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Proteiner, som er immunologisk reaktive overfor anti-

stoffer for lymfadenopatia-~associeret virus (LAV), eks-~
primeres af bhakterievartsceller transformeret med et
rekombinantplasmid, som omfatter prokaryotiske tran-
scriptions og translationssignaler, efterfulgt af en
DNA-sekvens omfattende en del af LAV-genomets env-re-
gion, hvilken del koder for et protein, som er immuno-
logisk reaktivt overfor antistoffer for LAV eller anti-
stoffer for virus, der er defineret som varende zkviva-
lente eller 1lig med LAV. Proteinerne kan anvendes til
screening for tilstedevarelsen af antistoffer for LAV i
en biologisk vaske, til bestemmelse af forekomsten af
LAV-antigen i en biologisk vaeske eller ved en fremgangs-—
mdde til dannelse af antistoffer for LAV ved immunise-

ring af et dyr med proteinet.

fortsaettes
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Den foreliggende opfindelse angdr DNA-sekvens,
der koder for et protein, der er immunologisk reaktivt
mod antistoffer for LAV, et rekombinantplasmid indehol-
dende DNA-sekvensen, bakteriecelle med rekombinantplas-
midet, fremgangsmade til fremstilling af proteiner som
er immunologisk reaktive med antistoffer for LAV, samt

proteinet og anvendelser af proteinet.
Erhvervet immundefekt-syndrom (AIDS) er en cel-

luler immunitetdefekt, der kan overfores og er karakte-
riseret ved oppotunistiske infektioner og visse sjzldne
maligne lidelser. Hovedrisikogrupperne for AIDS omfat-
ter homoseksuelt aktive mend, intravengse narkomaner,
recipienter for transfusioner og blodprodukter og hete-
roseksuelle partnere 'og bern af individer fra disse
hegjrisikogrupper, hvilket antyder, at infektigst mate-
riale, der overfgres ved intim kontakt eller via blod-
produkter, er involveret.

Nye underspgelsesresultater viser, at det infek-
tigse materiale, der er ansvarligt for overfgrsel af
sygdommen, er en hidtil ukendt lymfotrof retrovirus,
der kendes som lymfadenopatia-associeret virus (LAV)
(Barré Sinoussi et al., Science 220: 868 (1983)). Lig-
nende virus er beskrevet af andre videnskabelige grup-
per (Popovic et al., Science 224: 497 (1984); Levy et
al., Science 225: 840 (1984)) og betegnet human T-cel-
le-lymfotrof virus type III (HTLV-III), AIDS-associeret
retrovirus (ARV) eller immundefekt-associeret virus
(IDAV). Endnu nyere data viser, at LAV, HTLV-III, ARV
og IDAV deler visse vigtige egenskaber, herunder i det
vesentlige nucleotidhomologi (Wain-Hobson et al., Cell
40: 9 (1985); Muesing et al., Nature 313: 450 (1985):
SanchezPescador et al., Science 227: 484 (1985)), og
derfor kan betragtes som isolater af den samme virus,

skent der er en sandsynlighed for, at variationer fra
stamme til stamme blandt de virale isolater vil fore-
komme. Foruden at udvise i det vasentlige nucleotidho-
mologi er isolaterne ens med hensyn til morfologi, cy-
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topatologi, krav til optimal revers transcriptaseakti-
vitet og i det mindste nogle antigene egenskaber (Levy,
se ovenfor; Schupbach et al., Science 224: 503 (1984)).

Som bemzrket ovenfor er det kendt, at virusen
kan overfgres gennem blodprodukter (blod, blodserum,
blodplasma og fraktioner deraf), hvilket ger det vig-
tigt at screene blodprodukter til bestemmelse af, om
donoren har varet udsat for virusen. Dette kan ggres
pad en razkke forskellige mader, herunder enzymforbundet
immunosorbent-assay (ELISA) til pévisning af antistof-
fer for LAV og beslagtede virus. Individer, hvis blod
indeholder antistoffer for LAV, siges at vere "seropo-
sitive". Blod fra seropositive donorer kan elimineres

fra blodbeholdningerne efter péavisningen, hvilket hjzl-
per til hindring af spredning af sygdommen.
Immunresponset hos individer udsat for LAV va-
rierer. Antistoffer kan dannes mod ethvert af en rzkke
virale proteiner, herunder pl3, pl8, p25, p36, gp43,
p55, gpll0, osv. (Schupbach et al., New Engl. J. Med.
312: 265 (1985)). Tkke alle individer vil danne anti-
stoffer for de samme proteiner eller for den samme

epitop pa et givet protein.

Pavisningen af seropositive individer, som den i
dag praktiseres, har en rzkke iboende problemer. Det
vigtigste af disse problemer er ngdvendigheden af at
isolere antigener fra hele virus til de immunologiske
assays. Denne isolation kraver handtering af store vo-
luminer levende, potentielt infektigse virus, og udger
sadledes en vasentlig sikkerhedsrisiko. Desuden er der
bekymringer i forbindelse med udbyttet, renheden og re-
producerbarheden af virus fra en produktion til en an-
den. Dette kan resultere i et uacceptabelt antal fal-
ske positiver og/eller negativer. Fglgelig er der in-
denfor dette omrade et behov for alternative fremgangs-
mader til fremstilling af virale antigener, som kan an-
vendes ved blodscreenings-asays og som yderligere giver
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andre fordele.

Desuden er der hidtil ikke fundet nogen effektiv
behandling af sygdommen. Idet spredningen af AIDS be-
gynder at nd overordentligt heje, hvis ikke epidemiske
hastigheder, og idet omfanget, med hvilket virusen kan
overfgres, stadig er tvivlsomt, er der ogsa indenfor
teknikken et behov for et farmaceutisk przparat til ge-
nerel immunisering af befolkningen. Den foreliggende
opfindelse opfylder dette behov og giver andre fordele.

Opfindelsen angdr en DNA-sekvens, der er ejen-
dommelig ved, at den indeholder en del af LAV-genomets
env-region, isar én eller flere sekvenser, der 1 det
vesentlige omfatter pENV-1, pENV-2, DENV-3, pENV-4 el-
ler pENV-5, hvilken del koder for et protein, som er
immunologisk reaktivt med antistoffer for LAV.

Desuden beskrives et rekombinantplasmid, der er
i stand til at replikere i bakterievertsceller. Plas-
midet omfatter prokaryotiske transcriptions- og trans-
lationssignaler for ekspression, der i lasefasen efter-
folges af den ovenfor beskrevne DNA-sekvens. Ved en
foretrukken udfgrelsesform valges signalerne blandt
opéroner, sdsom trp-operonet, som er inducerbart og/el-
ler kan undertrykkes. Desuden beskrives bakteriecel-
ler, sa&som E. coli, som er transformeret med rekombi-
nantplasmidet beskrevet ovenfor.

Et andet aspekt af opfindelsen angar en frem-
gangsmdde til fremstilling af proteiner, som er immuno-
logisk reaktive med antistoffer for LAV eller T-celler,
der er reaktive overfor LAV. Fremgangsmaden omfatter
indfgjelse i en bakterievartscelle af et rekombinant-
plasmid, der er i stand til at replikere i baterie-
vertscellen. Plasmidet omfatter prokaryotiske trans-
criptions- og -translationssignaler til ekspression,
efterfulgt i aflesningsfasen af en DNA-sekvens omfat-
tende en del af LAV-genomets env-region, hvilken del
koder for et protein, som er immunologisk reaktivt med
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antistoffer for Lav. Efter indfgjelse af plasmidet
dyrkes bakterievertscellen i et passende medium. Eks-
pression af proteinet induceres dernest, og proteinpro-
duktet af sekvensen isoleres fra bakterievertscellerne.
Proteinproduktet kan renses efter isolation, f.eks. ved
gelpermeationschromatografi.

Et yderligere aspekt af opfindelsen angar an-
vendelsen af protein, fremstillet som beskrevet oven-
for, til bestemmelse af forekomsten af anti-
stoffer for LAV i en biologisk vaske. Ved en udforel-
sesform omfatter fremgangsmaden inkubation af den bio-
logiske vaske med et protein fremstillet af bakterie-
celler transformeret med et rekombinantplasmid som be-
skrevet ovenfor til dannelse af en reaktionsblanding,
og dernast analyse af reaktionsblandingen til bestem-
melse af forekomsten af antistoffer. Ved en foretruk-
ken udfgrelsesform omfatter trinnet til analyse af re-
aktionsblandingen, at reaktionsblandingen bringes i
kontakt med en merket specifik bindingspartner for an-
tistoffet. Ved en anden udfgrelsesform bestemmes fore-
komsten af antistoffer for LAV ved udferelse af en kom-
petitiv test mellem en preove mistenkt for at indeholde
antistof og et merket monoklonalt antistof for binding
til et immobiliseret rekombinantprotein. Reaktions-
blandingen analyseres derefter til bestemmelse af meng-
den af merket antistof bundet til den faste fase.

Endnu et aspekt af opfindelsen angar anvendelsen
af protein, fremstillet som beskrevet ovenfor
til bestemmelse af forekomsten af LAV-antigen
i en biologisk vaske, omfattende inkubation af den bio-
logiske vaske med et merket protein fremstillet af bak-
terieceller transformeret med et rekombinantplasmid som
beskrevet ovenfor, og enten efterfslgende eller samti-
dig inkubation med et antistof for proteinet, saledes
at specifik binding sker. Dernzst analyseres reak-
tionsblandingen dannet under inkubationen til bestem-
melse af mengden af markgr bundet til antistoffet.
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Der beskrives ogsd anvendelsen af protein, frem-
stillet som beskrevet ovenfor til fremstilling af anti-
stoffer for LAV omfattende immunisering af et dyr med
et protein fremstillet af bakterieceller transformeret
med et rekombinaﬁtplasmid som beskrevet ovenfor.

