCACCGAAGT

G L § AT § L ¥ 8 ¥ s P G E I N R YV A s

9070 80890 9080 g100 9:10 9120

TGCCTCAGAARACTTGGGGTACCACCCTTGCGAGCCTGGAGACATCCGGCCAGAAGTGTC
ACGCGAGTCTITTGAACCCCATGGTGGCAACCGCTCEGACCTCTGTAGCCCGGTCTTCACAG

¢ L R X L ¢V P P L R AW RZEZERA ARSY

9130 9140 9150 9160 8170 - 9180

CGCCCTAAGCTACTGTCCCAGGGGGEGAGGECCGCCACTTCTGGCAAGTACCTCTTCAAC
GCGCGATTCGATGACAGGGTCCCCCCCTCCCEECEETGAACACCGTTCATGCAGAAGTT

e
- \J

2 & X L L $ Q 6 GG R A A T” C GG X ¥ L & XN

- -

8190 8200 210 §220 9230 ‘ 9240

TGGGEGGTGAGGACCAAGCTCAAACTCACTC ATCCCAGCCGCGETCCCGGTTGEGACTTG
ACCCECCACTCCTGEITCGACTTTGAGTGAGGTTAGCETCCGCCECAGGGCCAACCTGALL

¥ A vV 2 T X L X I T ®» I P A A S R 'L D

pu

-~

9230 . 5250 $270 9280 9250 9300
CCGECIGG T ST IGC I GG TTACAGCCEGEGAGACATATATCACAGCCTGTCTCETGEL
GGCCGACCAAGCAACCACCAATCICCCCCCOTCTGTATATACTCETCGEACAGAGCACGE
S 6 W F ¥V A G ¥ § G G D I Y H S L s R A

230 9320 §3390 €340 9350 9360

CGACCCCCECICETTCATGTTGTGCCTACTCCTACTTTCCGTGGGGGTAGGCATCTACCTG
GCTGCEGCEACCAAGTACAACACEGATGAGCATGARAGGCACCCCCATCCGTAGATGGAC
T L %, I

2 P R W F ¥ L CL L L LSV G ¥ G I ¥ L

e37¢C 83890 €3990 9400 9410 !

CICCCCARCCGATGAATGGGGAGCTAAACACTCCAGGECCAATAGGCCETTTCTCT
GAGGGGTTGECTACTTACCCCTCGATITSTEAGCTCCGGTTATCCGGCANAGAGA

- N AT

L 2 N R

Polynucleotid, welches ein KHCV-Epitop kodiert, das aus der folgenden Gruppe von Nucleotidsequen-
zen in einer KHCV cDNA voller Linge gemaB Anspruch 1 ausgewdhlt ist: 301.-726.; 301.-855.; 343.-
726.; 343.-852.; 343.-915.; 814.-1326.; 916.-1509.; 1201.-2016.; 1510.-2010,; 1510.-2529.; 2011.-2529;
1945.-2742.; 3208.-3960.; 3475.-3744.; 3916.-4713.; 3928.-4563.; 5422.-5547.; 6649.-7050.; 6649.-7824.;
7612.-8184.. 7642.-8136.; und 8722.-9216., oder eine Kombination von zwei oder mehreren derartigen
Polynucleotiden, oder ein Fragment dieses Polynucleotids, welches ein Polypeptid kodiert, das eine
genligend groBe Anzahl von Aminos&ureresten kodiert, um eine immunoreaktive und/oder antigene
Determinante zu bilden.

Rekombinanter Expressionsvektor, dadurch gekennzeichnet, daB er einen offenen Leseraster umfaBt,
der das Polynucleotid gem#8 Anspruch 2 enthdlt, wobei der offene Leseraster wirksam mit einer
Regulatorsequenz verbunden ist, die mit einem gewlnschten Wirtsorganismus kompatibel ist.

Vektor nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB der offene Leseraster ein Polynucleotid
enthalt, das Ubiquitin kodiert, das mit dem Polynucleotid gem&8 Anspruch 2 fusioniert ist.

Vektor nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB er ein Hefe-Expressionsvektor aus der
Gruppe pYLBC-A/G-UB-CORE 14, pYLBC-A/G-UB-CORE 17, pYLBC-A/G-UB-CORE 22, pYLBC-A/G-
UB-KHCV 897, pYLBC-A/G-UB-KHCV 403, pYLBC-A/G-UB-KHCV 573, pYLBC-A/G-UB-E2N und
pYLBC-A/G-UB-E2C ist. ;
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Vektor nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dag er ein E. coli-Expressionsvektor aus der
Gruppe ptrpH-UB-CORE 14, ptrpH-UB-CORE 22, ptrpH-UB-KHCV 897, ptrpH-UB-E2N oder ptrpH-UB-
E2C ist.

Vektor nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB der offene Leseraster ein Polynucleotid
enthalt, das ein Maltose bindendes Protein kodiert, das mit dem Polynucleotid gemadB Anspruch 2
fusioniert ist.

Vektor nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB er ein E. coli-Expressionsvektor aus der
Gruppe pMAL-KHCV 426, pMAL-KHCV 555, pMAL-KHCV 513, pMAL-KHCV 810, pMAL-KHCV 798,
PMAL-KHCV 754, pMAL-KHCV 652, pMAL-KHCV 403, pMAL-KHCV 271, pMAL-KHCV 495 und pMAL-
KHCV 494 ist.

Wirtszelle, dadurch gekennzeichnet, daB sie mit einem Vektor gemaB Anspruch 3 transformiert ist.

Wirtszelle nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, da8 sie eine Hefezelle ist, die mit dem Vektor
gemapB Anspruch § transformiert ist.

Wirtszelle nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB sie cine mit dem Vektor gemaisB Anspruch
6 transformierte E.coli-Zelle ist.

Wirtszelle nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, da8 sie eine mit dem Vektor gemag Anspruch
8 transformierte E.coli-Zelle ist.

Polypeptid, welches immunologisch ident mit einem Epitop ist, das durch die KHCV-cDNA gemis
Anspruch 1 kodiert ist, dadurch gekennzeichnet, da8 es ein KHCV-Polypeptid umfaBt, das aus der
folgenden Gruppe ausgewdhit ist: 1.-128.; 1.-170,; 1.-191.; 158.-328.; 192.-389.; 287.-558.; 390.-556.;
390.-729.; 535.-1028.; 557.-729.; 956.-1206.; 1045.-1134.; 1192.-1457.; 1196.-1407.; 1694.-1735.: 2103.~
2236.; 2103.-2494.; 2424.-2614.; 2434.-2598.; 2794.-2958.; und Polypeptiden mit 142 und 185 Amino-
séuren, kodiert von den Nucleotiden 301.-726. und 301.-855. der KHCV-cDNA des Anspruch 1; sowie
eine Kombination von zwei oder mehreren dieser Polypeptide oder ein Fragment davon, welches ein
Polypeptid kodiert, das eine genligend groBe Anzahl von Aminosiureresten kodiert, um eine immunore-
aktive und/oder antigene Determinante zu bilden.

Polypeptid nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB es ein rekombinantes KHCV-Polypeptid
ist, welches mit einem ubiquitin- oder maltosebindenden Protein fusioniert ist.

Polypeptid nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, da8 es ein KHCV UB 897 Protein, KHCV
897 Protein, UB E1 Protein, KHCV 403 Protein, KHCV CORE 14 Protein, KHCV 573 Protein, KHVC UB
CORE 17 Protein, E2N Protein, E2C Protein, UB-E2N Protein, UB-E2C Protein, KHCV 426 Protein,
KHCV 555 Protein, KHCV 513 Protein, KHCV 810 Protein, KHCV 798 Protein, KHCV 271 Protein, KHCV
754 Protein, KHCV 652 Protein, KHCV 403 Protein, KHCV 495 Protein oder KHCV 494 Protein ist.

Verfahren zur Herstellung des Polypeptids nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB es
folgende Schritte umfaBt: Linken eines das Polypeptid kodierenden Polynucleotids an eine Regulatorse-
quenz eines Vektors; Transformieren einer Wirtszelle mit dem Vektor; und Kultivierung der Wirtszelle
unter Bedingungen, die die Expression dieses Polypeptids erlauben.

Diagnosemittel fir das Aufspiren von Antik&rpern gegen KHCV-Antigen in einer verddchtigen Probe,
dadurch gekennzeichnet, daB es ein Polypeptid gem3B8 Anspruch 13 als aktiven Bestandteil enthlt.

Diagnosemittel nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB es zwei oder mehrere Polypeptide
gemaB den Anspriichen 13 bis 15 enthilt.

Diagnosemittel nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB es ein oder mehrere Polypeptide

enthilt, die aus der Gruppe KHCV UB CORE 14 Protein, KHCV 897 Protein und KHCV 403 Protein
ausgewihlt sind.
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Diagnosekit, dadurch gekennzeichnet, daB er ein Diagnosemittel gemaRB Anspruch 17 enthait.

In vitro Diagnoseverfahren zum Aufspiiren eines gegen KHVC-Antigen gerichteten AntikSrpers in einer
verdichtigen Probe, dadurch gekennzeichnet, daB folgende Schritte vorgesehen sind:
(a) Adsorption eines Polypeptids, weiches im wesentlichen immunologisch identisch mit einem in
KHCV enthaltenen Epitop ist, an einem festen Tréger,
(b) Zugabe einer zu untersuchenden Probe zum festen Trdger, um einen Antigen-AntikGrper-
Komplex zu bilden und die Menge des Komplexes zu bestimmen.

Diagnoseverfahren nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB der Kit gem38 Anspruch 20 in
jeder dieser Stufen angewendet wird.

Diagnoseverfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, da8 der Kit ein Diagnosemittel nach
Anspruch 19 umfaBt.

Monokionaler Antikérper, der gegen ein Polypeptid gem&dB Anspruch 13 gerichtet ist, dadurch
gekennzeichnet, daB er aus einer Hybridomazelle, hergestelit durch Fusionieren einer Spleen-Zelle
einer rnit dem Polypeptid immunisierten Maus und einer Myeloma-Zelle erzeugt ist.

AntikSrper nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, daB er in einer IgG-Subklasse eingeschlos-
sen ist.

Antikdrper nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, daB er gegen ein KHCV 8397 Protein
gerichtet ist, das ein Polypeptid der 1192. bis 1457. Aminosduresequenzen des gesamten Polypeptids,
kodiert in der KHCV cDNA gemaB Anspruch 1 in voller Lange, ist.

Antikdrper nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, daB er mit der folgenden Aminos&urese-
quenz immunoreaktiv ist, die die 1192. bis 1289. Aminos3dure des gesamten Polypeptids, kodiert in der
KHCV cDNA voller Linge gemaB Anspruch 1, umfast:

Ala Val Glu Phe Ile Pro Val Glu Ser Met
Glu Thr Thr Met Arg Ser Pro Val'Phe Thr
Asp Asn Pro Ser Pro Pro Ala Val Pro Gln
Thr Phe Gln Val Ala His Leu His Ala Pro
Thr Glv Ser Gly Lvs Ser Thr Arg Val Pro
Ala Ala Tyr Ala Ala Gln Gly Tyr Lys val
Leu Val Leu Asn Pro Ser Val Aia-Ala Thr
Leu Gly Phe Gly Ala Tyr Met Ser Lys Ala
His Gly lle Asp Pro Asn Leu Arg Thr Gly

»*

Val 2rg Thr Ile Thr Thr Gly Ala.

AntikSrper nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, da8 er mit der folgenden Aminosdurese-
quenz immunoreaktiv ist, die die 1371. bis 1407. Aminos&ure im gesamten Polypeptid, kodiert in siner
KHCV cDNA der vollen Lange gem&B Anspruch 1, umfaft:
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Gly Glu Ile Pro Phe Tyr Gly Lys Ala Ile
Pro Ile Glu Ala Ile Lys Gly Gly Arg His
Leu [le Phe Cys Kis Ser Lvs Lys Lys Cys
Asp Glu Leu Ala Ala Lys Leu.

Vertahren zur Herstellung einer Zellinie, die einen gegen ein Polypeptid gem48 Anspruch 13 gerichte-
ten AntikSrper bildet, dadurch gekennzeichnet, daB eine Myeloma-Zelle und eine Spleen-Zelle, die
diesen Antikdrper bildet, fusioniert werden.

. Verfahren nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, daB die Zellinie Lucky 1.1 (ATCC 10949)

oder Lucky 1.2 (ATCC 10950) ist.

Diagnosemittel fir das Aufspliren eines KHCV-Epitops in einer zu untersuchenden Probe, dadurch
gekennzeichnet, daB als ein aktiver Bestandteil der AntikSrper gem38 Anspruch 24 enthalten ist.

Verfahren zum Aufspiiren eines KHCV-Epitops in einer zu untersuchenden Probe, dadurch gekenn-
zeichnet, daB das Diagnosemittel gemaB Anspruch 31 angewendet wird.

impfstoff zur Behandlung oder Vorbeugung vor KHCV-Infektion, dadurch gekennzeichnet, da8 er
inaktiviertes gereinigtes KHVC mit der cDNA gemiB Anspruch 1 enthilt.

- Impfstoff fir die Behandlung oder Vorbeugung vor KHCV-Infektion, dadurch gekennzeichnet, das er

als aktiven Bestandteil ein Polypeptid enthdlt, das nach dem Verfahren gem#8 Anspruch 16 hergestellt
ist.