Yderligere et aspekt af opfindelsen angar en
fremgangsmade til bestemmelse af forekomsten af anti-
stoffer for LAV i en biologisk veske, omfattende konju-
gering af latexkugler til et protein dannet af bakte-
rieceller transformeret med et rekombinantplasmid som
beskrevet ovenfor. Derefter inkuberes den biologiske
veske med kugle/proteinkonjugatet til dannelse af en
reaktionsblanding. Reaktionsblandingen analyseres der-
nest til bestemmelse af forekomsten af antistofferne.

Opfindelsen angar yderligere proteiner fremstil-
let som beskrevet ovenfor, omfattende ENV-1, ENV-2,
ENV-3, ENV-4 og ENV-5. Et foretrukket protein ifelge
opfindelsen er ENV-3.

Proteinerne, fremstillet ifglge opfindelsen,
danner, nar de anvendes med en egnet bazrer eller et eg-
net fortyndingsmiddel, et immunologisk effektivt vacci-
nepreparat. Ved administrering af en immunogent effek-
tiv mengde af et protein kodet af en DNA-sekvens omfat-
tende en del af LAV-genomets env-region og bundet til
en fysiologisk acceptabel barer til en person, kan in-
fektion fordrsaget af virusen, der er ansvarlig for
AIDS, forebygges.

Andre aspekter af opfindelsen vil fremgad af den
felgende detaljerede beskrivelse og af tegningerne.
Nedenfor felger en kort beskrivelse af tegningerne:

Fig. 1 viser fremstillingen af mpSW1l6 og mpSW19

ud fra AJ19,

fig. 2 viser EEE—Q—ekspressionsvekforerne pJH

11, pJH 12 og pJH 14, indeholdende poly-
linkersekvenserne,

fig. 3 viser oprindelsen af LAV-insert'ene i

PENV-1, pENV-2, pENV-3, pDENV-4 og pENV-5,
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fig. 4 viser fremstillingen af pENV-5 og pENV-4
ud fra pJH 12 og mpSW19,
fig. 5 viser fremstillingen af pENV-2 ud fra pJH
14 og mpSW19 og fremstillingen af pENV-3
ud fra pJH 11 og mpSW19,
fig. 6 viser fremstillingen af pENV-4 ud fra pJH
12 og mpSWle6,
fig. 7 viser aminosyresekvensen for ENV-3, og
fig. 8 viser nucleotidsekvensen af ENV-regionen
og dets proteinprodukt.
Inden nermere beskrivelse af opfindelsen kan det
vere nyttigt for forstdelsen deraf at fremsztte defini-
tioner p& visse udtryk, der anvendes i det fglgende.

Lymfadenopatia-associeret virus (LAV):

En human T-lymfotrof retrovirus. I forbindelse
med den foreliggende opfindelse betragtes en virus som
verende den samme som eller @kvivalent med LAV, hvis
den i det vasentlige opfylder de fglgende kriterier:

(a) virusen er trofisk for T-lymfocytter, iser
T-hjzlpeceller (cpat ifslge den international nomenkla-
tur defineret i Bernard et al., red., Leucocytes

Typing, New York: Springer Verlag (1984));

(b) virusen er cytopatisk for inficerede CD4%
celler (i stedet for transformerende, som HTLV-I og -II
er);

(c) virusen koder for en RNA-afhengig DNA-poly-
merase (revers transcriptase), som er Mg2+-afh&ngig
(optimal koncentration 5 mM, optimal pH-verdi 7,8, in-
hiberes ikke af actinomycin D) og kan anvende oligo-
(dT);5_1g Som en primer til revers transcription fra
dens 3' LTR;

(d) virusen slutter sig sammen i en saccharose-
gradient ved en densitet pd ca. 1,16;

(e) virusen kan merkes med [3H]-uridin;
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(f) virusen er ud fra immunologi- og nucleotid-
sekvenskriterier forskellig fra medlemmer af HTLV-I/II-
familien af virus (ved dette kriterie kan HTLV-III ikke
betragtes som et medlem af HTLV-I/II-familien);
(g) virusen er i det vesentlige immunologisk
krydsreaktiv med proteinerne som gag- og env-regionerne

af LAV koder for; og
(h) virusen deler i det vasentlige nucleotidho-

mologi (78-100%) og aminosyresekvenshomologi (90-100%)
med LAV.
Immonologisk reaktiv:

Et antigen og et antistof siges at vare "immuno-
logisk reaktive", hvié de er i stand til at binde spe-
cifikt med hinanden, typisk med en affinitet pa mindst
106M~1, oftest mindst 108M71.

Transformeret eller transformation:

Processen til stabil og vedblivende @ndring af
en recipientcelles eller mikroorganismes genotype ved
indfering af renset DNA.

Lynfadenopatia-associeret virus (LAV) kan isole-
res fra patienter med AIDS eller lymfadenopatiasyndrom.
Der udfgres typisk biopsi pad sadanne patienters lymfe-
knuder, og det udtagne placeres i et kulturmedium, der
er tilsat de negdvendige komponenter til opretholdelse
af veakst. Et mitogen, sasom interleukin-2 (IL-2) eller
phytohzmaglutinin (PHA) kan vere inkorporeret. Antise-
rum for humant interferon kan ogsa vare inkorporeret.
Revers transcriptaseaktivtet fremkommer typisk pé ca.
15. dagen af dyrkningen, hvilket viser tilstedevarelsen
af virus. Virusen kan opkoncentreres fra kultursuper-
natanten ved anvendelse af en ikke-ionisk detergent,
efterfulgt af sammenslutning i en saccharosegradient.

Disse og andre fremgangsmader til oprensning er vel-
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kendte indenfor dette fagomrdde og er f.eks. beskrevet
i Montelaro et al., J. Virology 42: 1029 (1982).

LAV kan propageres pa en vilkarlig af en razkke
forskellige madder. Den kan dyrkes i T-lymfocytter op-
ndet ud fra navlestrengen, perifert blod eller benmarv.
Alternativt kan den propargeres i drazbte T-celler eller
B-celler; se f.eks. Popovic et al., Science 224: 497
(1984), og Montagnier et al., Science 225: 63 (1984).
Vazksten af virusen males sadvanligvis ved forekomsten

af revers transcriptaseaktivitet.

En genomklon af LAV kan fremstilles ved enhver
af de adskillige fremgangsmader, der er velkendte in-
denfor dette fagomr&dde, herunder, men ikke begranset
til, dem der er beskrevet af Hahn et al., Nature 312:
166 (1984); Alizon et al., Nature 312: 757 (1984);
Luciw et al., Na-ture 313: 760 (1984); og Muesing et
al., Nature 313: 450 (1985).

Kort beskrevet isoleres DNA ved en af disse

fremgangsmdder (Alizon et al.) fra LAV-inficerede T-
celler fra en rask donor, den nedbrydes delvist med en
restrik-tionsendonuclease, sésom Hind III, og det op-
ndede nedbrydningsprodukt fraktioneres elektroforetisk.
Fragmenter, som svarer i sterrelse til sterrelsen af
hele LAVgenomet (ca. 9,2 Kb), elueres fra gelen, bund-
feldes, gensuspenderes og ligeres i armene af en pas-
sende restringeret vektor. Ligeringsblandingen pakkes
ind i bakteriofagpartikler. Bakterier transficeres med
bakteriofagen, og klonerne screenes in situ for LAV-in-
serts ved anvendelse af en passende probe (sésom et
cDNA opndet ud fra LAV-RNA). Fra en sadan klon kan den
gnskede LAV-region klones ind i en bakteriel plasmid-
vektor, s&som pUC 18. Yderligere subkloning kan veare
gnskelig til fjernelse af ugnskede sekvenser og tilfe-
jelse af yderligere restriktionssteder (i form af en
polylinker) til hver ende med det formdl at lette klo-
ning ind i en ekspressionsvektor.
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LAV-Sekvenserne kan dern®st subklones ind i en
inducerbar ekspressionsvektor. En rzkke ekspressions-
vektorer er kendte indenfor fagomradet og omfatter Agt
11:Tn5 (Hall et al., Nature 311: 379 (1984); trp E
(Paul et al., Euro. J. Cell. Biol. 31: 171 (1983);
pINIII (Masui et al., Biotechnology, Jan. 1984, s. 81).
De opndede proteiner kan delvist renses og an-
vendes til en rakke forskellige formdl, herunder som

immunogener og antigener i immunoassays. Til anvendel-

se som immunogener kan proteinerne injiceres i et dyr,
s&som en mus, kanin, ged, osv., enten i pufferoplesning
eller adjuvans. Alternativt kan proteinerne renses ved
polyacrylamidgelelektroforese, og b&dndene af interesse
kan udtages fra gelen, tritureres og gensuspenderes i
puffer til injektion i vertsdyr. Polyklonale eller mo-
noklonale antistoffer kan fremstilles. Til anvendelse
som antigener i immunoassays kan proteinerne anvendes
pa merket eller ikke-mazrket form. Hvor de merkes, kan
markgrerne omfatte radioisotoper, fluorophorer, enzy-
mer, luminescerende stoffer eller partikler. Disse og
andre markerer er velkendte indenfor dette fagomrade og
er f.eks. beskrevet i de folgende US patentskrifter:
nr. 3.766.162; 3.791.932; 3.817.837; 3.996.345 og
4.233.402.

Assays, ved hvilke rekombinantproteinerne ifelge
den foreliggende opfindelse anvendes, kan vare hetero-
gene (dvs. krave et separationstrin) eller homogene.
Hvis assayen er heterogen, kan en razkke separationsme-
toder anvendes, herunder centrifugering, filtrering,
chromatografi eller magnetisme.

Et foretrukket assay til screening af blodpro-
dukter eller andre fysiologiske vasker for tilstedeva-
relsen af antistoffer er en ELISA-assay. Typisk adsor-
beres antigen (i dette tilfzlde et eller en kombination
af rekombinantproteiner) til overfladen af en mikroti-
terbrend. Resterende proteinbindingssteder pé& overfla-
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den blokeres dernzst med et passende middel, sé&som bo-
vint serumalbumin (BSA), varmeinaktiveret normalt gede-
serum (NGS) eller BLOTTO (en pufret oplesning af fedt-
fri ter melk, som ogsd indeholder et konserveringsmid-
del, salte og et antiskumningsmiddel). Brenden inkube-
res dernest med en pregve, der mistenkes for at indehol-
de specifikt antistof. Preven kan pafgres rent, eller
oftere kan den fortyndes, sedvanligvis i en pufferop-
lgsning, som indeholder en lille mezngde (0,1-5,0 vagt%)
protein, s&som BSA, NGS eller BLOTTO. Efter inkubation
i et tilstrakkeligt tidsrum til muligggrelse af at spe-
cifik binding kan ske, vaskes bregndene til fjernelse af
ubundet protein, hvorefter de inkuberes med et merket,
anti-humant immunoglobulin-antistof (a HuIlg). Markeren
kan velges blandt en rekke forskellige enzymer, herun-
der peberrodsperoxidase (HRP), B-galactosidase, alka-
lisk phosphatase og glucoseoxidase. Man lader til-
strekkelig tid forlsbe til, at specifik binding kan
ske, hvorefter brenden igen vaskes til fjernelse af
ikke-bundet konjugat, og substratet for enzymet tilsat-
tes. Farve lades udvikles, og den optiske tethed af
brondens indhold bestemmes visuelt eller instrumentelt.

For nemheds skyld kan reagenser for ELISA-assays
tilvejebringes i form af szt. Disse sat kan omfatte
mikrotiterplader, hvortil virale proteiner fremstillet
ved rekombinantteknikker er preadsorberet, forskellige
fortyndingsmidler og puffere, merkede konjugater til
pavisning af specifikt bundne antistoffer og andre
signaludviklende reagenser, sdsom enzymsubstrater, co-
faktorer og chromogener.

P& grund af det faktum, at et vesentligt antal
AIDS-patienter har en hegj grad af immunosuppression og
gradvist tabt evnen til at danne hgjtiter-antistoffer,
anvendes der ifplge den foreliggende opfindelse dele af
LAV-genomets kapselregion (env-region), hvilke dele ko-
der for et protein, der er immunologisk reaktivt med
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antistoffer for LAV. Tilstedevarelsen af antistoffer
for LAV's kapselglycoprotein er en bedre indikator for
LAV-infektion end forekomsten af antistoffer for andre
virale proteiner, idet antistoftiterne for kapselglyco-
proteinerne formodes at vedblive med at vere til stede
under sygdommens senere stadier, medens mengden af an-
tistoffer for andre proteiner, sdsom kerneproteinet,
kan falde til mindre end paviselige niveauer.

En anden anvendelse af rekombinantproteinerne
ifslge opfindelsen er som humane vacciner. Rekombi-
nantproteinerne kan renses indgéende og formuleres pa
hensigtsmessig mdde, almindeligvis i koncentrationer pé
1 ug til 20 mg pr. kg af verten. Fysiologisk acceptab-
le barere, sasom sterilt vand, saltvand, pufret salt-
vand, osv., kan anvendes. Adjuvanser, sdsom aluminium-
hydroxid kan ogsd anvendes. Vaccinen kan administreres
ved intravenss, subkutan, intramuskuler eller peritone-
al injektion. En injektion kan vere tilstrekkelig, men
oftere foretrzkkes flere injektioner med ugers til ma-
neders intervaller.

Alternativt kan man fremstilles vaccinia-virus-
rekombinanter, som eksprimerer regioner af LAV-genomet.
F.eks. kan de konstruerede rekombinaneter ifslge opfin-
delsen infsjes i et plasmid, sasom pMM34 (Mackett, et
al., Science 227: 433, 1985), ©og vaccinia-virushybrider
indeholdende det opn&ede kimzre plasmid, fremstillet
ved homolog rekombination. Immunisering med sé&danne
rekombinantvirusvacciner har vist sig at vere effektivt
til frembringelse af beskyttende immunitet i dyr over-
for hepatitis B virus og vesikuler stomatitis-virus
(Smith et al., Nature 311: 578, 1984).

Anvendelsen af en rekombinantproteinvaccine pa
denne made eliminerer behovet for at fremstille vacci-
ner ud fra inaktiverede prazparater eller avirulente

stammer af patogene mikroorganismer.
Den genetiske organisation af LAV, 5'LTR-gag-
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pol-Q-env-F-3'-LTR, er enestdende blandt retrovirus. I
alle andre kendte retrovirus med evne til replikation,
overlapper pol- og env-generne. I LAV er de adskilt af

en &ben la@seramme Q (Wain-Hobson et al., Cell 40: 9
(1985).

Den &bne env-leseramme har et muligt initie-
ringssted (methionincodon) ved den ottende triplet og
forventes sdledes at kode for et protein med en mole-
kylvegt p& 97 kd. Dette stemmer overens med den tilsy-
neladende molekylvaegt (110 kd) af LAV-glycoproteinet pa
denaturerende polyamidgeler. Der er 32 potentielle N-
glycosyleringssteder i env-genet (Asn-x-Ser/Thr). Der
er ogsd tre hydrofobe regioner, som er karakteristiske
for retrovirale kappeproteiner og svarer til et signal-
peptid (som nucleotiderne 5815-5850 koder for), en an-
den region (7315-7350) og et tranmembransegment (7831-
7896). Den anden region efterfglger en Arg/Lys-rig re-
gion, som formodes at reprazsentere et proteolytisk re-
aktionssted (Wain-Hobson, se ovenfor).

Som bemarket ovenfor, opstadr antistoffer for
LAV-glycoproteinet (env-genproduktet) tidligt i virus-
infektionens forlegb, og de vedbliver med at forekomme
ogsd under sygdommens senere stadier (Kitchen et al.,
Nature 312: 367 (1984)). Antistoffer for glycoprotei-
nerne er derfor en sarligt god indikator for tidligere
udszttelse for LAV, hvilket ger glycoproteinerne eller
dele deraf sarligt anvendelige ved blodscreeningsas-
says.

En serligt foretrukket del af LAV-genomets env-
region er ENV-3. Som vist i fig. 3 spznder ENV-3 over
nucleotidsekvensen fra bp 7178 til bp 7698. Som det
ses i fig. 7 er folgende underregioner inkluderet i re-
gionen (overstreget i fig. 7): (1) et hydrofobt peptid,
som bp 7315 til 7350 koder for; (2) et dodecapeptid in-
deholdende formodede proteolytiske bearbejdningssteder
for spaltning af kapselprecursorproteinet til gp 65 og



10

15

20

25

30

35

DK 167158 B1

13
gp 43; (3) en i hej grad bevaret region omkring to cy-
steinrester; (4) en bevaret sekvens ved den 3'-(carb-
oxy-)terminale ende; og (5) en bevaret sekvens ved den
5'-(amino-)terminale ende.

Data opndet ved anvendelse af syntetiske pepti-
der, som svarer til de forskellige underregione af
ENV-3, viser, at de vigtigste regioner er dem, der om-
giver eller ligger narved cysteinresterne, og dem der
omgiver eller ligger nezrved den proteolytiske bearbejd-
ningsregion. Syntesen og screeningen af visse af disse
peptider er beskrevet i den samtidigt verserende US pa-
tentansegning serie-nr. 728.052, indleveret den 29.
april 1985 af Cosand og inkorporeret heri ved henvis-
ning. '

Desuden er ENV-3 nesten helt frit for potentiel-
le glycosyleringssteder, hvorfor den antigene virkning
af rekombinantproteinet med rimelighed kan forventes at
have lighed med den antigene virkning af det naturlige
protein. Hele sekvensen af env-genet og dets genpro-
dukt er vist i fig. 8, hvori de potentielle glycosyle-
ringssteder er overstreget. I fig. 8 kan det ses, at
en” stor strekning af ENV-3 er fri for s&danne steder,
og at ENV-3 i sammenligning med resten af genet i hel-
hed er pafaldende underglycosyleret.

I det folgende eksempel blev en LAV-genomklon,
betegnet AJ19, subklonet ind i den bakterielle plasmid-
vektor, puUClS8. Den resulterende underklon, betegnet
pBT-1 (tildelt ATCC accessionsnummer 53069), yderligere
subklonet til opndelse af pRS-3, som hovedsagelig inde-
holdt env-, F- og LTR-regionsekvenser. env-Sekvensen
og en del af F-sekvensen blev yderligere subklonet ind
i M13mpl8, og regionerne af env-sekvensen blev forst
ind i den trp-E-inducerbare ekspressionsvektor. env-
DNA'et blev indfsjet i rammen nedstrems for trp E-ge-
net, hvilket resulterende i ekspressionen af et trp E-
envfusionsprotein, nar E. coli blev transformeret med
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dette produkt. De opndede proteiner blev delvist ren-
set og karakteriseret ved deres reaktivitet i ELISA med
sera fra individer, som man vidste var henholdsvis se-
ropositive og seronegative. Fem nyttige produkter, be-
tegnet pENV-1 til pENV-5, blev identificeret.

Det fglgende eksempel gives til n@rmere belys-
ning af opfindelsen og pé& ingen mdde til begrensning
deraf.

Eksempel
A. Fremstilling af trp-env-ekspressionsvektorer

Enhver af en razkke forskellige bakterielle eks-
pressionssystemer kan anvendes til eksprimering af
fremmede proteiner. trp E-systemet valgtes til eks-
pression af LAV-env-sekvenser, idet det indeholder en
sterk, inducerbar promotor, men dets ekspression kan
ogsé undertrykkes, sdledes at fremmede (og potentielt
toksiske) proteiner ikke akkumuleres i bakterien i lang
tid.