Imptstoff nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, daB er als aktiven Bestandteil E1 Protein, E2N
Protein und/oder E2C Protein als aktiven Bestandteil enthilt, wobei es sich um Polypeptide der
Aminos&urenummern 916-1509, 390-556 und 557-729 des gesamten Polypeptids, kodiert in der KHCV-
CcDNA des Anspruchs 1 in voller LAnge, handelt.

- Kit flr das Aufsplren eines von KHCV abgeleiteten Polynucleotids in einer zu untersuchenden Probe,

dadurch gekennzeichnet, daB8 er eine Nucleotidsequenz von 8 oder mehr Nucleotiden umfaBt, die
von einer KHCV cDNA gem&8 Anspruch 1 abgeleitet ist.

Verfahren zum Aufspiiren eines von KHCV abgeleiteten Polynucleotids in einer zu untersuchenden
Probe, dadurch gekennzeichnet, daB der Kit gem&B Anspruch 36 angewendet wird.

Hiezu 59 Blatt Zeichnungen
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10 20 30 40 50 60
TGCCAGCCCCCEATTGGEGEGCGACACTCCACCATAGATCACTCCCCTGTGAGGAACTACT
ACGGTCGGGGGCTARCCCCCGLTGTGAGGTGGTATCTAGTGAGGGGACACTCCTTGATGA

70 80 90 100 110 120
GTCTTCACGCAGAAAGCGTCTAGCCATGGCGTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGA
CAGAAGTGCGTCTTTCGCAGATCGGTACCGCAATCATACTCACAGCACGTCGGAGGTCCT

130 140 150 160 170 180
CCCCCCCTCCCGGEAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCA
GGGGEGGAGGGCCCTCTCGGTATCACCAGACGCCTTGGCCACTCATGTGGCCTTAACGGT

1s¢0 200 210 220 230 240
GGACGACCGGGETCCTITCTTGGATCAACCCGCTCAATGCCTGGAGATTTGGGCGTGCCCC
CCTGCTGGCCCAGGAAAGAACCTAGTTGGGCGAGTTACGGACCTCTAAACCCGLCACGEEG

250 260 270 280 290 300
CGCGAGACTGCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCGCGAAAGGCCTTGTGGTACTGCCTGATAG
GCGCTCTGACGATCGGCTCATCACAACCCAGCGCTTTCCGGAACACCATGACGGACTATC

310 320 330 340 350 360
GGTGCTTGCGAGTGCCCCGGERAGGTCTCGTAGACCGTGCACCATGAGCACGAATCCTAAA
CCACGAACGCTCACGGGGCCCTCCAGAGCATCTGGCACGTGGTACTCGTGCTTAGGATTIT

M S T N P K

370 - 380 390 400 410 420
CCTCAAAGAAAAACCAAACGTAACACCAACCGCCGCCCACAGGATATTAAGTTCCCGGGL
GGAGTTTCTTT T TGGT T TGCATTGTGGTTGGCGGCGGGTGTCCTATAATTCAAGGGCCCG

P Q R X T K R NTWNIRIRUPQDTIZ XKV F P G

430 440 450 460 470 480
GGTGGTCAGATCGTTGGTGGAGTTTACTTGTTGCCGCGCAGGEGCCCCAGETTGGEGTGTG
CCACCAGTCTAGCAACCACCTCAAATGAACAACGGCGCGTCCCCGGGGTCCAACCCACAC

G 6 Q I VvV 666GV ¥ L L P R RGP RUL GV

430 500 510 520 530 540
CGCGCGACTAGGAAGACTTCCGAGCGGTCGCAACCTCGTGGAAGGCGACAGCCTATCCCC
GCGCGCTGATCCTTCTGAAGGCTCGCCAGCGTTGGAGCACCTTCCGCTGTCGGATAGGEGG

R A T R X T S E R S Q PR GR U ROQUP I P

550 560 570 580 590 600
AAGGCTCGCCGGCCCGAGGGCAGGGTCTGGGCTCAGCCCGGGTACCCTTGGCCCCTCTAT
TTCCGAGCGGCCGGGCTCCCGTCCCGGACCCGAGTCGGGCCCATGGGAACCGGGGAGATA

XK A R R P E G R A W A Q P G Y P W P L Y

Fig. 2—1
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610 620 630 640 650 660
GGCAATGAGGGCTTCGGEGTGGGCAGRATGGCTCCTGTCACCCCGLGGCTCCCGGCCTAGT
CCGTTACTCCCGAACCCCACCCGTCCTACCGAGGACAGTGGGGCGCCGAGGGCCGGATCA

G N E G L G W A G WL L S P R G S R P S

670 680 690 700 710 720
TGGCGCCCCACGGACCCCCGGCGTAAGTCECGTAATTTGGGTAAGGTCATCGACACCCTC
ACCCCGEEGTGCCTGEGGGCCGCATTCAGCGCATTARACCCATTCCAGTAGCTGTGGGAG

W 6 P T D P RRIK S RNULGI K VY I DTUL

730 740 750 760 770 780
ACATGCGGCTTCGCCGACCTCATGGGGTACATTCCGCTCGTCGGCGCCCCCCTAGGGGGEC
TGTACGCCGAAGCGGCTGGAGTACCCCATGTAAGGCGAGCAGCCGLGEEREGATCCCCCG

T ¢ G F A DL ¥ G Y I P L VYV G A P L G G

790 g0o 810 820 830 840
GTTGCCAGGGCCCTGGCACATGGTGTCCEEGTGCTGGAGGACGGCGTGAACTATGCAACA
CAACGGTCCCGGGACCGTGTACCACAGGCCCACGACCTCCTGCCGCACTTGATACGTTGT

Vv A R AL A GV RV L EDGVDNZYAT

850 860 870 880 850 9S00
GGGAATCTGCCCGETTGCTCTTTCTCTATCTTCCTCTTGGCTCTGCTGTCTTGTTTGACC
CCCTTAGACGGGCCAACGAGAAAGAGATAGAAGGAGAACCGAGACGACAGAACAAACTGG

G N L P 6 C s £ § I F L L AL L S C UL T

910 820 930 940 950 . 960
ACCCCAGTTTCCGCTTATGAAGTGCGTAACGCGTCCGGEGATGTACCATGTCACGAACGAC
TCGGGTCAAAGGCGAATACTTCACGCATTGCGCAGGCCCTACATGGTACAGTGCTTGLTG

T P V S A Y E V R N A S G M Y E V T N D

970 s80 990 1000 1010 1020
TGCTCCAACTCAAGCATTGTGTATGAGGCAGCGGACATGATCATGCACACTCCCGGGTGC
ACGAGGTTGAGTTCGTAACACATACTCCGTCGCCTGTACTAGTACGTGTGAGGGCCCACG

C § N S s I V Y E A ADMTIMETU®PSGOC

1030 1040 1050 1060 1070 1080
GTGCCCTGCGTTCGGGAGGACAACTCCTCCCGTTGCTGGGTGGCACTTACTCCCACGCTC
CACGGGACGCAAGCCCTCCTGTTGAGGAGGGCAACGACCCACCGTGAATGAGGGTGCGAG

v P ¢C V R E DN S S R C WUV AL TUPTUL

1090 1100 1110 -1120 . 1130 1140
GCGGCCAGGAATGCCAGCGTCCCCACTACGACATTGCGACGCCATGTCGACTTGCTCGTT
CGCCGGTCCTTACGGTCGCAGGGGTGATGCTGTAACGCTGCGGTACAGCTGAACGAGCAA

A A RNWA ASUV®P?PTTTTTUL R REVYV DIL LV

1150 1160 1170 1180 1190 1200
GGGGTAGCTGCTTTCTGTTCCGCTATGTACGTGGGGGACCTCTGCGGATCTGTTTTCCTT
CCCCATCGACGAAAGACAAGGCGATACATGCACCCCCTGGAGACGCCTAGACAAAAGGAA

G V A A F C S A M Y V GDUL C G S V F L

Fig. 2-2
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1210 1220 1230 1240 1250 1260

GTTTCCCAGCTGTTCACCTTTTCGCCTCGCCGGCATGAGACGGTACAGGACTGCAACTGC
CAAAGGGTCGACAAGTGGAAAAGCGGAGCGGLCGTACTCTGCCATGTCCTGACGTTGACG
v S QL F T F S P RREET TV QDO CNSC

1270 1280 1230 1300 1310 1320
TCAATCTATCCCGGCCGCGTATCAGGTCACCGCATGGCCTGGGATATGATGATGAACTGG
AGTTAGATAGGGCCGGCGCATAGTCCAGTGGCGTACCGGACCCTATACTACTACTTGACC

S I ¥ P G RV S G HE R ¥ A WD M M M N VW

1330 1340 1350 1360 1370 - 1380
TCGCCTACAACAGCCCTAGTGGTATCGCAGCTACTCCGGATCCCACAAGCTGTCGTGGAC
AGCGGATGTTGTCGGGATCACCATAGCGTCGATGAGGCCTAGGSTGTTCGACAGCACCTG

s P T T ALV VS QL LRTIUPOQAVWV VYD

1350 1400 1410 1420 1430 1440
ATGGTGACAGGGTCCCACTGGEGAATCCTGGCGGGCCTTGCCTACTATTCCATGGTGGGEE
TACCACTGTCCCAGGGTGACCCCTTAGGACCGCCCGGAACGGATGATAAGGTACCACCCC

¥ vV T G S E W G I L A G L A Y Y § M V G

1450 1460 1470 1480 1490 1500
AACTGGGCTAAGGTCTTAATTGCGATGCTACTCTTTGCCGGCGTTGACGGAACCACCCAC
TTGACCCGATTCCAGAATTAACGCTACGATGAGAAACGECCGCAACTGCCTTGGTGGEGETG

N W A K VL I A ML L F A GV D GTTE

1510 1520 1530 1540 - 1550 1560
GTGCACAGGEGGGGCGCAAGGTCGGGCCGCTAGCTCGCTAACGTCCCTCTTTAGCCCTGEG
CACTGTCCCCCCCGCGTTCCAGCCCGGCGATCGAGCGATTGCAGGGAGAAATCGGGACCC

v T G G A Q GR A A S S L T S UL F s P G

1570 1580 1550 1600 1610 1620
CCGGTTCAGCACCTCCAGCTCATAAACACCAACGGCAGCTGGCATATCAACAGGACCGCC
GGCCAAGTCGTGGAGGTCCAGTATTTGTGGTTGCCGTCGACCGTATAGTTGTCCTGGLGE

P V Q EL QL I NTNGS S WEHETINZRTA

1630 1640 1650 1660 1670 1680
CTGAGCTGCAATGACTCCCTCAACACTGGGTTTGTTGCCGCGCTGTTCTACAAATACAGG
GACTCGACGTTACTGAGGGAGTTGTGACCCAAACKRACGGCGCGACAAGATGTTTATGTCC

L S ¢ N D SL NT G PF V A AL F Y K Y R

1690 1700 1710 1720 1730 1740
TTCAACGCGTCCGGGTGCCCGGAGCGCTTGGCCACGTGCCGCCCCATTGATACATTCGLG
AAGTTGCGCAGGCCCACGGGCCTCGCGARCCGGTGCACGGCGGGGTAACTATGTAAGCGC

F N A S G C P ERL A T CU RUP I DTF A

1750 1760 1770 1780 1790 1800
CAGGGGTGGGGTCCCATCACTTACACTGAGCCTCATGATTTGGATCAGAGGCCCTATTGC
GTCCCCACCCCAGGGTAGTGAATGTGACTCGGAGTACTARACCTAGTCTCCGGGATAACG

Q G W GG P I TY TZE:ZUPEDTLTUDG@URU?PYC

Fig. 2-3
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1810 1820 1830 1840 1850 1860
TGGCACTACGCGCCTCAACCGTGTGGTATTGTGCCCACGTTGCAGETGTGTGGCCCAGTA
ACCGTGATGCGCGGAGTTGGCACACCATAACACGGGTGCAACGTCCACACACCGGGTCAT

W BE Y A P Q P C G I VP TLQV C G P V

1870 1880 1890 1900 1910 1920
TACTGCTTCACCCCRAGTCCTGTTGCGGTGGGGACTACCGATCGTTTCGGTGCCCCTACA
ATGACGAAGTGGGGCTCAGGACAACGCCACCCCTGATGGCTAGCARAAGCCACGGGGATGT

Yy ¢ F T P S PV AV GTTUDI RT FGAU®PT

1930 1940 1850 1960 1970 1980
TACAGATGGGEGGECAAATGAGACGGACGTGCTGCTCCTTAACAACGCCGGGCCGLCGCAA
ATGTCTACCCCCCGTTTACTCTGCCTGCACGACGAGRAATTGTTGCGGCCCGELGELGTT

Y R W 6 AN ETD V L L L N NAGUP P Q

1990 2000 2010 2020 2030 2040
GGCAACTGGTTCGGLCTGTACATGGATGAATGGCACTGGGTTCACCAAGACATGTGGGGEGEC
CCGTTGACCAAGCCGACATGTACCTACTTACCGTGACCCAAGTGGTTCTGTACACCCCCG

G N W F G C T W M¥ N G T G F T K T C G G

) 2050 2060 2070 2080 2050 2100
CCCCCGTIGTAACATCGGEEEEGETCGGCAACAATACCTTGACCTGCCCCACGGACTGCTTC
GGGGGCACATTGTAGCCCCCCCAGCCGTTGTTATGGAACTGGACGGGETGCCTGACGAAG