Idet der ikke findes nogen hurtig og bekvem made
at " screene og udvelge bakterier transformeret med en
vektor indeholdende et fremmed insert (i modsztning til
bakterier transformeret med vektoren alene), er det
hensigtsmessigt at subklone den gnskede region af et
stort DNA-stykke (s@som Afag-DNA) ind i en vektor inde-
holdende et selektionssystem for inserts, inden det
overfgres til trp E-ekspressionsvektoren. Dette letter
screeningen af transformerede bakterier for dem, der
indeholder det gnskede insert.

Fremgangsmadden ifglge opfindelsen var derfor
forst at subklone det meste af LAV-genomets env-region
ind i en transfervektor, Ml3mpl8 (fig. 1), i to trin.
Derefter blev forskellige fragmenter af denne subklon
ligeret ind i hver af tre trp-ekspressionsvektorer
(pJH1l1, pJH12, pJH14), som kun adskilte sig fra hinan-
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den ved aflesningsrammen for restriktionsstederne i po-
lylinkerregionen (se fig. 2). Nogle af de opnaede sub-

kloner (f.eks. pENV-5 og pENV-4) anvendtes som sadanne,
men andre kravede yderligere modifikationer (pPENV-1,
DENV-2 og pENV-3) til opndelse af det gnskede produkt.

1. Subkloning af LAV-genomet

a. Fremstilling af fag-DNA.

Hele LAV-genomet blev tilvejebragt fra Pasteur
Instituttet i form af Afag-partikler indeholdende et
9,2 Kb genomet DNA-insert i Hind III-stedet af fagen
AL47.1. Denne klon betegnes AJ19 og er beskrevet i
Wain-Hobson et al., Cell 40: 9 (1985). AJ19 fagpartik-
ler blev feprt ind i Q359-stammen af E. coli K-12
(genotypen af Q359 er hsdRK™, hsdMk*, supF, ¢80, P2)
ved fremgangsmdden ifplge Maniatis et al., Moleculat
Cloning: A Laboratory Manual, New York: Cold Spring
Harbor Laboratory, 1982, s. 64. En enkelt plaque blev
opsamlet, og fagen forgget ved pladelysatmetoden
(Maniatis, se ovenfor, s. 65). Efter en ni timers in-
kubation ved 37°C blev pladerne (100 mm i diameter) in-
deholdende sammenlgbende plaques overh®eldt med 5 ml af
100 mM NaCl/20 mM MgsSO,/50 mM Tris, pH 7,5. Efter in-
kubation i 12 timer ved 4°C blev vesken opsamlet og
ekstraheret to gange med et ligesa stort volumen chlo-

roform.
Til 10 ml af den opndede vandige fase indehol-

dende fagpartiklerne sattes 2 ml 0,25 M EDTA/2,5% SDS/
0,5 M Tris, pH 9, og suspensionen blev inkuberet ved
70°C i 15 minutter til nedbrydning af fagen. 2,5 ml 8
M kaliumacetat blev tilsat, og oplesningen blev inkube-
ret pa is i 15 minutter og dernast centrifugeret i 10
minutter ved 12.000 x g og 4°C til dannelse af pellet-
ter af proteinet. Supernatanten blev overfert til et
50 ml polypropylencentrifugerer og ekstraheret med et
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liges& stort volumen phenol (pH 8, skvilibreret med 1 M
Tris, pH 8) ved 20°C. Den vandige fase blev dernast
ekstraheret med et ligesd stort volumen chloroform:iso-
amylalkohol (24:1) ved 20°C. Til den vandige fase sat-
tes dernast 2,5 voluminer 95% ethanol til bundfelding
af DNA'et. Efter centrifugering blev DNA-pelletten
torret og gensuspenderet i 10 mM Tris-HCl, pH 7,4/1 mM
EDTA.

b. Subkloning af env-regionen

Ca. 12 pg AJ19-DNA fremstillet i A.l.a ovenfor
blev nedbrudt fuldstazndig med restriktionsensymet Sst I
(Bethesda Research Labs. Bethesda, MD), som kun klipper
i LTR-regionerne af dette isolat af LAV. Blandingen af
nedbrydningsprodukterne blev udsat for elektroforese
ved 1 V/cm gennem 0,9% agarose i 0,089 M Tris-borat/
0,089 M borsyre/1 mM EDTA. Positionen af 9,1 Kb-frag-
mentet blev bestemt i forhold til molekylvagtsstandar-
der efter farvning med ethidiumbromid. Bandet blev
elektroelueret ind i  NA45-papir (Schleicher og
Schuell), Keene, NH). DNA'et blev udvundet fra papiret
efter instruktionerne givet af producenten.

9,1 Kb Sst I-fragmentet blev ligeret ind i den
Sst-I-nedbrudte vektor pucl8 i et forhold pad 10 insert
molekyler: 1 vektormolekyle. E. coli stamme HB10l blev
transformeret med ligeringsblandingen ved CaCl,-metoden
ifglge Maniatis et al. (se ovenfor) og udspredt pd LB-
plus ampicillin (20 ug/ml) agarplader.

Enkeltkolonier blev opsamlet og fortyndet i 3 ml
LB plus ampicillin-medium og dyrket natten over ved
37°C under konstant omrystning. Plasmid-DNA blev frem-
stillet ved den alkaliske lysemetode (Maniatis et al.,
se ovenfor, side 368). Der blev opsamlet en koloni,
som indeholdt 9,1 Kb Sst I-insertet i en orientering,
sdledes at Eco RI-stedet i polylinkeren var narmest
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5'-enden af LAV-genomet, som bestemt ved restriktions-
analyse af plasmid-DNA'et. Denne subklon blev betegnet
pBT-1 (ATCC accessionsnummer 53069) (fig. 1).

Plasmidet pBT-1 blev dernest nedbrudt med Eco
RI, og vektoren, der stadig indeholdt 3' enden af
LAV-genomet, blev religeret. Dette tjente til fjernel-
se af 5'Eco RI-fragmenterne fra plasmidet. HBl0l-cel-
ler blev transformeret med ligeringsblandingen, og en
koloni indeholdende insertet, pRS-3, blev identifice-
ret ved restriktionsanalyse af det oprensede plasmid-
DNA.

Sekvensen mellem Kpn I stederne ved bp 5889 og
bp 8572 [nummerering efter Wain-Hobson et al., Cell 40:
9 (1985)], indeholdende det meste af env-regionen, blev
dernest overfert fra pRS-3 til M13mpl8-vektoren. Dette
blev gjort til yderligere fjernelse af uvedkommende se-
kvenser (ikke-env-sekvenser) og desuden til at placere
env-sekvenserne i en vektor, som udnytter p-galactosi-
dase i stedet for ampicillin som markeren, der kan ud-
velges/screenes. Dette var fordelagtigt, idet trp E-
ekspressionsvektoren anvender ampicillinresistens som
dens markegr, der kan udvalges. Overforsel af insert
fra en vektor (puC 18), der koder for ampicillinresi-
stensfaktoren til en anden (trp-ekspressionsvektorer
pJH 11, 12 og 14) ville ggre screening for det gnskede
insert og vektor vanskeligere. Ml3-fag blev screenet
ved anvendelse af det chromogene stof 5-brom-4-chlor-3-
indolyl-pgalactosid (Sigma Chemical Co.) til bedgmmelse
af inaktivering af B-galactosidase p& grund af indfe-
jelse af env-sekvensen. Disse fagholdige inserts blev
screenet for orienteringen af insertet i forhold til
restriktionsstederne i polylinkerregionen. DNA blev
isoleret fra rekombinanter (mpSWlé og mpSW19) for hver

orientering (fig. 1).
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2. Indfgjelse af env-sekvensen i trp-vektorer

Ekspressionsvektorerne indeholdt E. coli trp-
operon-promotoren, operator og trp E-gen indfgjet i
pBR322 (fig. 2). trp E-genet var afskdret ved dets
5'-most Bgl II steder ved indfejelse af en polylinker-
sekvens (Konopka et al., J. Virol 51: 223 (1984)). De
forskellige trp-vektorer (pJH 11, pJH 12 og pJH 14) ad-
skilte sig fra hinanden ved restriktionsstedernes lase-
ramme i polylinkerregionen. Indfgjelse af en aben le-
seramme i vedkommende vektor resulterer i dannelse af
et fusionsprotein med trp E-sekvenser ved den aminoter-
minale ende (Spindler et al., J. Virol 49: 132 (1984)).

Man valgte fem overlappende LAV-eng-regioner til
ekspression (fig. 3). Valget var bestemt af grznsen pa
insertstorrelsen i disse vektorer (Konopka et al., J.
virol 51: 223 (1984)) og af placeringen af hydrofobe

sekvenser, som kan vaere skadelige for ekspression.

PENV-5 (ATCC accessionsnummer 53074) blev frem-
stillet ved 1ligering af env-regionen, der gar fra
mpSW19's Bam Hl-sted i polylinkerregionen til env Hind
III-stedet (bp nr. 7698), til pJH 12 restringeret med
Bam Hl1 og Hind III (New England Biolabs) (fig. 4). Li-
gater blev transformeret ind i E. coli HB101l, der havde
veret udsat for CaCl,-chok, og bakterierne blev podet
pd plader i tilstedevarelse af ampicillin (Sigma) i en
mengde p& 100 ug/ml og tryptophan (Sigma) i en mengde
pd 20 ug/ml. Tryptophanet blev tilsat til undertryk-
kelse af ekspression af det fremmede protein, hvis ak-
kumulering kunne vare skadeligt for bakterierne. Ampi-
cillinresistente kolonier blev screenet ved hjelp af
minilysater for tilstedeverelsen af rekombinantplasmi-
der, indeholdende env-fragmentet.

pENV-1 (ATCC accessionsnummer 53070) opnaedes ud
fra pENV-5 ved udeladelse af sekvensen mellem to Bgl
II-steder (bp 6598 og bp 7178) (fig. 4). Denne udela-
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delse formindskede sterrelsen af den &bne laseramme ved
indforelse af et stopcodon kort efter Bgl II-stedet.

pENV-2 (ATCC accessionsnummer 53071) blev frem-
stillet ved indfpjelse af fragmentet mellem to Bgl II-
steder (bp 6598 og bp 7178) i pJH 14 restringeret med
Bam H1 (fig. 5) (Bgl II og Bam Hl1 overlap er kompatib-
le). E. coli HB10l blev transformeret med ligerings-
produkterne og de ampicillinresistente kolonier blev
screenet ved restriktionsanalyse for tilstedevarelsen
og orienteringen af env-inserts i pJH 14.

pPENV-3 (ATCC accessionsnummer 53072) krevede 1li-
gering af env-regionen mellem mpSW19's Bam Hl-sted (i
polylinkeren) og Hind III-sted (bp 7698) til pJH 11 re-
stringeret med Bam H1 og Hind IITI (fig. 5). E. coli
HB101 blev transformeret med ligeringsproduktet, og am-
picillinresistente kolonier blev screenet ved hjelp af
minilysater. DNA fra en passende koloni blev isoleret,
spaltet med Bam H1 og Bgl II (New England Biolabs) og
religeret. Dette DNA blev anvendt til transformation
af E. coli HB1O0l. Den opndede ampicillinresistente
bakterie blev screenet ved restriktionsanalyse for re-
kombinantplasmider, hvori fragmentet fra Bam Hl til Bgl
II var udeladt (fig. 5). Udeladelse af dette fragment
bragte env-sekvenserne mellem Bgl II-stedet (bp 7178)
og Hind III-stedet (bp 7698) ind i den korrekte lase-
ramme.

PENV-4 (ATCC accessionsnummer 53073) blev frem-
stillet ved ligering af Hind III-fragmentet fra mpSW16
ind i pJH 12, som var behandlet med Hind III og inte-
stinal, alkalisk phosphatase fra kalve (Boehringer
Mannheim) (fig. 6). Rekombinantplasmider blev identi-
ficeret ved transformation af E. coli HB10l med ligat-
blandingen og dernast screening ved restriktionsanalyse

af minilysater.
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B. Proteinekspression

1. Transformation af E. coli med trp-env-plasmiderne

Hver af rekombinant trp-env-ekspressionsplasmi-
derne blev overfert fra E. coli HB10l til E-coli C600,
idet den sidstnavnte er en potentielt bedre vert for
proteindannelse. Overfgrslen omfattede transformation
af C600 udsat for CaCl,-chok med superfoldet DNA fra
minilysater af HB10l. Bakterierne blev podet pé plader
i tilstedeverelse af ampicillin og tryptophan som be-
skrevet (Konopka et al., J. Virol. 51: 223 (1984)).
Medikamentresistente kolonier blev screenet ved hjzlp
af minilysater til bekraftelse af forekomsten af det

rette plasmid.

2. Ekspression af trp-env-proteiner

Dyrking og induktion af E. coli C600 transforme-
ret med trp-ekspressionsvektorerne var, som beskrevet,
(Spindler et al., J. Virol. 49: 132 (1984); Konopka et
al., J. Virol. 51: 223 (1984)). Kort beskrevet blev
minimalt medium indeholdende 20 ug/ml tryptophan og 100
pg/ml ampicillin inoculeret med transformerede bakteri-
er fra glycerolstamkulturer. Kulturerne blev dyrket
under luftning ved 37°C natten over. KXulturerne, der
havde stdet natten over, blev dernazst inoculeret i for-
hold pd 1:100 i frisk minimalmedium indeholdende 100
ug/ml ampicillin men ingen tryptophan. Disse kulturer
blev dyrket under luftning i 2-3 timer (indtil den tid-
lige logfase) ved 37°C. Induceren, 3-B-indolacrylsyre
(Sigma) tilsattes til en slutkoncentration pé& 20 pg/ml
fra frisk fremstillede stamoplgsninger med en koncen-
tration pa 20 pg/ml i 95%'s ethanol.

Inducerede kulturer blev dyrket ved 37°C under
luftning i 4-5 timer og dernest bragt pd& pelletform og
eventuelt frosset. Proteinudbytter fra pENV-1, pENV-2
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og pENV-3 var typisk mellem 10-30 mg/liter, medens ud-
bytterne fra pENV-4 og pENV-5 typisk var mindre end 1
mg/liter.

C. Isolation og rensning af trp-env-proteinerne

Fusionsproteiner blev delvist oprenset fra cel-
lepelletter som beskrevet (Konopka et al., J. virol.
51: 223 (1984)). Kort beskrevet blev bakterier resu-
spenderet i 100 ml 50 mM Tris, pH 7,5/0,5 mM EDTA/150
mM NaCl (TNE) pr. liter induceret kultur. Lysozym
(Sigma) blev tilsat til en slutkoncentration pd 1 mg/
ml. Efter 15 minutter ved 0°C tilsattes NP40 til blan-
dingen til en slutkoncentration pd 0,2% i 10 minutter
ved 0°C. 1-2 mg DNase (Sigma) tilsattes dernast med 150
ml DNase-puffer (150 mM NaCl/12 mM MgCl,). Reaktions-
blandingerne blev inkuberet i en time ved 0°C under
hyppig omrering. Uoplgselige proteiner blev dernast
bragt p& pelletform ved centrifugering i 15 minutter
ved 8000 x g og 0°C. Pelletterne blev vasket to gange
{ TNE og derefter analyseret for tilstedevarelsen af
uoplgselige proteiner ved denatureringspolyacrylamid-
gelelektroforese. Proteiner blev visualiseret ved farv-
ning med Coomassie Brilliant bla R.

Pelletten indeholdende det uopleselige materiale
fra 1 liter bakterier blev oplgseliggjort i 6 ml af 6 M
guanidiniumchlorid/0,1 M Tris-HCl, pH 7,8. Til denne
oplesning sattes ca. 60 mg fast dithiothreitol (DTT),
og man lod reduktionen forlgbe i 30 minutter ved 37°C.

Det oplegseliggjorte reducerede protein blev ud-
sat for gelpermeationschromatografi pa en 9,4 mm X 25
cm GF-250 Zorbax-kolonne (Du Pont, Wilmington, DE). En
delmzngde pa 100 pl af proteinoplgsningen blev indfert
i kolonnen og elueret med 6 M guanidiniumchlorid med en
stremningshastighed p& 0,5 ml/min. Den optiske tathed
ved 280 mm blev malt, og fraktioner blev opsamlet med
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30 sekunders intervaller. Fraktion nr. 32, dvs. frak-
tionen elueret mellem 7,75 og 8,00 ml, blev anvendt til
de fplgende assays. Note: Inkorporering af DIT vil re-
sultere i dannelse af uopleselige metalsulfider, nar
darligere kvaliteter af guanidiumchlorid anvendes.

trp-env-Fusionsproteinerne er ogsa blevet opren-
set som fglger:

Fusionsproteinerne blev delvist oprenset fra
cellepelletter som en uoplgselig pellet (som beskrevet
ovenfor). Pelleten indeholdende det uoplgselige mate-
riale fra 4 liter bakteriekultur blev oplgseliggjort i
4 ml af 6 M guanidiumchlorid/0,1 M Tris-HCl, pH 7,8.
Til denne oplesning sattes ca. 100 mg fast dithiothrei-
tol (DTT), man lod reduktionen forlgbe i en time ved
37°C.

Det oplgseliggjorte, reducerede protein blev ud-
sat for gelpermeationschromatografi pd en 2,6 x 87 cm
kolonne af Fractogel TSK. HW-50(S) (MCB Manufacturing
Chemists, Gibbsown, NJ). De 4 ml af den reducerede
proteinoplgsning blev pumpet til kolonnen og elueret
med 2 x 107¢ M DTT/2 % 1073 ethylendiamintetraeddike-
syte (EDTA)/6 M guanidiniumchlorid (American Research
Products Co., South Euclid, OH). Kolonnen blev drevet
ved en strgmningshastighed pa 0,5 ml/min., den optiske
tethed ved 280 nm blev mdlt, og fraktioner opsamledes
med 10 minutters intervaller. Fraktionerne nr. 34 og
35, de to fraktioner fra midten af UV-absorptionstop-
pen, blev anvendt i de fglgende assays.

D. Immunologisk reaktivitet af trp-env-proteiner

1. Analyse ved Western blots

Delmengder af de uoplgselige proteinpraparater
eksprimeret af pENV-1, pENV-2, pENV-3, pENV-4 og pENV-5
blev oplsseliggort i 2%'s natriumdodecylsulfat/100 mM
Tris, pH 6,8/20% glycerol/l1,5 M B-mercaptoethanol og
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udsat for elektroforese p& denaturerende polyacrylamid-
geler. Proteinerne blev elektrooverfort til nitrocel-
lulose (BA85, Schleicher og Schuell, Keene, NH) og fil-
trene blokeret med 5%'s bovint serumalbumin (Sigma).
Filtrene blev dernest sonderet med E. coli-adsorberet
humant sera opsamlet fra AIDS-patienter. Filtrene blev
fremkaldt med HRP-konjugeret gede-aHulg. De samlede
blodsera reagerede med alle fem tr -env-fusionsprotei-

ner, men- ikke med trp E-protein alene.