P P C NI 66 GV GNNTL T CUP TDCTEF

2110 2120 2130 2140 2150 2160
CGAAAGCACCCCGGGGECCACTTACACCAAATGCGGTTCGGGGCCTTGGTTAACACCCAGG
GCTTTCGTGGEGCCCCEETGAATGTGETTTACGCCAAGCCCCGGAACCAATTGTGGGTCC

R X B P 66 A TY T X CG S G P W UL T P R

2170 2180 2190 2200 2210 2220
TGCTTAGTCGACTACCCGTACAGGCTCTGGLATTACCCCTGCACTGTCAACTTTACCATC
ACGAATCAGCTGATGGGCATGTCCGAGACCGTAATGGGGACGTGACAGTTGAAATGGTAG

¢ L v DY P Y RL WUBHBY ?» CT UV NV P TI

2230 2240 2250 2260 2270 2280
TTTAAGGTTAGGATGTACGTGGGGEGCGLGGAGCACAGGCTCGACGCCGCATGCAACTGG
AAATTCCAATCCTACATGCACCCCCCGCGLLTCGTGTCCGAGCTGCGGCGTACGTTGACC

F K V R MY V 6 G A £ BERL DA ATUCNW

- 2290 2300 2310 2320 . 2330 2340
ACTCGGGGAGAGCGTTGTGACCTGGAGGACAGGGATAGGTCAGAGCTTAGCCCGLTGCTG
TGAGCCCCTCTCGCAACACTGGACCTCCTGTCCCTATCCAGTCTCGAATCGGGCGACGAC

T R GG E R CDUL E DU RUDU R S EL S P L L

2350 2360 2370 2380 2390 2400
CTGTCTACAACAGAGTGGCAGGTACTGCCCTGTTCCTTCACAACCCTACCGGCTCTGTCC
GACAGATGTTGTCTCACCGTCCATGACGGGACAAGGAAGTGTTGGGATGGCCGAGACAGG

L § T T E W Q Vv L P C § #F T TUL P A L S

Fig. 2—4
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2410 2420 2430 2440 2450 2460
ACTGGTTTGATTCATCTCCATCAGAACATCGTGGACATACAATACCTGTACGGTATAGGS
TGACCAAACTAAGTAGAGGTAGTCTTGTAGCACCTGTATGTTATGGACATGCCATATCCC

T 6 L I E L B Q N I V D I Q YL Y G I G

2470 2480 2450 2500 2510 2520
TCGGCGETTGTCTCCTTTCCRATCAAATGGGAGTATATTGTGCTGCTCTTCCTTCTTICTG
AGCCGCCAACAGAGGAAACGCTAGTTTACCCTCATATAACACGACGAGAAGGAAGAAGAC

S AV vV s F A I XWUE Y I VL L F L L L

2530 2540 2550 2560 2570 2580
GCGGACGLCGCGCGETCTGCGCTTGCTTGTGGATGATGCTGCTGGTAGCGCAAGCCGAGGLC
CGCCTGCGCGCGCAGACGCGAACGAACACCTACTACGACGACCATCGCGTTCGGCTCCGS

A D A RV CQACTULW ¥ ¥ L L V A Q A E 2

2590 2600 2610 2620 2630 2640
GCCTTAGAGAACCTGGTGGTCCTCAATGCAGCGTCCGTGGCCGGAGCGCATGGCATTCTT
CGGAATCTCTTGGACCACCAGGAGTTACGTCGCAGGCACCGGCCTCGCGTACCGTAAGAA

AL E N L vV VL N A A SV A G A H G I L

2650 2560 2670 2680 2690 2700
TCCTTCATTGTGTTCTTCTGTGCTGCCTGGTACATCAAGGEGCAGGCTGETTCCCGGAGLG
AGGAAGTAACACAAGAAGACACGACGGACCATGTAGTTCCCGTCCGACCAAGGGCCTCGC

S ¥ I VvV F F C A A WY I XK GRUL V P G A

2710 2720 2730 2740 2750 2760
GCATACGCCCTCTATGGCGTATGGCCGCTGCTTCTGCTTCTGCTGGCGTTACCACCACGS
CGTATGCGGGAGATACCGCATACCGGCGACGAAGACGAAGACGACCGCAATGGETGGTGCC

A Y A L ¥ GV W ? L L L L L L AL P P R

2770 2780 2790 2800 2810 2820
GCGTACGCCATGGACCGGGAGATGGCCGCATCGTGCGRAGGCGCGGTTTITTGTAGGTCTG
CGCATGCGGTACCTGGCCCTCTACCGGCGTAGCACGCCTCCGCGCCAAAAACATCCAGAC

A Y A M DREMAAS CG GG AV F V G L

2830 2840 2850 2860 2870 2880
GTACTCTTGACCTTGTCACCACACTATAAAGTGTTCCTTGCCAGGTTCATATGGTGGCTA
CATGAGAACTGGAACAGTGGTGTGATATTTCACAAGGAACGGTCCAAGTATACCACCGAT

v L L T L S P B Y K V # L A R F I W W L

2890 2900 2910 2920 2930 2940
CAATATCTCATCACCAGAACCGAAGCGCATCTGCAAGTGTGGGTCCCCCCTCTCAACGTT
GTTATAGAGTAGTGGTCTTGGCTTCGCGTAGACGTTCACACCCAGGGGGGAGAGTTGCAA

Q Y L I T R T E A E L Q VW vV P P L NV

2950 2960 2970 2980 2990 3000
CGGGGGGGTCGCGATGCCATCATCCTCCTCACATGCGTGGTCCACCCAGAGCTAATCTTT
GCCCCCCCAGCGCTACGGTAGTAGGAGGAGTGTACGCACCAGGTGGGTCTCGATTAGAAA

R 6 G R DAI I L L T C UV V E P E L I F

Fig. 2—5
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3010 3020 3030 3040 3050 3060
GACATCACAAAATATITGCTCGCCATATTCGEGCCCGLTCATGETGCTCCAGGCCGGCATA
CTGTAGTGT T I TATAAACGAGCGGTATAAGCCGGGCGAGTACCACGAGGTCCGGCCGTAT

P I T X ¥ L L A I P G P L M V L Q A G I

3070 3080 3090 3100 3110 3120
ACTAGAGTGCCGTACTTICGTGCGCGLACAAGGELTCATTCGTGCATGCATGTTGGCGLGG
TGATCTCACGGCATGAAGCACGCGLGTGTTCCCGAGTAAGCACGTACGTACAACCGLGCC

T R vV P Y F V R A Q G L I R A CH UL A R

3130 3140 3150 3160 3170 3180
AAAGTCGTGGEGGEETCATTACGTCCAAATGGTCTTCATGAAGCTGGCCGCACTAGCAGGT
TTTCAGCACCCCCCAGTAATGCAGETTTACCAGAAGTACTTCGACCGGLGTGATCGTCCA

X vV VvV 6 6 E YV Q MV FM R L A AL A& G

3180 3200 3210 3220 3230 3240
ACGTACGTTTATGACCATCTTACTCCACTGCGAGATTGGGCTCACACGGGCTTACGAGAC
TGCATGCAAATACTGGTAGAATGAGGTGACGCTCTAACCCRAGTGTGCCCGAATGCTCTG

T ¥ v ¥ p E L T P L R DWAU EHBT®T GUL R D

3250 3260 3270 3280 3290 3300
CTTGCAGTGGCAGTAGAGCCCGTTGTCTTCTCTGACATGGAGACCAAAGTCATCACCTGG
GAACGTCACCGTCATCTCGGGCAACAGAAGAGACTGTACCTCTGGTTTCAGTAGTGGACC
L A V AV E PV V F S DM ETI RV I TW

3310 3320 3330 3340 3350 3360
GEGGCAGACACCGLGGCGTGLGEGGACATCATCTTGGCCCTGCCTGCTTCCGCCCGAAGG
CCCCGTCTGTGGCGCCGCACGCCCCTGTAGTAGAACCGGGACGGACGAAGGCGGGCTTCC

G A D T A ACG DI I L AL P A S A R R

3370 3380 3390 3400 3410 3420
GGGAAGGAGATACTTCTGGGACCGGCCGATAGTCTTGAAGGACAGGGGTGGCGACTCCTT
CCCTTCCTCTATGAAGACCCTGGCCGGCTATCAGAACTTCCTGTCCCCACCGCTGAGGAA

G XK E I L L 6 P A D S L E G Q G W R L L

3430 3440 3450 3460 3470 3480
GCGCCCATCACGGCCTACTCCCAACAAACGCGAGGCCTGCTTGGTTGCATCATCACTAGC
CGCGGGTAGTGCCGGATGAGGGTTGTTTGCGCTCCGGACGAACCAACGTAGTAGTGATCG

AP I TA Y S QQTRGULUL G C I I T S

3490 3500 3510 3520 3530 3540
CTTACAGGCCGGGACAAGAACCAGGTTGAGGGGGAGGTTCAAGTGGTTTCCACCGCAACA
GAATGTCCGGCCCTGTTCTTGGTCCAACTCCCCCTCCAAGTTCACCAAAGGTGGCGTTGT

L T G R D X NQ VE GE V Q VYV s T AT

3550 3560 3570 3580 3590 3600
CAATCTTTCCTGGCGACCTGCATCAATGGCGTGTGTTGGACTGTCTTCCACGGLGLCGGL
GTTAGAAAGGACCGCTGGACGTAGTTACCGCACACAACCTGACAGAAGGTGCCGLGGCCG

Q S F L ATC1I NGV C W T UV F EBE G A G
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3610 3620 3630 3640 3650 3660
TCAAAGACCCTAGCCGGCCCAAAGGGTCCAATCACCCAAATGTACACCAATGTAGACCAG
AGT T TCTGGRATCGGCCGGETTTCCCAGGTTAGTGGGTTTACATGTGGTTACATCTGGTC

S X T L A G P K G P I T Q M Y TNV D Q

3670 3680 3650 3700 3710 3720
GACCTTGTTGECTGGCCGECACCTCCTGGEGCGCGTTCCCTGACACCATGCACTTGELGGLE
CTGGAACAACCGEACCGGCCGTGRAGGACCCCGLGCAAGGGACTGTGGTACGTGAACGCCG

D L VvV G W P A PP G AR STIL T POCTOCG

3730 3740 3750 3760 3770 3780
TCCTCGGACCTTTACCTGGTCACGAGACATGCTGATGTCATTCCGETGCGCCGGLGEEET
AGGAGCCTGGAAATGGACCAGTGCTCTGTACGACTACAGTAAGGCCACGEGGLCGLCCCA

$ $ DL ¥ L VvV TR RUEBEADUVY I P V RRURG

3790 3800 3810 3820 3830 3840
GACGGTAGGGGGAGCCTACTCCCCCCCAGGTCTGTCTCCTACTTGAAGGGL TCCTCGGSET
CTGCCATCCCCCTCGRATGAGEGGGGEGTCCGRACAGAGGATGAACTTCCCGAGGAGCCCA

D G R G S LL ? PRPV S YL K G S s G

3850 3860 3870 3880 3890 3900
GGTCCACTGLCTCTGCCCTTCGGEGCACGCTGTCGGCATACTTCCGGCTGCTGTATGCACC
CCAGGTGACGAGACGGGAAGCCCCGTGCGACAGCCGTATGAAGGCCGACGACATACGTGG

G P L L € P § G HE AV GG I L P A AV CT

3910 3820 3930 3940 3950 3960
CGGGGEGTTGCCATGGCGETGGAATTCATACCCGTTGAGTCTATGGARACTACTATGCGG
GCCCCCCAACGGTACCGCCACCTTAAGTATGGGCAACTCAGATACCTTTGATGATACGLC

R GGV A ¥ AV EF I P V E S M E T T MR

3870 3980 3990 4000 4010 4020
TCTCCGGTCTTCACGGACAATCCGTCTCCCCCGGCTGTACCGCAGACATTCCAAGTGGLC
AGAGGCCAGAAGTGCCTGTTAGGCAGAGGGGGCCGACATGGLCGTCTGTAAGGTTCACCGG

S P V F T DNUP S P P A V P Q T TF Q V A

4030 4040 4050 4060 4070 4080
CACTTACACGCTCCCACCGGCAGCGGCAAGAGCACTAGGGTGCCGGCTGCATATGCAGCC
GTGAATGTGCGAGGGTGGCCGTCGCCGTTCTCGTGATCCCACGGCCGACGTATACGTCGG

E L E A P T G S G X S TR UV P A A Y A A

4090 4100 4110 4120 4130 4140
CAAGGGTACAAGGTGCTCGTCCTAAATCCGTCCGTCGCCGCCACCTTGGGTTTTGGGGCG
GTTCCCATGTTCCACGAGCAGGATTTAGGCAGGCAGCGGCGGTGGAACCCAAAACCCCGE

Q G Y K VL VL NP S V A ATULGT F G A

4150 4160 4170 4180 4190 4200
TATATGTCCAAGGCACATGGTATCGACCCCAACCTTAGAACTGGGGTAAGGACCATCACC
ATATACAGGETTCCGTGTACCATAGCTGGGGTTGGAATCTTGACCCCATTCCTGGTAGTGS

¥y ¥ s X A E G I b P N L RTGV R T I T

Fig. 2-7
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4210 4220 4230 4240 4250 4260
ACAGGTGCCCCTATCACATACTCCACCTATGGCAAGTTCCTTGCCGACGGTGGCGGLTCC
TETCCACGGGGATAGTGTATGAGGTGGATACCGTTCAAGGAACGGCTGCCACCGICGAGS
T @ A P I T YSTJYOGZ KT FTLADGGG S