2. Analyse ved ELISA

Uopleselige proteinpraparater af pENV-1, pENV-2,
pENV-3, DENV-5 og trp E blev oplgseliggjort i 3 M gua-
nidiniumchlorid. Uoplgseligt materiale blev fjernet
ved centrifugering ved 15.000 x g 1 5 minutter. Kon-
centrationerne af oplgseliggjorte proteiner blev be-
stemt ved fremgangsmdden ifslge Bradford (Analytical
Biochemistry 72: 248 (1976)). Proteinerne blev fortyn-
det i 0,05 M carbonat/hydrogencarbonatpuffer (pH 9,6)
til en slutkoncentration pa 1-2 ug/ml. Delmengder af
50 ul blev fyldt i hver mikrotiterbrend og inkuberet
ved 4°C natten over. Pladerne blev dernast blokeret
med BLOTTO (5 vagt/vols fedtfri termzlk/0,01%, thime-
rosol/0,01%, antiskummiddel A i 0,01 M natriumphosphat,
pH 7,2/0,15 M natriumchlorid) i 1 time ved 37°C. Sam-
menhzldte seropositive sera, sera fra homoseksuelle
mend eller LASpatienter og sera fra raske heteroseksu-
elle blev fortyndet i forholdet 1:100 med en 1:1 blan-
ding af BLOTTO og PBS (0,01 M natriumphosphat, pH
7,3/0,15 M NaCl), og 50 ul fortyndet serum tilsattes
pr. brgnd i 1 time ved 37°C. Serummet blev fjernet, og
pladerne blev vasket tre gange i vaskepuffer (0,15 M
NaCl/0,05 vag/vols Tween 20) inden tilsmtning af 100 pl
gede-antihumant IgG/peberrodsperoxidasekonjugat (for-
tyndet 1:10.000 1 50 mM NaCitrat/0,05% Tween 20/1% var-
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meinaktiveret normalt gedeserum, opndet fra Antibodies,
Ind,m Davis, CA) i 1 time ved 37°C. Kongugatet blev
fjernet, og pladerne vasket tre gange med 0,15 M
NaCl/0,05 veg/vol% Tween 20. ELISATesten blev frem-
kaldt ved tilsztning af 100 pl/brend substratoplesning
(10 mg o-phenylendiamin i 50 ml 0,05 M natriumcitrat,
pPH 7,0) i 30 minutter ved stuetemperatur. Reaktionen
blev standset med 100 pl/brend af 3N H,SO,, og den op-
tiske tethed ved 490 nm blev bestemt ved hjzlp af et
automatiseret ELISA-afl®sningsapparat. Proteinerne
fremstillet af pENV-1, pENV-2, pENV-3 og pENV-5 fandtes
alle at reagere med sera, som man vidste var seroposi-
tive. :
Yderligere screening af proteiner eksprimeret af
PENV-1, pENV-3 og pENV-5 udfgrtes ved anvendelse af ma-
terialet fra de guanidiumchlorid-oplegseliggjorte pel-
letter beskrevet ovenfor (det pENV-1 eksprimerede pro-
tein blev renset yderligere ved gelpermeationschromato-
grafi som beskrevet ovenfor) overfor en razkke pa 31 hu-
mane serumprgver. Den rzkke omfattede otte sera fra
raske heteroseksuelle (defineret som negative ved en
helvirus-ELISA), to samlinger af serum fra AIDS-patien-
ter og 21 sera fra individer med diagnostiseret LAS
(lymfadenopatia-syndrom). Sera fra LAS-individer blev
bestemt som seropositive ved en helvirus-ELISA. Tolv
blev yderligere bestemt ved Western blot-analyse. Re-
sultaterne er vist i Tabel 1. Disse resultater viser,
at sera fra AIDS- eller LAS-patienter var mere reaktivt
med proteiner, som pENV-1, pENV-3 og pENV-5 koder for,
end sera fra normale personer. Denne fremstilling vi-
ser, at trp-env-fusionsproteiner kan anvendes til
screening for tilstedevaerelsen af sera, der reagerer
med det AIDS-forarsagende virus, LAV.
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Tabel 1
Sammenligning af ENV1, ENV3 og ENVS med et hel-virus-
lysat ved en Elisa-assay til pdvisning af antistoffer
for LAV,

Serum Diagnose
nr.

ELISA
ENV1 ENVS Bestemt
som ser

~ positiv
ja

Hel- ENV3
virus-

lysat
1,109

Positiv 1,744 0,744 1,685

kontrol
(sammen-

501

10

15

20

25

30

35

Y-1
CpC

120

121

122

124

125

126

127

128

haldte
sera)

Positiv

kontrol

(sammen-
haldte
sera)

LAS3 og/

eller
homosek~-
suel

LAS og/
eller
homosek-
suel

LAS og/
eller
homosek-
suel

LAS og/
eller
homosek-
suel

LAS og/
eller
homosek=-
suel

LAS og/ 7

eller
homosek-
suel

LAS og/
eller
homosek-
suel

LAS og/
eller
homosek~-
suel

2,000

1,540

1,483

1,283

1,189

1,232

1,233

1,046

1,284

1,564

1,650

2,207

1,318

2,068

2,233

0,878

1,398

1,542

0,854

1,086

1,083

0,752

1,158

1,255

0,689

0,899

0,746

1,499

1,371

1,233

1,465

1,316

1,802

0,816

1,485

1,189

ja

ja

ja

ja

ja

ja

ja

ja
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Tabel 1 (fortsat)
Sammenligning af ENV1, ENV3 og ENVS med et hel-virus-
lysat ved en Elisa-assay til pdvisning af antistoffer
for LAV,

5 Serum Diagnose Hel- ENV1 ENV3 ENVS Bestemt

10

15

20

25

30

35

nr.

virus=-
lysat

som ser
positiv

128

130

131

132

133

134

135

138

153

154

LAS og/
eller
homosek~
suel

LAS og/
eller
homosek-
suel

LAS og/
eller
homosek~-
suel

LAS og/
eller
homosek-
suel

LAS og/
eller
homosek-
suel

LAS og/
eller
homosek~
suel

LAS og/
eller
homosek-
suel

LAS og/
eller
homosek-
suel

LAS og/
eller
homosek-
suel

LAS og/
eller
homosek-
suel

1,081

0,912

1,220

1,237

1,250

1,050

1,310

1,302

2,000

1,41

0,719

1,541

1,208

1,245

1,513

1,684

0,705

0,710

1,444

0,815

0,484

1,000

0,794

0,735

0,881

0,800

0,516

0,730

0,830

0,662

0,944

1,547

1,120

1,127

1,472

1,660

1,005

0,934

1,369

0,959

ja

ja

ja

ja

ja

ja

ja

ja

ja

ja
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Tabel 1 (fortsat)
Sammenligning af ENV1, ENV3 og ENVS med et hel-virus-
lysat ved en Elisa-assay til pivisning af antistoffer
for LAV,

5 Serum Diagnose Rel~- ENV1I  ENV3 ENVS Bestemt
nr. virusI som ser
lysat "positiv
155 LAS og/ 1,069 1,824 1,199 1,644 ja
eller
homosek~-
10 suel
157 LAS og/ 1,349 1,679 1,098 1,433 ja
eller
homosek-
suel
666 ukendt 2,000 1,737 1,172 1,683 ja
15 633 Rask hete- 0,222 0,089 0,113 0,135 ikke
roseksuel sero-
. positiv
637 Rask hete- 0'097 0,067 0'065 0,183 ikke
roseksuel sero-
positiv
639 Rask hetero-

20 seksuel 0,123 0,073 0,045 0,186 ikke
sero-
positiv

641 Rask hete- 0,199 0,100 0}075 0,236 ikke
roseksuel sero-
positiv

667 Rask hete- 0,095 0,208 0,113 0,450 n.d.
25 roseksuel

1890 Rask hete- n.d. 0,093 0'082 0'311 n.d.
seksuel
roseksuel

30 roseksuel
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! Viruslysatet blev fremstillet ved bundfaldning
af supernatanten af inficerede cellekulturer med 10%'s
polyethylenglycol (PEG 6000), og dernest sammenslutning
to gange til ligevegt i en 20-60%'s saccharosegradient.
De forenede virus med en densitet pd 1,16 blev fjernet,
og viralte partikler blev yderligere koncentreret ved
ultracentrifugering og derefter lyseret i RIPA-puffer
(beskrevet i fodnote 2) indeholdende 0,5% natriumdode-
cylsulfat, og til sidst anbragt i brende af mikrotiter-
testplader.

? Radiomzrkede LAV-antigener blev oplest i RIPA-
puffer (Gilead et al., Nature 264: 263 (1976)) og de-
refter omsat med humant serum. De opndede immunkom-
plekser blev skilt fra ved binding til en Staphylococ-
cus aureus adsorbent (Kessler, J. Immunology 115: 1617
(1975)), efterfulgt af flere vaskninger. Immunudfzl-
dede antigener blev analyseret ved SDS-polyacrylamid-
gelelektroforese (Laemmli, Nature 227: 680, (1970)),
efterfulgt af fluorografi. Forekomsten af enten et p25
eller gp43 band blev undersggt nedvendigt og tilstrak-
keligt til bekraftelse af om en preve var seropositiv.

® LAS = lymfadenopatia-syndrom.

* n.d. = ikke udfert.

3. Fluororescens-objektglastest til pavirning af se-
rumantistof for LAV.

Oploselige proteiner fremstillet som beskrevet i
det foregaende konjugeres til latexkugler, og protein/
kugleprazparatet ethanolfikseres pa mikroskopobijektglas.
En delmengde af serum fra en patient inkuberes med pro-
tein/kuglerne pa et objektglas. Objektglassene vaskes,
og FITC-mezrket anti-humant immunoglobulin i Evans bla
modfarve tilszttes. Objektglassene vaskes, og fikser-
medium og dzkglas anbringes pa hver.