4270 4280 4290 4300 4310 4320
GGGGGCGCCTATGACATCATAATGTGTGATGAGTGCCACTCAACTGACTCGACTACCATT
CCCCCGCGGATACTGTAGTATTACACACTACTCACGGTGAGTTGACTGAGCTGATGGTAA

6 G A Y DI I M cDZECHESTDSTTTI

4330 4340 4350 4360 4370 4380
TATGGCATCGGCACAGTCCTGGACCAAGCGGAGACGGCTGGAGCGCGGCTCGTGGTGCTC
ATACCGTAGCCGTGTCAGGACCTGGTTCGCCTCTGCCGACCTCGCGCCGAGCACCACGAG

v 6 T G ™™V LD OQA AZETAZ G ARTLYVVL
4390 4400 4410 4420 4430 4440
TCCACCGCTACGCCTCCGGGATCGGTCACCGTGCCACACCTCAATATCGAGGAGGTGGCC
AGGTGGCGATGCGGAGGCCCTAGCCAGTGGCACGGTGTGGAGTTATAGCTCCTCCACCGG
s T AT JP P G SV TV 9P EL NIZEZEV A

4450 4460 4470 4480 4490 4500
CTGTCTAATACTGGAGAGATCCCCTTCTACGGCAAAGCCATTCCCATCGAGGCTATCAAG
GACAGATTATGACCTCTCTAGGGGAAGATGCCGTTTCGGTAAGGGTAGCTCCGATAGTTC

., S N T GG E I P F Y G X A I P I E A I K

4510 4520 4530 4540 4550 4560
GGGGGAAGGCATCTCATTTTCTGCCATTCCAAGAAGAAGTGTGACGAACTCGCCGCAAAG
CCCCCTTCCGTAGAGTAAAAGACGGTAAGGTTCTTCTTCACACTGCTTGAGCGGCGTTTC

G G R E L I F C B 8§ K K K CDEULARATK

4570 4580 4590 4600 4610 4620
CTGTCAGGCCTCGGACTCAATGCCGTAGCGTATTACCGGGGTCTTGACGTGTCCGTCATA
GACAGTCCGGAGCCTGAGTTACGGCATCGCATAATGGCCCCAGAACTGCACAGGCAGTAT
L S G L 6 L N AV A Y Y RGUL DV s VI

4630 4640 4650 4660 4670 4680
CCGACCAGCGGAGACGTTGTTGTCGTGGCGACGGACGCTCTAATGACGGGCTTTACCGGL
GGCTGGTCGCCTCTGCAACAACAGCACCGCTGCCTGCGAGATTACTGCCCGARATGGCCG

P T S G DV V VvV VA TDA ATLMMTGT F TG

4690 4700 4710 4720 4730 4740
GACTTTGACTCAGTGATCGACTGTAATACGTGTGTCACCCAGACAGTCGATTTCAGCTTG
CTGAAACTGAGTCACTAGCTGACATTATGCACACAGTGGGTCTGTCAGCTAAAGTCGAAC

D F DSV I DCDNTITCVTOQTUVDTF S L

4750 4760 4770 4780 4790 4800
GACCCCACCTTCACCATTGAGACGACGACCGTGCCCCAAGACGCAGTGTCGCGCTCGCAG
CTGGGGTGGAAGTGGTAACTCTGCTGCTGGCACGGGGTTCTGCGTCACAGCGCGAGCGTC

D P T FTZIZETTTTUV?P?P QDAV S R § Q

Fig. 2-—8
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4810 4820 4830 4840 4850 4860
AGGCGAGGCAGGACTGGTAGGGGCAGGGCTGGCATATACAGETTTGTGACTCCAGEAGAA
TCCGCTCCGTCCTGACCATCCCCGTCCCGACCGTATATGTCCAAACACTGAGGTCCTCTT

R R G RT GRGT RAGTITYRTEUVTTP G E

4870 4880 48390 4900 4510 4920
CGELCCTCGEGCATGTTCGATTCTTCGGTCCTGETGTGAGTGTTATGACGC GGG TTGTGCG
GCCGGGAGCCCGTACAAGCTAAGAAGCCAGGACACACTCACAATACTGCGCCCAACACGE

R P § G ¥ F D S§ §8 vL. C EC Y DA G C A&

4930 4940 43950 4960 4970 4980
TGETACGAACTCACGCCCGCTGAGACCTCGGTTAGGTTGCGGGCGTACCTAAACACACCA
ACCATGCTTGAGTGCGGGCGACTCTGGAGCCAATCCAACGCCCGCATGGATTTGTGTGET

W Y ELTP®PAZETT SV RLRATYTILNTSZP

4990 5000 5010 5020 5030 5040
GGGTTECCCGTCTGCCAGGACCATCTGRAGTTCTCGRAGGGETGTCTTCACAGGCCTCACC
CCCAACGGGCAGACGGTCCTGGTAGACCTCAAGAGCCTCCCACAGAAGTGTCCGGAGTGGE

G L p VCQDE L =2 ¥F § EE GV P T 1L T

5050 5060 5070 5080 5050 5100
CACATAGATGCCCACTTCTTATCCCAGACTAAACAGGCAGEAGAGAACTTCCCCTACTTG
GTGTATCTACGGGTGAAGAATAGGGETCTGATTTGTCCGTCCTCTCTTGAAGGGGATGAAC

E I D A H 7L S Q@ T X Q A G E NTF P Y L

5110 5120 5130 5140 5150 5160
GTAGCATACCAGGCTACAGTGTGCGCCAGGGCTCAAGCCCCACCTCCATCGTGGGATGAA
CATCGTATGGTCCGATGTCACACGCGGTCCCGAGTTCGEEETCGGAGGTAGCACCCTACTT

v A Y Q A T V C A R A Q A ?» P P § W D E

5170 5180 51980 5200 5210 5220
ATGTGGAGGTGTCTCATACGGCTGAAACCTACGCTGCACGGGCCRAACACCCCTGCTGTAT
TACACCTCCACAGAGTATGCCGACTTTGGATGCGACGTGLCCEGETTGTGGGGACGACATA

M WR CL I RLT X P 7T L B G P TP L L Y

5230 5240 5250 5260 5270 5280
AGGTTAGGAGCCGTCCAAAATGAGGTCACCCTCACACACCCCATAACCAAATTCATCATG
TCCAATCCTCGGCAGGTTTTACTCCAGTGGGAGTGTGTGGGGTATTGGTTTAAGTAGTAC

R L G AV Q N E VvV TUL TH P I T X ¢ I M

5250 5300 5310 5320 5330 5340
ACATGTATGTCGGCTGACCTGGAGGTCGTCACCAGCACCTGGGTGCTGGTAGGCGGAGTC
TGTACATACAGCCGACTGGACCTCCAGCAGTGGTCGTGGACCCACGACCATCCGCCTCAG

T ¢ M S A DL E V VvV T?T S TW VL V G GV

5350 5360 5370 5380 5390 5400
CTCGCAGCTCTGGCCGCGTACTGCCTGACAACAGGCAGCGTGGTCATTGTGGGCAGGATC
GAGCGTCGAGACCGGCGCATGACGGACTGTTGTCCGTCGCACCAGTAACACCCGTCCTAG

L A AL A AYCUL T T G S VvV V I V G R I

Fig. 2-9
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OSTERREICHISCHES PATENTAMT
Ausgegeben 25. 5.1999

Blatt 11

5410 5420 5430 5440 5450 5460
ATCCTGTCCGGGAAGCCGECTATCATCCCCGATAGGGAAGTTCTCTACCAGGAGTTCGAC
TAGGACAGGCCCTTCGGCCGATAGTAGGGGCTATCCCTTCAAGAGATGETCCTCAAGETG

1 L S G R P A I I P DRTETVTEITZYGQTETF D

5470 5480 5490 5500 5510 5520
GAGATGGAGGAGTGTGCCTCACACCTCCCTTACTTCGAACAGGGAATGCAGCTCGCCGAG
CTCTACCTCCTCACACGGAGTGTGGAGGGAATGAAGCTTGTCCCTTACGTCGAGCGELTC

ZE M EE C A S EL P ¥ F E Q G M Q L a E

5530 5540 5550 5560 5570 5580
CAATTCAAACAGAAGGCGCTCGGGTTGCTGCAAACAGCCACCAAGCAGGCGGAGGCTGET
GTTAAGTTTGTCTTCCGCGAGCCCAACGACG T I TGTCGETGETTCGTCCGCCTCCGACEA

Q F K Q KALGTUILTZLOQTA ATT RT QA ATERAA

5550 5600 5610 5620 5630 5640
GCTCCCGTGETGRAGTCCAAGTGGCGAGCCCTTGAGACCTTCTGEGGCGAAGCACATGTGG
CGAGGGECACCACCTCAGGTTCACCGLCTCGGGAACTCTGGAAGACCCGCTTCGTGTACACC

A P VYV 2 S K WRAULET TV FW AU X E M W

5650 5660 5670 5680 5690 5700
AACTTCATTAGTGGGATACAGTACTTGGCAGECTTGTCCACTCTGCCTGGGAACCCCGLA
TTCAAGTAATCACCCTATGTCATGAACCGTCCGAACAGGTGAGACGGACCCTTGGGGLGT

¥ ¥ I $S 6 I Q ¥ L A G L § T L 2 G N » A

5710 5720 5730 57490 5750 5760
ATACGATCACCGATGGCATTCACAGCCTCCATCACCAGCCCGCTCACCACCCAGCATACC
TATGCTAGTGGCTACCGTAAGTGTCGEAGGTAGTGGTCGGGCGAGTGETGGGTCGTATGG

I R S P M A F T A S I TS ?PL TTOQET

5770 5780 5790 5800 5810 5820
CTCTTGTTTAACATCTTGGGGGGATGGGTGGCTGCCCAACTCGCCCCCCCCAGLGLTGLC
GAGAACAAATTGTAGAACCCCCCTACCCACCGACGGGTTGAGCGGGGEEEGTCGCGACGG

L L F N I L G G W VvV A A Q L A 2 P S A A

5830 5840 5850 5860 5870 5880
TCAGCTTTCGTGGGCGCCGGCATCGCTGGAGCCGCTGTTGGCACGATAGGCCTTGGGAAG
AGTCGARAGCACCCGCGGCCGTAGCGACCTCGGCGACAACCGTGCTATCCGGAACCCTTC

S A F V GA GIAGAA AUV GG T I G L G K

5890 5900 5910 5520 . 5930 5940
GTGCTTGTGGACATTCTGGCAGGTTATGGAGCAGGGGTGGLGGGCGCACTTGTGGCCTTT
CACGAACACCTGTAAGACCGTCCAATACCTCGTCCCCACCGCCCGCGTGAACACCGGARA

v 5.V DIULAGY G- ARGV AGA AUL V AT

5950 5960 5970 5980 5950 6000
AAGATCATGAGCGGCGAGATGCCTTCAGCCGAGSACATGGTCAACTTACTCCCTGCCATC
TTCTAGTACTCGCCGCTCTACGGAAGTCGGCTCCTGTACCAGTTGAATGAGGGACGGTAG

X I ¥ S G E M P S A £ D MV N L L P A I

Fig. 2-10
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6010 6020 6030 6040 6050 6060
CTTTCTCCCGGTGCCCTGGTCGTCGGGATTGTGTGTGCAGCAATACTGCGTCGGCATGTG
GAAAGAGGGCCACGGGACCAGCAGCCCTAACACACACGTCGTTATGACGCAGCCGTACAC

L §S P 6 A L VvV V G I VvV C A A I L R R EHB V

6070 6080 6080 6100 6110 6120
GGCCCAGGGGAAGGGGCTGTGCAGTGGATGAACCGGCTGATAGCGTTCGCCTCGCGGGGT
CCGGGTCCCCTTCCCCGACACGTCACCTACTTGGCCGACTATCGCAAGCGGAGCGCCCCA

G P G E G A V Q@ W ¥ NRTILI A F A S R G

6130 6140 6150 6160 6170 6180
AACCACGTCTCCCCCAGGCACTATGTGCCAGAGAGCGAGCCTGCAGCGCGTGTTACCCAG
TTGGTGCAGAGGGGGTCCGTGATACACGGTCTCTCGCTCGGACGTCGCGCACAATGGGTC

XN E VYV S P REY VP E S EP A A RV T Q

6150 6200 6210 6220 6230 6240
ATCCTTTCCAGCCTCACCATCACTCAGCTGTTGAAGAGACTCCACCAGTGGATTAATGAG
TAGGAAAGGTCGGAGTGGTAGTGAGTCGACAACTTCTCTGAGGTGGTCACCTAATTACTC

T L §8 §S L TITOQQOLZL XK RTILHEH Q W I N E
6250 6260 6270 6280 6290. 6300
GACTGCTCTACGCCATGCTCCAGCTCGTGGCTAAGGGAGATTTGGGACTGGATCTGCACG
CTGACGAGATGCGGTACGAGGTCGAGCACCGATTCCCTCTAAACCCTGACCTAGACGTGC
D C S TP C S S S8 WL RZETIMWDWTI'C T