Alternativt placeres protein/kuglepr®paratet i
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testrogret til inkubation med serum fra patienter. Re-
rene centrifugeres og vaskes, 0g FITC-merket anti-hu-
mant immunoglobulin i Evand blad modfarve tilsazttes.
Rorene centrifugeres, og supernatanten suges fra. En
delmengde af kuglerne placeres pa4 et mikroskopobjekt-
glas og fikseres med ethanol, og dazkglas anbringes.

Alle objektglassene undersgges ved fluorescens-
mikroskopi. Hvis testserummet er antistofpositivt, ses
kuglerne som fluorescerende gregnne spherer, hvis test-
serummet er antistofnegativ ses kuglerne som rode spha-

rer.
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PATENTZEXRAV

1. DNA-Sekvens, kendetegnet ved, at
den indeholder en del af LAV-genomets env-region, isar
én eller flere sekvenser, der i det vasentlige omfatter
pENV-1, pDENV-2, pENV-3, pENV-4 eller pENV-5, hvilken
del koder for et protein, som er immunologisk reaktivt
med antistoffer for LAV.

2. DNA-Sekvens ifglge krav 1, k end e t e g -
net ved, at den koder for ENV-3.

3. Rekombinantplasmid, der er i stand til at
replikere i bakterievertsceller, Xk endetegnet
ved, at det omfatter prokaryotiske transcriptions- og
translationssignaler for ekspression, efterfulgt i le-
sefasen af en DNA-sekvens ifslge krav 1 eller 2, hvil-
ken sekvens koder for et protein, der er immunologisk
reaktivt med antistoffer for LAV.

4. Rekombinantplasmid ifglge krav 3, k e n d e-
tegnet ved, at signalerne opnds fra trp-operonet.

5. Bakteriecelle, k endetegnet ved,
at den er transformeret med et rekombinantplasmid ifgl-
ge krav 3 eller 4.

) 6. Transformeret celle ifglge krav 5, k e n -
detegnet ved, at bakteriecellen er E. coli.

7. Fremgangsmdde til fremstilling af proteiner,
som er immunologisk reaktive med antistoffer for LAV,
kendetegnet ved, at den omfatter, at man:

i en bakterievartscelle indfgrer et rekombinant-

plasmid ifslge krav 3 eller 4.

dyrker denne bakterievartscelle i et passende

medium, og

isolerer proteinproduktet af denne sekvens fra

bakterievartscellen.

8. Fremgangsmade ifglge krav 7, kende -
tegnet ved, at den omfatter at man efter isola-
tion af proteinproduktet renser det ved gelpermeations-
chromatografi.
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9. Anvendelse af protein, fremstillet ifelge krav
7 eller 8 ved en assay til bestemmelse af forekomsten af
antistoffer for LAV i en biologisk vaske.

10. Anvendelse ifglge krav 9, kendeteg-

n et ved, at et protein fremstillet ifelge krav 7 eller
8 bringes i kontakt med den biologiske veaske, og den spe-
cifikke binding mellem proteinet og antistoffet for LAV
detekteres.

11. Anvendelse af protein, fremstillet ifelge
krav 7 eller 8 ved en assay til bestemmelse af forekom-
sten af LAV-antigen i en biologisk vaske.

12. Anvendelse ifwslge krav 11, kendeteg-
net ved, at den biologiske vaske blandes med proteiner
fremstillet ifelge krav 7 eller 8, til dannelse af en
blanding, hvori proteinerne er merkede, hvilken blanding
bringes i kontakt med antistoffer som reagerer med et
protein fremstillet ifelge krav 7 eller 8, og den speci-
fikke binding mellem de merkede proteiner og antistoffer-
ne detektes, og forekomsten af LAV-antigen bestemmes pa
baggrund heraf.

13. BAnvendelse af protein, fremstillet ifelge
krav 7 eller 8 ved fremstilling af antistoffer for LAV.

14. Anvendelse ifelge krav 13, k e n deteg-
net ved, at et dyr immuniseres med et protein frem-
stillet ifelge krav 7 eller 8.

15. Protein, fremstillet ifelge krav 7 eller 8,
kendetegnet ved, at det omfatter ENV-1, ENV-2,
ENV-3, ENV-4 eller ENV-5.

16. Protein, fremstillet ifelge krav 7 eller 8,
kendetegnet ved, at det omfatter ENV-3.
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Potylinker region

pJH11: &' GAG ATC CCC GGG CGA GCT CGA ATT CGA GCT

rBOﬂ'\HIﬂ
CGC CCG GGG ATC CTC TAG AGT CGA CCT GCA

Hlndl[—ﬂ
GCC CAA GCTT 3

pJHI2: 5 GAGATCCCC S amIEaT CTA GAG TCG ACC

HindIl
TGC AGC CCrA- AGC T'_IJ 3

rBOﬂ'\HI
pJH14 : 5 GAG ATC CCC CCG AAT TCG GGG GGA Tec'TCT
Hmdmﬂ
AGA GTC GAC CTG CAG CCC AAGCTT' 3

FIG, 2
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ENV-3

) FIG.7

Ile Phe Arg Pro Gly Gly Gly Asp Met Arg Asp Asn Trp Arg Ser Glu

30
Leu Try Lys Tyr Lys Val val Lys tle Glu Pro Leu Gly val Ala pro

$2 40
Thr Lys Ala Lys Arg Arg Val val Gln Arg Glu Lys Arg Ala val Gly

50 $1 60
Ile Gly Ala Leu Phe Leu Gly Phe Leu Gly Ala Ala Gly Ser Thr Met

70 80
Gly Ala Gly Ser Met Thr Leu Thr Val Gln Ala Arg Gln Leu Leu Ser

90
Gly Ile Val Gln Gln Gln Asn Asn Leu Leu Arg Ala Ile Glu Ala Gln

i 100 110
Gln His Leu TLeu Gln Leu Thr val Trp Gly Ile Lys Gln Leu Gln Ala

120
Arg Ile Leu Ala Val Glu Arg Tyr Leu Lys Asp Gln Gln Leu Leu Gly

130 : #3 140
Ile Trp Gly Cys Ser Gly Lys Leu Ile Cys Thr Thr Ala Val Pro Trp

150 160
Asn Ala Ser Trp Ser asn Lys Ser Leu Glu Gln Ile Trp Asn Asn Met

170 14
Thr Trp Met Glu Trp Asp Arg Glu Ile Asn Asn Tyr Tar
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FI1G.8

Lys Glu Gln Lys Thr Val Ala Met Arg Val Lys Glu Lys Tyr Gln His
AAA GAG CAG AAG ACA GTG GCA ATG AGA GTG AAG GAG AAA TAT CAG CacC

Leu Trp Arg Trp Gly Trp Lys Trp Gly Thr Met Leu Leu Gly Ile Leu
TTG TGG AGA TGG GGG TGG AAA TGG GGC ACC ATG CTC CTT GGG ATA TTG

5800

Met Ile Cys Ser Ala Thr Glu Lys Leu Trp val Thr Val Tyr Tyr Gly
ATG ATC TGT AGT GCT ACA GAA AAA PG TGG GTC ACA GTC TAT TAT GGG

val Pro Val Trp Lys Glu Ala Thr Thr Thr Leu Phe Cys Ala Ser Asp
GTA CCT GTG TGG AAG GAA GCA ACC ACC ACT CTA TTT TGT GCA TCA GAT

5900

Ala Lys Ala Tyr Asp Thr Glu val His Asn Val Trp Ala Thr His Ala
GCT AAA GCA TAT GAT ACA GAG GTA CAT AAT GTT TGG GCC ACA CAT GCC

Cys Val Pro Thr Asp Pro Asn Pro Gln Glu Val val Leu Val Asn Val
TGT GTA CCC ACA GAC CCC AAC CCA CAA GAA GTA GTA TTG GTA AAT GTG
6000

Thr Glu Asn Phe Asn Met Trp Lys Asn Asp Met val Glu Gln Met His
ACA GAA AAT TTT AAC ATG TGG AAA AAT GAC ATG GTA GAA CAG ATG CAT

Glu Asp Ile Ile Ser Leu Trp Asp Gln Ser Leu Lys Pro Cys Val Lys
GAG GAT ATA ATC AGT TTA TGG GAT CAA AGC CTA AAG CCA TGT GTA AAA

6100

Leu Thr Pro Leu Cys Val Ser Leu Lys Cys Thr Asp Leu Gly Asn Ala
TTA ACC CCA CTC TGT GTT AGT TTA AAG TGC ACT GAT TTG GGG AAT GCT
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Thr Asn Thr Asn Ser Ser Asn Thr Asn Ser Ser Ser Gly Glu Met Met
ACT AAT ACC AAT AGT AGT AAT ACC AAT AGT AGT AGC GGG GAA ATG ATG
6200

Met Glu Lys Gly Glu Ile Lys Asn Cys Ser Phe Asn Ile Ser Thr Ser
ATG GAG AAA GGA GAG ATA AAA AAC TGC TCT TTC AAT ATC AGC ACA AGC

Ile Arg Gly Lys Val Gln Lys Glu Tyr Ala Phe Phe Tyr Lys Leu Asp
ATA AGA GGT AAG GTG CAG AAA GAA TAT GCA TTT TTT TAT AAA CIT GAT

6300
Ile Ile Pro Ile Asp Asn Asp Thr Thr Ser Tyr Thr Leu Thr Ser Cys
ATA ATA CCA ATA GAT AAT GAT ACT ACC AGC TAT ACG TTG ACA AGT TGT

Asn Thr Ser Val Ile Thr Gln Ala Cys Pro Lys Val Ser Phe Glu Pro
AAC ACC TCA GTC ATT ACA CAG GCC TGT CCA AAG GTA TCC TTT GAG CCa
6400