6310 6320 6330 6340 6350 6360
GTGTTGACTGACTTCAAGACCTGGCTCCAGTCCAAGCTCCTGCCGCGATTACCGGRGAGTC
CACAACTGACTGAAGTTCTGGACCGAGGTCAGGTTCGAGGACGGCGCTAATGGCCCTCAG

v o TDT FJXTWULQ S XL L PRTILZPGYUV

6370 6380 6390 6400 6410 6420
CCTTTTTTCTCATGCCAACGCGGGTATAAGGGAGTCTGGCGGEGGGACGGCATCATGCAC
GGAAAAAAGAGTACGGTTGCGCCCATATTCCCTCAGACCGCCCCCCTGCCGTAGTACGTG

P F F S CQRG Y X GV W RGD G I ¥ E

6430 6440 6450 6460 6470 6480
ACCACCTGCCCATGCGGAGCACAGATCACCGGACACGTCAAAAACGGTTCCATGAGGATC
TGGTGGACGGGTACGCCTCGTGTCTAGTGGCCTGTGCAGTTTTTGCCAAGGTACTCCTAG

T » ¢ P C G A QI TGV KDNG S MR I

64950 6500 6510 6520 . 6530 6540
GTTGGGCCTAAAACCTGCAGCAACACGTGGTACGGGACATTCCCCATCAACGCGTACACC
CAACCCGGATTTTGGACGTCGTTGTGCACCATGCCCTGTAAGGGGTAGTTGCGCATGTGG

v G PP R T C § N T W Y G TTFU©PINATITT

6550 6560 6570 6380 6590 6600

' ACGGGCCCCTGCACACCCTCCCCGGCGCCAAACTATTCCAAGGCATTGTGGAGAGTGGCC
TGCCCGGGGACGTGTGGGAGGGGCCGCGGTTTGATAAGGTTCCGTAACACCTCTCACCGG
T G P ¢C T P S P A P N Y S K A L W R V A

Fig. 2—11
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- 6610 6620 6630 6640 6650 6660
GCTGAGGAGTACGTGGAGSTCACGCEGGTGSIAGATTITCACTACGTGACGGGCATGACS
CeACTCOTCATGCACCTCCAGTGCGCCCACCSTCTAAMAGTGATGCACTGCCCGTACTGS
A2 E Y vVEVvVTRYGDTFETYUVTG M T

6670 6680 6650 6700 6710 6720
ACTGACAACGTGAAGTGTCCATGCCAGSTTCCGGCCCCCGAATTCTTCACGGAGGTGGAT
TGACTGTTGECACTTCACAGETACGGTCCAAGGCCGGEGEC TTAAGAAGTGCCTCCACCTA

T D NV X CP CQUV?P®a?P?»EFTFTETVD

6730 6740 6750 6760 6770 6780
CGAGTGCGETTGCACAGGTACGCTCCGECGTGCAGACCTCTCCTACGGGAGGAGGTCGTA
CCTCACGCCAACGTGTCCATGCGAGGICECACGTCTGGAGAGEATGCCCTCCT L CAGCAT

¢ v R LERTGYA AZPACRTPTILILRTETETYV

6790 6800 6810 6820 6830 6840
TTCCAGGTCGEECTCCACCAGTACCTGGTCGGETCACAGCTCCCATGCGAGCCCGAACCG
AAGGTCCAGCCCGAGGTGGTCATGGACCAGCCCAGTGTCGAGGGTACGLTCGGELTTGGEE

T g v G L EQ YLV GGS QL P CEPETP
6850 6860 6870 6880 6890 6900
GATGTAGCAGTGCTCACTTCCATGCTCACTGACCCCTCCCACATTACAGCAGAGACGSCT
CTACATCGTCACGAGTGAAGGTACGAGTGACTGGGEGAGESTGTAATGTCGTCTCTGCCGA
D V A VvV L T S M L TDUP? S8 EI TAET A

6510 6920 6330 6940 63950 6960
AAGCGTAGGCTGGCCAGEGEGTCTCCCCCCTCCTTGEICAGCTCTTCAGCTAGCCAGTTG
TTCECATCCGACCGETCCCCCAGAGGGGGGAGGAACCGGTCGAGAAGTCGATCGGTCAAC

X R R L ARG S ? 2 § L A S S8 S A S QL

6970 6980 6590 7000 7010 7020
TCTGCGCCTTCCTTGAAGGCGACATGCACTACCCATCATGACTCCCCGGACGCTGACCTC
AGACGCGGAAGGAACTTCCGCTGTACGTGATGGGTAGTACTGAGGEECCTGCGACTGGAG

S A » S L XK A TCTOTTH HEDSPODATDL

7030 7040 7050 7060 7070 7080
ATTGAGGCCAACCTCTTGTGGCGGCAAGAGATGGGCGGGAACATCACCCGCGTGGAGTCA
MAACTCCGGTTGEAGAACACCGCCGTTCTCTACCCGCCCTTGTAGTGGGCGCACCTCAGT

I £E A NL L WRQEZ M G G NI TRV E S

7080 7100 7110 7120 7130 7140
GAGMATAAGGTGGTAATCCTGGACTCTTTCGACCCGTTCCGAGCGGAGGATGATGAGEGES
CTCTTATTCCACCATTAGGACCTGAGAAAGCTGGGCGAGGCTCGCCTCCTACTACTCCCC

Z N K VvV VvV I L bp S F D P L R A E DD E G

7150 7160 7170 7180 7190 7200
GAAATATCCGTTCCGGCGGAGATCCTGCGGAAATCCAGGAAATTCCCCCCAGCGCTGCCC
CTTTATAGGCAAGGCCGCCTCTAGGACGCCTTTAGGTCCTTTAAGGGGGGTCGCGACGGG

r I S v P A E I L R X S R X £ ? P A L P
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- 7210 7220 7230 7240 7250 7260
ATATGGEGOGCCGICGEATTACAACCCTCCGITGCTAGAGTCCTGEGAAGGACCCGGACTAC
TATACCCGOGECGECCTAATG T IGGRAGECGACGATCTCAGEACCTTCCTGGGCCTGATG
I w A P P D Y ¥ P P L L E § W K D P D ¥

7270 7280 7280 7300 7310 7320
GTTCCTCCGGTGGTACACGGETGCCCGTTGECGLCCACCAAGGTCCCTCCAATACCACCT
CAAGGAGGCCACCATGTGCCCACGGGCAACGELGGETGGTTCCGGGGAGGTTATGGETGSEA

v P P vV VvV E G C P L P2 P T K A P P I P P

7330 7340 7350 7360 7370 7380
CCACGGAGGAAGAGGACGETTGTCCTGACAGAATCCACCGTGTCTTCTGCCTTGGLGGAG
GGTGLCTCCTTCTCCTGCCAACAGRACTGTCTTAGGTGECACAGAAGACGGAACCGLCTC

P R R XK R TVVL T E S TV S s AL A E

7390 7400 7410 7429 7430 7440
CTCGCTACTAAGACCTTCGGTAGCTCCGRATCGTCGGCCATCGACAGCGETACGELGACC
GAGCGATGATTCTGGAAGCCGTCGAGGCCTAGCAGCCEETAGCTGTCGLCATGCCGLTGG

L A T K T ? G § S G S s A I D S G TZ AT

7450 7460 747C 7480 7490 7500
GCCCCTCCTGACCAAGCCTCCGGETGACGGCCACAGAGAGTCCGACGTTGAGTCGTTCTCC
CGEGRAGGACTGGETTCGRAGGLCCACTGLCGETGTCTCTCAGELTGCAACTCAGCAAGAGG

A P P D Q A S G D G D2 R =2 S D VvV E s ©r s

7310 7520 7330 7540 7550 7560
TCCATGCCCCCCCTTCAGGRAGAGCCGEGEEEACCCCGATCTCAGCGACGGATCTTGETCC
AGGTACGGGEGEGAACTCCCTCTCGGLCCCCTGEEELTAGAGTCGLETGCCTAGAACCAGG

S M » P L E G E2E 2 G D ? DL 8 D G § W 8§

7570 7580 7580 7600 7610 7620
ACCGTGAGCGAGGAGGCTAGTGAGGACGTCETCTGCTGTTCGATGTCCTACACATGRACA
TGGCACTCGCTCCTCCGATCACTCCTGLAGCAGACGACAAGCTACAGGATGTGTACCTGT

T v §S E E A S E D V vV € C s M s ¥ T W T

7630 7640 7650 7660 7670 7680
GGCGCCCTGATCACGLCATGCGCTGCGRAGGAAAGCAAGTTGCCCATCAACCCGTTGAGT
CCGCGGRACTAGTGCGETACGCGACGCCTCCTTTCGTTCAACGGGTAGTTGGGCAACTCG

G A L I T P C A AT E S X L P I N P L S

7690 7700 7710 o320 . 7730 7740
AATTCTTTGCTACGTCACCACAACATGGTCTATGCTACAACATCCCGCAGCGCAGSLCTG
TTAAGAAACGATGCAGTGGTGTTGTACCAGATACGATGTTGTAGGGCGTCGCGTCCGRAL

N S L L R E B N M VvV Y A T T S R § A G L

7750 7760 7770 7780 7790 7800
CGGCAGAAGAAGGTCACCTTTGACAGACTGCAAGTCCTGGACGACCACTACCGGGACGTG
GCCGTC T IC T TCCAGTGGAAACTGTCTGACGTTCAGGACCTGCTGGTGATGGCCCTGEAC

R Q K X V T F DR L Q VL DDZH YR DUV

Fig. 2-13
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7810 7820 7830 7840 7850 78860

CTTAAGGAGATGARAGESGAA GCGTCCACAGTTAAGGCTAAACTTCTATCTGTAGAAGAA
GAATTCC”’”ACTTCCGCTTCCGCAGGTGTCAATTCCGATTTGAAGATAGACATCTTCTT

- o

7 X E M X A X A s TV X A R L L s V E E
7870 7880 7890 7900 7910 7920
GCCTGCAAACTGACGCCCCCACATTCGGCCAAATCCAAATTTGGCTACGGGGCGAAGGAC
CGGACGTTTGACTGCGGGGGTGTAAGCCGGTTTAGGTTTAAACCGATGCCCCGCTTCCTG
A ¢c X L TP P E S A K S X F G ¥Y G A K D

7930 7940 7950 7960 7970 7980
GTCCGGAGCCTATCCAGCAGGGCCGTTACCCACATCCGCTCCGTGTGGAAGGACCTGCTG
CAGGCCTCGGATAGGTCGTCCCGGCAATGGGTGTAGGCGAGGCACACCTTCCTGGACGAC

v R S L § S R A VT HEIR S vV W X D L L

792Q 8000 8010 8020 8030 8040
GAAGACACTGAAACACCAATTAGCACTACCATCATGGCAAAAAATGAGGTTTTCTGTGTC
CTTCTGTGACTTTGTGGTTAATCGTGATGGTAGTACCGTTTTTTACTCCAAAAGACACAG

c Vv

= p T 2 T P I S§ T T I ¥ A X N T V 7

8050 8060 8070 8080 8050 8100
CAACCAGAGAAGGGAGGCCGCAAGCCAGCTCGCCTTATCGTGTTCCCAGATCTGGGAGTT
GTTGGTCTCTTCCCTCCGGCGTTCGGTCGAGCGGAATAGCACAAGGGTCTAGACCCTCAA

Q P £E R G G R X 2 a R L I v ¥ P DL GV

8110 8120 8130 8140 8150 8160
CGTGTAIGCGAGAAGATGGCCCTTTATGACGTGGTCTCCACCCTTCCTCAGGCCGTGATG
GCACATACGCTCTTCTACCGGGAAATACTGCACCAGAGGTGGGAAGGAGTCCGGCACTAC

R v ¢ £E R ¥ A L YD VYV S TULY? Q A V M

8170 glz2 8190 8200 8210 8220
GGCTCCTCATACGGATTCCAGTACTCTCCTAAGCAGCGGGTCGAGTTCCTGGTGAATACC
CCGAGGAGTATGCCTAAGGTCATGAGAGGATTCGTCGCCCAGCTCAAGGACCACTTATGG

G S S ¥ G F Q ¥Y s ? X Q R V E F L VvV ¥ T

8230 8240 8250 8260 8270 8280
TGGAAATCAAAGAAATGCCCCATGGGCTTCTCATATGACACCCGCTGTTTTGACTCAACG
ACCTTTAGTTTCTTTACGGGGTACCCSAAGAGTATACTGTGGGCGACAAAACTGAGTTGC

W R S K X ¢ P M G 7 s ¥ D T R ¢ P D S T

8290 8300 8310 8320 8330 8340
GTCACTGAGAATGACATCCGTGTTGAGGAGTCAATTTACCAATGTTGTGACTTGGCCCCC
CAGTGACTCTTACTGTAGGCACAACTCCTCAGTTAAATGGTTACAACACTGAACCGGGGG

v T E N D I R V E E S I Y Q@ C ¢ D L AP

8350 8360 8370 8380 8350 8400
GAAGCCAAACTGGCCATAAAGTCGCTCACAGAGCGGCTCTATATCGGGGGTCCCCTGACT
CTTCGGTTTGACCGGTATTTCAGCGAGTGTCTCGCCGAGATATAGCCCCCAGGGGACTGA

= A X L A I R S 7T = R UL Y I G GFP L T
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8410 8420 8430 8440 8450 8460
AATTCAAAAGGGCAGAACTGCGGTTACCGLCGGTGCCELGLGAGCGGIGTGCTGACGACT
TTAAGTTTTCCCGTCTTGACGCCAATGGCGGLCCACGGELGCGLTCGCCGCACGACTGLTGA

N §$S X G @ NC G YR RGCRAS GV L TT

8470 8480 8430 8500 8510 8520
AGCTGCGGTAATACCCTCACATGTTACCTGAAAGCCACTGCGECCTGTCGAGCTGCGAAG
TCGACGCCATTATGGGAGTGTACAATGGACTTTCGETGACGCCGGACAGCTCGACGLCTTC

$ ¢ G N T L TOCUYZL X A T™AATCRUBAAK

8530 8540 8550 8560 8570 8580
CTCCGGGACTGCACGATGC TCGTGAACGGAGACGACCTTGTCGTTATCTGTGARAAGCGLG
GAGGCCCTGACGTGCTACGAGTACTTGCCTCTGC TGGAACAGCAATAGACACTTTCGCGS

L R D CT ML V NG D DL V VvV I CE S A

85989 8600 8610 8620 8630 8640
GGAACCCAAGAGGATGCGCGCGAGCCTACGAGTCTTCACGGAGGCTATGACTAGGTACTCT
CCTIGGETTCTCCTACGCCGCTCGGATGCTCAGAAGTGCCTCCGATACTGATCCATGAGA

G T Q E D A A S L RV F TEAHMH TR Y S

86350 8660 8670 8680 8650 8700
GCCCCCCCTGEGGACCCGLCCTCAACCGRAATACGACTTGGAGTTGATAACATCATGTTCC
CCGEGGERACCCCTGGGCGCAGTTGGCCTTATGCTGAACCTCAACTATTGTAGTACAAGG

A ? P G D ? P Q P £E ¥ DL E L I T 8 C s

8710 8720 8730 8740 8750 8760
TCCAATGTGTCGETCGCACACGATGCATCTGGTAAAAGGETGTACTACCTCACCCGTGAC
AGGTTACACAGCCAGCGTGTGCTACGTAGACCATTTTCCCACATGATGGAGTGGGCACTG

S NV § VvV A E D AS G K RV Y ¥ L T R D

8770 8780 8790 8800 8810 8820
CCTACCACCCCCCTTGCACGEGCTGCGTGGGAGACAGCTAGACACACTCCAGTCAACTCC
GGATGGTGGGGGGAACGTGCCCGACGCACCCTCTGTCGATCTGTGTGAGGTCAGTTGAGS

P T 7T P L A R A AWETA AU RIETU®PV N S

8830 8840 8850 8860 8870 8880
TGGCTAGGCAACATCATCATGTATGCGCCCACCTTATGGGCAAGGATGATTCTGATGACT
ACCGATCCGTTGTAGTAGTACATACGCGGGTGGAATACCCGTTCCTACTAAGACTACTGA

W L ¢ N I I M ¥ A P T L W A R M I L M T

8890 8500 8910 8920 8930 8940
CATTTCTTCTCCATCCTTCTAGCTCAGGAGCAACTTGAAAAAACCCTAGATTGTCAGATC
GTAAAGAAGAGGTAGGAAGATCGAGTCCTCGTTGAACTTTTTTGGGATCTAACAGTCTAG

g r ¥ § I L L A QE QL E K TTULDCNOGQTI

83950 8960 8570 8980 8950 9000
TACGGGGCCTGTTACTCCATTGAACCACTTGATCTACCTCAGATCATTGAGCGACTCCAT
ATGCCCCGGACAATGAGGTAACTTGGTGAACTAGATGGAGTCTAGTAACTCGCTGAGGTA

¥y G ACY s I EPL DL P Q I I E R L H
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OSTERREICHISCHES PATENTAMT
Ausgegeben 25. 5.1999

Blatt 17

8010 9020 8030 9040 9050 9060
GGTCTTAGCGCATTITCACTCCATAGTTACTCTCCAGGCGAGATCAATAGGGTGGCTTCA
CCAGAATCCCGTAAAAGTGAGGTATCAATGAGAGGTCCGCTCTAGTTATCCCACCGAAGT

G L § A F?F &£ L B 8 ¥ s P ¢ EI NRY A s

9070 $080 8080 9100 9110 9120
TGCCTCAGAAAACTTGGGGTACCACCCTTGCGAGCCTGGAGACATCGGGCCAGAAGTETC
ACGGAGTCTTITGAACCCCATGGTGGGAACGCTCGGACCTCTGTAGCCCGGTCTTCACAG

C L RXL GV PPLRAUWRIETRARSY

9130 9140 9150 9160 8170 - 8180
CGCGCTAAGCTACTGTCCCAGGGGGGRAGGECCGCCACTTGTGGCAAGTACCTCTTCAAC
GCGCGATTCGATGACAGGGTCCCCCCCTCCCEGCGGTGAACACCGTTCATGGAGAAGTTG

R A X L L, $ Q 6 GG R A A T CG X VY L F X

9190 9200 2210 9220 2230 9240
TGGGCGGTGAGGACCAAGCTCAAACTCACTCCAATCCCAGCCGCETCCCGGTTGGACTTG
ACCCGCCACTCCTGGTTCGAGTTTGAGTGAGSTTAGGGTCGGCGCACGGCCAACCTGAAC

W A VvV R T KL X L T” ?» I PA A S PR'L DL

9250 9260 9270 9280 9250 9300
TCCGGCTGGTTCGTTGCTGGTTACAGCGGGGGAGACATATATCACAGCCTGTCTCGTGEC
AGCCCGACCAAGCAACGACCAATGTCGCCCCCTCTGTATATAGTGTCGGACAGAGCACGE

§ 6 W F V A 6 ¥ §$ GG D I Y H S L S R A

9310 9320 8330 9340 5350 9360
CGACCCCGCTGGTTCATGTTGTGCCTACTCCTACTTTCCCTGGGGGTAGGCATCTACCTG
GCTGGGGCGACCAAGTACAACACGGATCGAGCATGAAAGGCACCCCCATCCGTAGATGGAC

R PRWPF XL CLULIL L L SV GV G I ¥ L

9370 9380 9390 9400 9410 9420
CTCCCCAACCGATGAATGGGGAGCTAAACACTCCAGGCCAATAGGCCCTTTCTCTTTTTT
GAGGGGTTGGCTACTTACCCCTCGAT T TG TGAGCTCCGGTTATCCGGCAAAGAGAAAAAA

L P N R ’

9430 9440 9450 " 9460 9470
TTTTTITTT T I T I T T T T T T Y T T T Y T T T T T T M T T T T M T T T T P T T TTTT
AAAAAADAAAAAAAAAAAAAA A AAAANARAAAAAAAAAAAAAAAAAADAAAAA
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Name des c¢DNA

Position in der KHCV-LBC1

Klons (Nucleotidnummer)
KHCV 426 von 301 pijg 726
KHCY 652 von 3928 pjg 4563
KHCV 403 von 6649 bis 7050
KHCV 752 von 3208 bis 3960
KHCV 675 . von 4264 bis 4938
KHCV 240 . von 616 bis 855 )
KHCV 513 von 814 bis 1326
KHCY 810 von 1201 bis 2016
KHCV 798 von 1945 bis 2742
KHCY 932 von 6892 bis 7823
KHCV 496 von 7642 bis 8136
KHCV 847 von 7968 bis 8814
KHCV 4384 von 8722 pig 9216
KHCY §70 von 2686 pigs 3300
KHCV 1774 von 4904 pjs 6677
KHCVY 266 von 9160 bjs 9472

KHCV 366

von fbis366
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C12N 5/12, CO7K 16/08,

GOIN 33/577, A61K 39/29

Blatt 19

1 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 S000(bp’

1 1 1 1 1 = ! 5 X 1

ic|E [Ns:i|Ns2] Ns

\\\\\

Ci2p 21/08,

Sexment | - |

JTFRERT 3" Ende Iy ASLY A 33 iSS :SZEndJ Gesam
Subtvrpe [
KHCY-L3Cl 100 § 100y -i0G| 100 { 100 { 1GO 100 | 100 100 100

{

HCPT-CHIRON | £3.2 |©0.4{73.8(72.9 }72.0 |79.1 /78.3 {83.3 | 81.6 78.3
JHCY-NC! 99.4 }196.0/90.4(35.5 }88.7 |{S0.5 {90.0 |93.C 93.6 80.9
JHCY-0SAXA 100 |S6.3)89.11(85.0 |86.3 |90.3 {90.5 |93.: 91.7 90.9
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Ausgegeben 25. 5.1999
C12N 5/12, CO7K 16/68, C12p 21/68,
Blatt 20 GBIN 33/577, A61K 38/29
1 500 1000 1500 2000 2500 300C (Aminosduren)
| ] ] | | ! |
PIC }E NS1|NS2Z2 NS 3 NS 4 NS5 ++

AN

AN

C T {HSL | X¥S2 | us3 | xs4 | MSS 3es,amtl

gHCY-LEC1 100 .| 100 ; 100 100 160 100 100 100
HCPT-CHIRON 95.3178.3{78.2 { 74.7 | 8.0 | 886.7 | 84.8 94.2
JHCY-HC] 06.3191.9/36.6 | 92.4 j S3.5 | G4.0 | €5.5 83.3

JHCY-05AKA 96.9129.5185.0 | 87.7 | 94.1 | S4.9 | 835.6 a3.¢C
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5.1999

Ausgegeben

Blatt 21

KHCV366
HCPT-CHIRON
SHCV-NCI

KHCV356
HCPT-CHIRON
JHCV-NCI

KHCV3ES
ECPT-CHIRON
JHCV-1CI

RHEV3SS
HCPT-CHIRON
SECV-NCI

AHCV360
HCPT-CHIRON
JHCV-NCI

25.

[ o

61
60
48

121
120
108

241
240
223

301
300
283

Patentschrift Nr. AT 465 053 B

Int. CL.® : C12N 15/51
C12N 5/12, CO7K 16/08, C12P 21/68,
GO1N 33/577, AG61K 39/29

gGCCAGCCCCCgaTTGGGGGCGACACTCCACCATAGATCACTCCCCTGTGAGGAACTACT

GCCAGCCCCCtgaTGGGGGCGACACTCCACCATqaATCACTCCCCTGTCAGGAACTACT
TTGGGGGCGACACTCCACCATAGATCACTCCCCTGTGAGGAACTACT

GTCTTCACGCAGAAAGCGTCTAGCCATGGCSTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGA
GTCTTCACGCAGAAAGCGTCTAGCCATGGCGTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGA
GTCTTCACGCAGAAAGCGTCTAGCCATGGCGTTAGTATGAGTGTtGTGCAGCCTCCAGGA

CCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGSTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCA
CCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCA
CCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCA

GGACGACCGGGTCCTTTCTTGGATCAA CCGCTCIATCLCTGSAGATTIGSCIGTGLECCC
GGACGACCGGGTCCTTTCTTCGATCAACCCSCTCAATGCCTGGAGATTTGGCCGTGCCCC

Yt tetoleld

GGACGACCGGGTCCTTTETTIGCGATCAACGCGCTCA TGCCTIGGAGATITSESESTGLCCC

CCCGBGACTCCTACCCGEGTACTGTTGSGTCGCGAAAGGCCTTGTGGTACTCCCTCATAG
CGCaAGACTGCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCGCGAAAGGCC?TGTGGTACTGCCTGATAG
CGCCAGACTGCTAGCCSEGTAGTCTTGGGTCGCGAAACGCCTTGTCGTACTGCCTCATAG

GCTGCTTGCGAGTGCCCCGGGAGGTCTCGTAGACCGTGCACCATGAGCACGFATCCTAAA
GGTCCTTCCGAGTGCCCGCCCAGGTCTCGTRGACCGTGCACCATGAGCACGAATCCTAAA
CGTCCTTCCGAGTCCCCCCGGACGTC{CGTACACCCTGCAtCATGAGCACaAATCCTAAA
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10 20 30 40 50 60

| | |
CTCTTTACCCTGTCACCACACTACAAAGTGTTCCTCGCTAGGCTCATATGGTGGTTACAG
LeuPheThrLeuSerProEisTyrLysValPheLeuAlaArgleulleTrpTrpleuGln

70 80 90 100 110 120
| | [ |
TATTTTATCACCAGGGCCGAAGCGCACCTGCAAGTGTGGATCCCCCCCCTCAACGTTCGG

TerheIleThrArgAlaGluAlaHisLeuGanalTrpIleProProLeuAanalArg

30 140 150 160 170 180

[

| | |
GGGGGCCGCGATGCCATCATCCTCCTCACGTGTGCGGTCCACTCAGAGCTGATTTTTGAC
GlyGlyArgAspAlaIleIleLeuLeuThrCysAlaValHisSerGluLeuIlePheASp
190 200 210 220 230 240
|
ATCACCAAGATCTTGCTCGCCATACTTGGTCCGCTCATGGTACTCCAGGCTGGCCTAACC
IleThrLysIleLeuLeuAlaIleLeuGlyProLeuMETValLeuGlnAlaGIyLeuThr
250 260 270

|
AGAGTGCCGTACTTTGTCAGCGCTCAAGGGCTCATCC
ArgvValProTyrPheValSerAlaGlnGlyLeulle
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10 20 30 40 50 60

| l |
CTCTTGACCTTGTCACCATACTATAAAGTGTTCCTCGCTAGGCTCATATGGTGGTTGCAA
LeuLeuThrLeuserProTererysValPheLeuAlaArgLeuIleTrpTrpLeuGln
70 80 9? 100 ll? 120

| ! | v

TATTTTATCACCAGAGCCGAGGCGCACTTGCAAGTGTGGATCCCCCCTCTCAACGTCCGG
TerheIleThrArgAlaGluAlaHisLeuGanalTrleeProProLeuAanalArg
130 140 150 160 170 130

| I
GGAGGCCGTGATGCAATCATCCTCCTGGCGTGTGCGGTCCACCCAGAGCCGATCTTTGAC
GlyGlyArgAspAlaIleIleLeuLeuAlaCysAlaValHisProGluProIlePheAsp
180 200 210 220 230 240

| I |
ATCACAAAATATTTGCTCGCCATAITCGGCCCGCTCATGGTGCTCCAGGCCGGCATAACT
IleThrLysTereuLeuAlaIlePheGlyProLeuMETValLeuGlnAlaGlyIleThr