Ile Pro Ile His Tyr Cys Ala Pro Ala Gly Phe Ala Ile Leu Lys Cys
ATT CCC ATA CAT TAT TGT GCC CCG GCT GGT TTT GCG ATT CTA AAA TGT

Asn Asn Lys Thr Phe Asn Gly Thr Gly Pro Cys Thr Asn Val Ser Thr
AAT AAT AAG ACG TTC AAT GGA ACA GGA CCA TGT ACA AAT GTC AGC ACA
6500

Val Gln Cys Thr His Gly Ile Arg Pro Val Val Ser Thr Gln Leu Len
GTA CAA TGT ACA CAT GGA ATT AGG CCA GTA GTA TCA ACT CAA CTG CTG

Leu Asn Gly Ser Leu Ala Glu Glu Glu Vval val Ile Arg Ser Ala Asn
TTG AAT GGC AGT CTA GCA GAA GAA GAG GTA GTA ATT AGA TCT GCC AAT
' 6600

Phe Thr Asp Asn Ala Lys Thr Ile Ile Val Gln Leu Asn Gln Ser Val
TTC ACA GAC AAT GCT AAA ACC ATA ATA GTA CAG CTG AAC CAA TCT GTA
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Glu Ile Asn Cys Thr Arg Pro Asn Asn Asn Thr Arg Lys Ser Ile Arg
GAA ATT AAT TGT ACA AGA CCC AAC AAC AAT ACA AGA AAA AGT ATC CGT
6700

Ile Gln Arg Gly Pro Gly Arg Ala Phe Val Thr Ile Gly Lys Ile Gly
ATC CAG AGG GGA CCA GGG AGA GCA TTT GTT ACA ATA GGA AAA ATA GGA

Asn Met Arg Gln Ala His Cys Asn Ile Ser Arg Ala Lys Trp Asn Ala
AAT ATG AGA CAA GCA CAT TGT AAC ATT AGT AGA GCA AAA TGG AAT GCC
6800

Thr Leu Lys Gln Ile Ala Ser Lys Leu Arg Glu Gln Phe Gly Asn Asn
ACT TTA AAA CAG ATA GCT AGC AAA TTA AGA GAA CAA TTT GGA AAT AAT

Lys Thr Ile Ile Phe Lys Gln Ser Ser Gly Gly Asp Pro Glu Ile Val
AAA ACA ATA ATC TTT AAG CAA TCC TCA GGA GGG GAC CCA GAA ATT GTA

Thr His Ser Phe Asn Cys Gly Gly Glu Phe Phe Tyr Cys Asn Ser Thr
ACG CAC AGT TTT AAT TGT GGA GGG GAA TTT TTC TAC TGT AAT TCA ACA

6900

Gln Leu Phe Asn Ser Thr Trp Phe Asn Ser Thr Trp Ser Thr Glu Gly
CAA CTG TTT AAT AGT ACT TGG TTT AAT AGT ACT TGG AGT ACT GAA GGG

Ser Asn Asn Thr Glu Gly Ser Asp Thr Ile Thr Leu Pro Cys Arg Ile
TCA AAT AAC ACT GAA GGA AGT GAC ACA ATC ACA CTC CCA TGC AGA ATA

7000

Lys Gln Phe Ile Asn Met Trp Gln Glu Val Gly Lys Ala Met Tyr Ala
AAA CAA TTT ATA AAC ATG TGG CAG GAA GTA GGA AAA GCA ATG TAT GCC

Pro Pro Ile Ser Gly Gln Ile Arg Cys Ser Ser Asn Ile Thr Gly Leu
CCT CCC ATC AGC GGA CAA ATT AGA TGT TCA TCA AAT ATT ACA GGG CTG

7100
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Leu Leu Thr Arg Asp Gly Gly Asn Asn Asn Asn Gi} Ser Glu Ile Phe
CTA TTA ACA AGA GAT GGT GGT AAT AAC AAC AAT GGG TCC GAG ATC TTC

Arg Pro Gly Gly Gly Asp Met Arg Asp Asn Trp Arg Ser Glu Leu Tyr
AGA CCT GGA GGA GGA GAT ATG AGG GAC AAT TGG AGA AGT GAA TTA TAT
7200

Lys Tyr Lys Val Val Lys Ile Glu Pro Leu Gly Val Ala Pro Thr Lys
AAA TAT AAA GTA GTA AAA ATT GAA CCA TTA GGA GTA GCA CCC ACC AAG

Ala Lys Arg Arg Val Val Gln Arg Glu Lys Arg Ala Val Gly Ile Gly
GCA AAG AGA AGA GTG GTG CAG AGA GAA AAA AGA GCA GTG GGA ATA GGA
7300

Ala Leu Phe Leu Gly Phe Leu Gly Ala Ala Gly Ser Thr Met Gly Ala
GCT TTG TTC CTT GGG TTC TTG GGA GCA GCA GGA AGC ACT ATG GGC GCA

Arg Ser Met Thr Leu Thr Val Gln Ala Arg Gln Leu Leu Ser Gly Ile
CGG TCA ATG ACG CTG ACG GTA CAG GCC AGA CAA TTA TTG TCT GGG ATA
7400

Val Gln Gln Gln Asn Asn Leu Leu Arg Ala Ile Glu Ala Gln Gln His
GTG CAG CAG CAG AAC AAT TTG CTG AGG GCT ATT GAG GCG CAA CAG CAT

Leu Leu Gln Leu Thr Val Trp Gly Ile Lys Gln Leu Gln Ala Arg Ile
CTG TTG CAA CTC ACA GTC TGG GGC ATC AAG CAG CTG CAG GCA AGA ATC
7500

Leu Ala Val Glu Arg Tyr Leu Lys Asp Gln Gln Leu Leu'Gly Ile Trp
CTG GCT GTG GAA AGA TAC CTA AAG GAT CAA CAG CTC CTG GGG ATT TGG

Gly Cys Ser Gly Lys Leu Ile Cys Thr Thr Ala Val Pro Trp Asn Ala
GGT TGC TCT GGA AAA CTC ATT TGC ACC ACT GCT GTG CCT TGG AAT GCT
7600




DK 167158 B1

Ser Trp Ser Asn Lys Ser Leu Glu Gln Ile be Asn Asn Met Thr Trp
AGT TGG AGT AAT AARA TCT CTG GAA CAG ATT TGG AAT AAC ATG ACC TGG

Met Glu Trp Asp Arg Glu Ile Asn Asn Tyr Thr Ser Leu Ile RHig Ser
ATG GAG TGG GAC AGA GAA ATT AAC AAT TAC ACA AGC TTA ATA CAT TCC
7700

Leu Ile Glu Glu Ser Gln Asn Gln Gln Glu Lys Asn Glu Gln Glu Leu
TTA ATT GAA GAA TCG CAA AAC CAG CAA GAA AAG AAT GAA CAA GAA TTA

Leu Glu Leu Asp Lys Trp Ala Ser Leu Trp Asn Trp Phe Asn Ile Thr
TTG GAA TTA GAT AAA TGG GCA AGT TTG TGG AAT TGG TTT AAC ATA ACA
7800

Asn Trp Leu Trp Tyr Ile Lys Ile Phe Ile Met Ile Val Gly Gly Leu
AAT TGG CTG TGG TAT ATA AAA ATA TTC ATA ATG ATA GTA GGA GGC TTG

Val Gly Leu Arg Ile Val Phe Ala Val Leu Ser Ile Val Asn Arg Val
GTA GGT TTA AGA ATA GTT TTT GCT GTA CTT TCT ATA GTG AAT AGA GTT
7900

Arg Gln Gly Tyr Ser Pro Leu Ser Phe Gln Thr His Leu Pro Thr Pro
AGG CAG GGA TAT TCA CCA TTA TCG TTT CAG ACC CAC CTC CCA ACC CCG

Arg Gly Pro Asp Arg Pro Glu Gly Ile Glu Glu Glu Gly Gly Glu Arg
AGG GGA CCC GAC AGG CCC GAA GGA ATA GAA GAA GAA GGT GGA GAG AGA:
8000

Asp Arg Asp Arg Ser Ile Arg Leu Val Asn Gly Ser Leu Ala Leu Ile
GAG AGA GAG AGA TCC ATT CGA TTA GTG AAC GGA TCC TTA GCA CTT ATC

Trp Asp Asp Leu Arg Ser Leu Cys Leu Phe Ser Tyr His Arg Leu Arg
TGG GAC GAT CTG CGG AGC CTG TGC CTC TTC AGC TAC CAC CGC TTG AGA

Asp Leu Leu Leu Ile Val Thr Arg Ile Val Glu Leu Leu Gly Arg Arg
GAC TTA CTC TTG ATT GTA ACG AGG ATT GTG GAA CTT CTG GGA CGC AGG

8100
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ély Trp Glu Ala Leu Lys Tyr Trp Trp Asn Leu Leu Gln Tyr Trp Sef-
GGG TGG GAA GCC CTC AAA TAT TGG TGG AAT CTC CTA CAG TAT TGG AGT

Gln Glu Leu Lys Asn Ser Ala Val Ser Leu Leu Asn Ala Thr ala Ile
CAG GAA CTA AAG AAT AGT GCT GTT AGC TTG CTC AAT GCC ACA GGC ATA
8200

Ala Val Ala Glu Gly Thr Asp Arg Val Ile Glu Val val Gln Gly Ala
GCA GTA GCT GAG GGG ACA GAT AGG GTT ATA GAA GTA GTA CAA GGA GCT

Cys Arg Ala Ile Arg His Ile Pro Arg Arg Ile Arg Gln Gly Leu Glu
TGT AGA GCT ATT CGC CAC ATA CCT AGA AGA ATA AGA CAG GGC TTG GAA
8300 '

Arg Ile Leu Leu
AGG ATT TTG CTA TAA
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