250 260 270 280 290 300
I | |
AGAGTGCCGTACTTCTGGCGCGCACAAGGGCTCATTCGTGCATGCATGTTGGCGCGGAAA
ArgValProTerheTrpArgAlaGlnGlyLeuIleArgAlaCysMETLeuAlaArgLys
310

GTCGCTGGGGGTCATTAC
ValAlaGlyGlyHisTyr

Fig. 8
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10 20 30 40 50 60

| I I | I
CTCTTGACCTTGTCACCACACTATAAAGTGTTCCTTGCCAGGTTCATATGGTGGCTACAA
LeuLeu’I‘hrLeuSerProHisTerysValPheLeuAlaArgPheI1eTrpTrpLeuGln

70 80 90 100 110 120

I I |
TATCTCATCACCAGAACCGAAGCGCATCTGCAAGTGTGGGTCCCCCCTCTCAACGTTCGA
TereuIleThrArgThrGluAlaHisLeuGanalTrpValProProLeuAanalArg

130 140 150 160 170 180

| | I
GGAGGCCGTGATGCCGTCATCCTCCTCACGTGCGCAGTCTACCCAGAGCTAATCTTTGAC
GlyGlyArgAspAlaValIleLeuLeuThrCysAlaValTerroGluLeuIlePheAsp

190 200 210 220 230 240

| I I I
ATCACCAAACTCCTGCTTGCCACACTCGGTCCGCTCATGGTGCTCCAGGCTGGCTTAATT
I 1eThrLysLeuLeuLeuAlaThrLeuGlyProLeuMETValLeuGlnAl aGlyLeulle

250 260 270 280 290 300

I | | I
AGAGTGCCGTACTTCGTACGCTCAGGGCTCATTCGTGCATGCATGTTGGTGCGGAAAGTT
ArgValproTerheValArgSerGlyLeuIleArgAlaCysMETLeuValA;gLysVal

310

GCTGGGGGTCATTAT
AlaGlyGlyHisTyr
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l | l |
CTCTTGACCCTGTCACCACACTATAAAGTGTTCCTCGCTAGGCTCATGTGGTGGTTACAA
LeuLeuThrLeuSerProHisTerysValPheLeuAlaArgLeuMETTrpTrpLeucln

70 380 9? 100 ll? 120

| |
TACTTCCTCACCAGAGCCGAAGCGCACTTGCAAGTGTGGGTCCCCTCTCTCAACGiTCGA
TyrPheLeuThrArgAlaGluAl aHisLeuGlnValTrpValProSerLeuAsnValArg
130 140 150 160 170 180

| I |
GGAGGCCGCGATGCCATCATCCTCCTCACGTGCGCAGTCTACCCAGAGCTAATCTTTGAC
GlyGlyArgAspAlaIleIleLeuLeuThrCysAlaValTerroGluLeuIlePheAsp
190 200 210 220 230 240

l | l |
ATCACCAAACTCTTGCTTGCCACACTCGGCCCGCTCATGGTGCTCCAGGCTGGCTTAACT
IleThrLysLeuLeuLeuAlaThrLeuGlyProLeuMETValLeuGlnAlaGlyLeuThr

250 260 270 280 290 300
| | | |
AGAGTGCCGTACTTTGTGCGCGCCCAGGGGCTCATTCGTGCGTGCATGTTGGTGCGGAAA
ArgValProTerheValArgAlaGlnGlyLeuI1eArgAlaCysMETLeuValArgLys
310

GTTGTGGGGGGCCATTAT
ValValGlyGlyEisTyr
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| I | | l
CTCTTGACCTTGTCACCACACTATAAAGTGTTCCTTGCCAGGTTCATATGGTGGCTACAA
LeuLeuThrLeuSerProHisTerysValPheLeuAlaArgPheIleTrpTrpLeuGln

70 80 90 10¢C 110 120
| |
TATCTCATCACCAGAACCGAAGCGCATCTGCAAGTGTGGGTCCCCCCTCTCAACGTTQGG
TereuIleThrArgThrGluAlaHisLeuGanalTrpValProProLeuAanalArg
130 140 150 160 170 130
| | |
GGGGGTCGCGATGCCATCATCCTCCTCGCGTGTGCGGTCCACCCAGAGCTGATCTTTGAC

GlyGlyArgAspAlaIleIleLeuLeuAlaCysAlaValHisProGluLeuI1ePheAsp

190 200 210 220 230 24?

I i |
ATCACCAAACTCTTGCTCGCCATACTCGGTCCGCTCATGGTGCTCCAGGCTAGCATAATT
IleThrLysLeuLeuLeuAlaIleLeuGlyProLeuMETValLeuclnAlaserIleIle

250 260 270 280 290 300

| | | l l
CGAGTGCCGTACTCCGTGCGCGCTCAAGGCCTCATTCGTGCATGCATGTTGGTGCGGAAA
ArgValProTyrSerValArgAlaGlnGlyLeuIleArgAlaCysMETLeuValArgLys

310

GCCGCCGGGGGTCATTAT
AlaAlaGlyGlyHisTyr
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[ | | |
CTCTTGACCTTGTCACCATACTATAAGGTGCTCCTcGCTAGGCTCATATGGTGGTTGCAA
LeuLeuThrLeuSerProTererysValLeuLeuAlaArgLeuIleTrpTrpLeuGln

70 80 ©0 100 110 120

I I |
TATTTTATCACCAGAGCCGAGGCGCACTTGCAAGTGTGGGCTCCCCCCCTTAACGTTCGG
TerheIleThrArgAlaGluAlaHisLeuGanalTrpAlaProProLeuAanalArg

130 140 150 160 170 180

l | i
GGGGGCCGCGATGCCATCATCCTCCTCATGTGTGTAGTTCACCCGGAGCTAATCTTTGAC
GlyGlyArgAspAlaIleI1eLeuLeuM£TcysValValHisProGluLeuIlePheAsp

220 230 240

N

B

190 200

-0

CCGCTCACGGTGCTCCAGGCTGGCATAACC
P

' |
ATCACARAAATCCTGCTCGCCGTGCTCGG
1yProLleuThrvalleuGlnAlaGlyIleThr

TleThrLysIleleuLeuAlaValLeuG

< M

70 280 290 300

N

250 260

| | !
CGAGTGCCGTACTTTGTGCGCGCTCAATGGCTCATTCGTGCGTGCATGTTGGTGCGGAAC

ArgValProTerheValArgAlaGlnTrpLeuIleArgAlaCysMETLeuValArgAsn
310

ATCGCTGGGGGTCATTAT
IleAlaGlyGlyHisTyr
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Ausgegeben 25. 5.1999 Int. CL.° : C12N 15/51
C12N 5/12, CB7K 16/08, C12P 21/68,
Blatt 28 GO1N 33/577, A61K 39/29
10 20 30 40 50 60

|

I I |
CTCTTGACCTTGTCACCACACTATAAAGTGTTCCTTGCCAGGTTCATATGGTGGCTACAA
LeuLeuThrLeuSerProHisTerysValPheLeuAlaArgPheIleTrpTrpLeuGln

70 80 90 100 110 120

I | I I
TATCTCATCACCAGAACCGAAGCGCATCTGCAAGTGTGGGTCCCCCCTCTCAACGTTCGG
TyrLeulleThrArgThrGlualaHisLeuGinValTrpValProProLeuAsnValArg

i30 140 130 160 170 130

o I I I
GGGGGTCGCGATGCCATCATCCTCCTCACATGCGTGGTCCACCCAGAGCTAATCTTTGAC
GlyGlyArgAspAlaIleIleLeuLeuThrCysValValHisProGluLeuIlePheAsp

190 200 210 220 230 240

I I
ATCACCAAACTCTTGCTCGCCATACTCGGTCCGCTCATGGTGCTCCAGGCTAGCATAATT
IleThrLysLeuleulLeuAlaIleLeuGlyProLeuMETValleuGlnAlaSerIlelle

-

250 260 270 23C 290 300
I | | |
CGAGTGCCGTACTTTGTGCGCGCTCAAGGCCTCATTCGTGCATGTATGTTGGTGCGGAAA
ArgValProTerheValArgAlaGlnGlyLeuI1eArquaCysMETLeuValArgLys
310

GTTGCTGGGGGTCATTAT
ValalaGlyGlyHisTyr



OSTERREICHISCHES PATENTAMT Patentschrift Nr. AT 485 853 B

Rusgegeben 25. 5.1999 Int. CL.” : C12N 15/51
C12N 5/12, CO7K 16/68, C12P 21/08,
Blatt 29 GBIN 33/577, R61K 39/29
10 20 30 40 50 60

l
CTCTTGACTCTGTCGCCACACTATAAAGTGTTCCTCGCTAGCCTCATGTGGTGGTTACAA
LeuLeuThrLeuSerProHisTerysValPheLeuAlaSerLeuMETTrpTrpLeuGln

70 80 90 100 110 120

I |
TACTTCCTCACCAGAGCCGAAGCGCACTTGCAAGTGTGGGTCCCCTCTCTCAACGTTCGA
TerheLeuThrArgAlaGluAlaHisLeuGanalTrpValProSerLeuAanalArg

130 140 150 160 170 18?
GGAGGCCGCGATGCCATCATCCTCCTCACGTGCGCAGTCTACCCAGAGCTAATC?TAGAC
GlyGlyArgAspAlaIleIleLeuLeuThrCysAlaValTerroGluLeuIleueuASp

180 200 210 220 230 24?

i
ATCACCAAACTCTTGCTCGCCATACTCGGTCCGCTCATGGTGCTCCAGGCTAGC%TAATT
IleThrLysLeuLeuLeuAlaI1éLeuGlyProLeuMETValLeuGlnAlaSer;leIle

250 260 2790 280 290 300

i
CGAGTGCCGTACTTCGTACGCGCTCAAGGCCTCATTCGTGCATGCATGTTGGTGCGGAAA
ArgValProTerheValArgAlaGlnGlyLeuIleArgAlaCysMETLeuValArgLys

310

GCCGCLCGGGGGTCATTAT
2laAlaGlyGlyHisTyr
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10 20 30 40 50 60

I I
CTCTTGACCCTGTCACCGCACTATAAAGTGTTCCTCGCTAGGCTCACGTGGTGGTTACAA
LeuLeuThrLeuSerProHisTerysValPheLeuAlaArgLeuThrTrpTrpLeuGln

70 80 90 100 110 120

I I I |
TACTTCCTCACCAGAGCCGAAGCGCACTTGCAAGTGTGGGTCCCCTCTCTCAACGTTCGA
TerheLeuThrArgAlaGluAlaHisLeuGanalTrpValProSerLeuAanalArg

130 140 150 160 170 18?

I I I I
GGAGGCCGCGATGCCATCATCCTCCTCACGTGCGCAGTCTACCCAGAGCTGATCTTTGAC
GlyGlyArgAspAlaIleI1eLeuLeuThrCysAlaValTerroGluLeuIlePheAsp

180 200 210 2207 23? 240

I I
ATCACCAAACTCTTGCTTGCCACACTCGGCCCGCTCATGGTGCTCCAGGCTGGCTTAACT
IleThrLysLeuLeuLeuAlaThfLeuGlyProLeuMETValLeuGlnAlaGlyLeuThr

250 260 270 280 29? 300
| | I |
AGAGTGCCGTACTTTGTGCGCGCCCAGGGGCTCATTCGTGCGTGCATGTTGGTGCGGAAA
ArgValProTerheValArgAlaGlnGlyLeuIleArgAlaCysMBTLeuVa1ArgLys
310

GTTGCTGGGGGCCATTAT
ValAlaGlyGlyHisTyr
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10 20 30 40 50 60

| I I
CTCTTGACCTTGTCACCATACTATAAAGTGTTCCTCGCTAGGCTCATATGGTGGTTGCAA
LeuLeuThrLeuserProTererysValPheLeuAlaArgLeuIleTrpTrpLeuGln

70 80 S0 100 110 120

| | l
TATTTTATCACCAGAGCCGAAGCGCACTTGCAAGTGTGGGTCCCCCCTCTCAACGTTCGA
TerheIleThrArgAlaGluAlaHisLeuGanalTrpValProProLeuAanalArg

130 140 150 160 170 180

I | |

GGAGGCCGTGATGCTATCATCCTCCTCACGTGCGCAGTCTACCCAGAGCTAATCTTTGAC

GlyGlyArgAspAlaIleI1eLeuLeuThrCysAlaValTerroGluLeuIlePheAsp

190 200 210 220 230 240

i | |
ATCACCAAACTCTTGCTTGCCATACTCGGTCCGCTCATGGTGCTCCAGGCTAGCATAATT

IleThrLysLeuLeuLeuAlaIleLeuG1yProLeuMETValLeuGlnA1aSerIleIle
250 260 270 230 290 300
i
CGAGTGCCGTACTTCGTACGCGCTCAAGGCCTCATTCGTGCATGCATGTTGGTGCGGAAA
ArgValProTerheValArgAlaclnGlyLeuIleArgAlaCysMETLeuValArgLys
310

GCCGCCGGGGTCAATTAT
AlaAlaGlyValasnTyr
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10 20 30 40 50 60

| | |
CTCTTTACCCTGTCACCACACTGCAAAGTGTTCCTCGCTAGGCTCATATGGTGGTTACAG
LeuPheThrLeuSerProHisCysLysValPheLeuAlaArgLeuIleTrpTrpLeuGln
70 80 90 100 110 120
| I | l
TATTTTATCACCAGGGCCGAAGCGCACCTGCAAGTGTGGATCCCCCCCCTCAACGTTCGG
TerheIleThrArgAlaGluAlaHisLeuGanalTrleeProProLeuAanalArg
130 140 150 160 170 180
l |
GGGGECCGTGATGCCATCATCCTCCTCGCATGTGCGGTCCACCCAGAGCTGATCTTCGAC
GlyGlyArgAspAlaIleIleLeuLeuAlaCysAlaValHisProGluLeuIlePheAsp
180 200 210 220 220 240
I | | |
ATCACCAAACTCTTGCTCGCCATACTCGGTCCGCTCATGGTGCTCCAGGCTAGCATAATT
IleThrLysLeuLeuLeuAlaIleLeuGlyProLeuMETValLeuGlnAlaSerIleIle
250 260 270 280 290 300
I ! | |
CGAGTGCCGTACTTGTACCGCGCTCAAGGCCTCATTCGTGCATGCATGTTGGTGCGGARA
ArgValProTereuTyrArgAlaGlnGlyLeuIleArgAlaCysMETLeuValArgLys
310

I
GCCGCCGGGGGTCATTAT
AlaAlaGlyGlyHisTyr
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10 20 30 40 50 60

| | |
CTCTTTAAéCTGTCACCACACTACAAAGTGTTCCTCGCTAGGCTCATATGGTGGTTACAG
LeuPheAsnLeuSerProHisTerysValPheLeuAlaArgLeuIleTrpTrpLeuGln
70 80 90 100 ll? 120
| l
TATTTTATéACCAGGGCCGAAGCGCACCTGCAAGTGTGGATCCCCCCCCTCAACGTTCAG
TvrPheI1eThrArgA1aGluAlaHisLeuGanalTrleeProProLeuAanalGln
130 140 150 16? 17? 180
| |
GGGGGCCG%GATGCCATCATCCTCCTCGCATGTGCGGTCCACCCAGAGCTGATCTTTGAC
leGlyArgAspAlaIleIleLeuLeuAlaCysAlaValHlsProGluLeuIlePheAsp
190 200 210 220 230 240
ATCACCAAACTCTTGCTCGCCATACTCGGTCCGCTCATGGTGCTCCAGGCTAGCATAATT
IleThrLysLeuLeuLeuAlaI1eLeuGlyProLeuMETValLeuGlnAlaSerIleIle
250 260 270 230 290 300

l
CGAGTGCCGTACTTCGTACGCGCTCAAGGCCTCATTCGTGCATGCATGTTGGTGCGGAAA
ArgValProTerheValArgAlaGlnGlyLeuI1eArgAlaCysMETLeuValArgLys

310

GCCGCCGGGGGTCATTAT
AlaAlaGlyGlyHisTyr



Patentschrift Nr. AT 405 053 B

OSTERREICEISCHES PATENTAMT
Int. C1.° : C12N 15/51

Ausgegeben 25. 5.1999
C12N 5/12, CO7TK 16/68, C12P 21/08,
Blatt 34 GBIN 33/577, A61K 39/29
10 20 30 40 50 60

I
CTCTTGACCTTGTCACCACACTATAAAGTGTTCCTTGCCAGGTTCGTATGGTGGCTACAA
LeuLeuThrLeuSerProHisTyrLysValPheleuAlaArgPheValTrpTrpleuGln

70 80 S0 100 110 120

| | I
TATCTCATCACCAGAACCGAAGCGCATCTGCAAGTGTGGGTCCCCCCTCTCAACGTTCGG
TyrLeulleThrArgThrGiuAlaHisLeuGlnValTrpValProProLeuAsnValArg

130 140 150 160 170 180

i
GGGGGTCGCGATGCCATCACCCTCCTCACATGCGTGGTCCACCCAGAGCTAATCTTCGAL
GlyGlyArgAspAlalleThrLeulauThrCysvValValHisProGluLeullePheAsp

1380 200 210 2290 230 240

I

| |
ATCACAAAATATTTCGCTCGCCATATTCGGCCCGCTCATGGTGCTCCAGGCCGGCATAACT

IleThrLysTyrLeuleuAlallePheGlyProlLeuMETValleuGlnAlaGlyIleThr

250 260 270 230 290 300
! !

| | | !
AGAGTGCCGTACTTCGTGCGCGCACAAGGGCTCATTCGTGCATGCATGTTGGTGCGGARA
ArgValProTyrPheValArgAlaGlnGlyLeulleArgAlaCysMETLeuValArgLys

310

GTTGCTGGGGGCCATTAT
ValAlaGlyGlyHisTyr

Fig. 19
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C12N 5/12, CB7K 16/88, C12P 21/08,
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10 20 30 40 50 60

I l l
CCGTGTTGAGGAGTCAATTTACCAATGTTGTGACTTGGCCCCCGAAGCCAAACTGGCCAT
ArgValGluGluSerIleTyrGlnCyscysAspLeuAlaProGluAlaLysLeuAlaI13

70 80 90 100 110 120

| l |
AAAGTCGCCCACAGAGCGGCTCTATATCGGGGGTCCCCTGACTAATTCAAAAGGGCAGAR
LysSerProThrGluArgLeuTyrIleGlyGlyProLeuThrAsnserLysGlyGlnAsn
130 140 150 160 170 180

l l |
CTGCEGTTACTGCCGGTGCCGCGCGAGCCTGCTGACGACTAGCTGCGGTAATACCCTCAC

CysGlyTerysArgCysArgAlaserLeuLeuThrThrSerCysGlyAsnThrLeuThr

190 200 210 220 230 240
|

| | | !
ATGTCACCTGAAAGCCACTGCGGCCTGTCGAGCTGCGAAGCTCCAGGACTGCACGATGCT
CysHisLeuLysAlaThrAlaAlaCysArgAlaAlaLysLeuGlnAsprsThrMETLeu

250 260 270 230 2380 300
I

I I . 1
CGTGAACGGAGACGACCTTGTCGTTATCTGTGAAAGCGCGGGGACCCAGGAGGACGCGGC
ValisnGlyAspAspLeuValVallleCysGluSerAlaGlyThrGlnGluAspAlaAla

310

GAGCCTACGAGTC
SerleuArgVal

Fig. 20
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I
CCGTGTTGAGGAGTCAATTTACCAATGTTGTGACTTGGCCCCCGAAGCCAAACTGGCCAT
ArgValGluGluSerIleTyrGlnCysCysAspLeuAlaProGluAlaLysLeuAlaIle
70 80 S0 100 110 120
| | '
AAAGTCGCCCACAGAGCGGCTCTATATCGGGGGTCCCCTGACTAATTCAAAAGGGCAGAA
LysserProThrGluArgLeuTyrIleGlyG1yProLeuThrAsnSerLysGlyGlnAsn
130 140 150 160 170 180
CTGCGGTTACTGCCGGTGCCGCGCGAGCCTGCTGACGACTAGCTGCGGTAATACCCTCAC
CysGlyTerysArgCysArgAlaserLeuLeuThrThrSerCysGlyAsnThrLeuThr
190 200 210 220 230 240
l
ATGTCACCTGAAAGCCACTGCGGCCTGTCGAGCTGCGAAGCTCCAGGACTGCACGATGCT
CysHisLeuLysAlaThrAlaAlaCysArgAlaAlaLysLeuGlnAsprsThrMETLeu
250 260 270 280 290 300
l | | |
CGTGAACGGAGACGACCTTGTCGTTATCTGTGAAAGCGCGGGGACCCAGGAGGACGCGGC
ValAsnGlyAspAspLeuVa1ValIleCysGluSerAlaGlyThrGlnGluAspAlaAla
310

GAGCCTACGAGTC
SerLeuArgval
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10 20 30 40 50 60
| | I
CCGTGTTGAGGAGTCAATTTACCAATGTTGTGACTTGGCCCCCGAAGCCAAACTGGCCAT
ArgvalGluGluSerIleTyrGlnCysCysAspLeuAlaProGluAlaLysLeuAlalle
70 80 90 100 110 120
! | | |
AAAGTCGCTCACAGAGCGGCTCTATATCGGGGGTCCCCTGACTAATTCAAAAGGGCAGAA
LysSerLeuThrGluArgLeuTyrIleGlyGlyProLeuThrAsnSerLysGlyGlnAsn
130 140 150 160 170 180
i l
CTGCGGTTACCGCCGGTGCCACGCGAGCGGCGTGCTGACGACTAGCTGCGGTAATACCCT
CysGlyTyrArgArgCysHisAlaSerGlyvValLeuThrThrSerCysGlyAsnThrLeu
150 200 210 220 230 240
l l | l
CACATGTCACCTGAAAGCCACTGCGGCCTGTCGAGCTGCGAAGCTCCGGGACTGCACGAT
ThrCysHisLeulysAlaThrAlaAlaCysArgAlaAlalysLeuArgAspCysThrMET
250 260 270 280

l
GCTCGTGAACGGAGATGACCTTGTCCTTATCTGTGAAACGCGCGGG
LeuValAsnGlyAspAspleuvValValIleCysGluSerala
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10 20 30 40 50 60

l l |
CCGTGTTGAGGAGTCAATTTACCAATGTTGTGACTTGGCCCCCGAAGCCAAACTGGCCAT
ArgValGluGluSerIleTyrGlnCysCysAspLleuAlaProGluAlaLysLeuAlalle
70 80 90 100 110 120
| l l I
ARAGTCGCTCACAGAGCGGCTCTATATCGGGGGTCCCCTGACTAATTCAAAAGGGCAGAA
LysSerLeuThrGluArgLeuTyrIleGlyGlyProLeuThrAsnSerLysGlyGlnAsn
130 140 150 160 170 180
l
CTGCGGTTACCGCCGGTGCCGCGCGAGCCTGCTGACGACTAGCTGCGGTAATACCCTCAC
CysGlyTyrArgArgCysArgAlaSerLeuLeuThrThrSerCysGlyAsnThrLeuThr
190 200 210 220 230 240
l | | |
ATGTCACCTGAAAGCCACTGCGGCCTGTCGAGCTGCGAAGCTCCGGGACTGCACGATGCT
CysHisLeuLysAlaThrAlaAlaCysArgAlaAlalysLeuArgAspCysThrMETLeu
250 260 270 280

CGTGAACGGAGACGACCTTGTCGTTATCTGTGAAAGCGCGGG
ValAsnGlyAspAspleuValValIleCysGluSeraAla

N
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I I I I
CCGTGTTGAGGAGTCAATTTACCAATGTTGTGACTTGGCCCCCGAAGCCAAACTGGCCAT
ArgvValGluGlus erIleTyrGlnCysCysAspLeuAlaProGluAlalysLeuAlalle
70 80 S0 100 110 120
AAAGTCGCTCACAGAGCGGCTCTATATCGGGGGTCCCCTGACTAATTCAAAAGGGCAGAA
LysserLeuThrGluArgLeuTyrIleG1yGlyProLeuThrAsnSerLysGlyGlnAsn
130 140 150 160 170 180
CTGCGGETTACCGCCGGTGCCACGCGAGCGGCGTGCTGACGACTAGCTGCGGTAATACCCT
CysG1yTyrArgArgCysHisAlaSerG1yValLeuThrThrSerCysGlyAsnThrLeu
190 200

CACATGTCACCTGAAAGCCACTGCGGCC
ThrCysHisLeulysAlaThraAlaAla
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Blatt 40 GO1N 33/577, A61K 39/29
10 20 30 40 50 60

I l
CCGTGTTGAGGAGTCAATTTACCAATGTTGTGACTTGGCCCCCGAAGCCAAACTGGCCAT
ArgValGluGluSerIleTyrGlnCysCysAspLeuAlaProGluAlaLlysLeuAlalle

70 80 90 100 110 120

l I
AAAGTCGCTCACAGAGCGGCTCTATATCGGGGGTCCCCTGACTAATTCAAAAGGGCAGAA
LysSerLeuThrGluArgLeuTyrIleGlyGlyProLeuThrAsnSerLysGlyGlnAsn

130 140 150 160 170 180
| | |
CTGCGGTTACCGCCGGTGCCACGCGAGCGGCGTGCTGACGACTAGCTGCGGTAATACCCT
CysGlyTyrArgArgCysHisAlaSerGlyValleuThrThrSerCysGlyAsnThrLeu
130 200 210 220 230 240
I
CACATGTCGCCTGAAAGCCACTGCGGCCTGTCGAGCTGCGAAGCTCCGGGACTGCACGAT
ThrCysArgleulysAlaThrAlaAlaCysArgAlaAlalysLevArgAspCysThrMET
250 260 270 280 290 300
| |
GCTCGTGAACGGAGATGACCTTGTCGTTATCTGTGAAAGCGCGGGGACCCAGGAGGACGC
LeuValAsnGlyAspAspleuValValIleCysGluSerAlaGlyThrGlnGluAspala
310

GGCGAGCCTACGAGTC
AlaSerLeuArgval

Fig. 2
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