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KIVONAT

A taldlmany egyik targyat hepatitis C—1 virusbol
(HCV-1) szarmaz6 cDNS-szekvenciacsalad eléallita-
sdra iranyulo eljaras képezi. Ezek a szekvenciak olyan
antigéneket koédolnak, amelyek immunologiailag rea-
galnak a C hepatitisben szenved egyénekben jelen 1évd

antitestekkel.

A HCV-1 cDNS-szekvencidk alkalmasak olyan
HCV-1 polinukleotid vizsgalomintak tervezésére és
olyan HCV—1 polipeptidek szintézisére, amelyek im-

A leiras terjedelme 124 oldal (ezen beliil 63 lap abra)

munesszében alkalmazhatok. Ezek az eljarasok ugyan-
csak a talalméany targyat képezik. Ezenkiviil ezek a
cDNS-szekvenciék alkalmasak olyan immunogén poli-
peptidek taldlmany szerinti szintéziséhez, amelyek
HCV-1 fertdzések megel6zs és/vagy terapias kezelésé-
hez vakcinaként alkalmazhatdk.

A taldlmény szerint el6éllitott reagensek lehetové
teszik HCV—1 4gensnek vagy dgenseknek a szaporita-
sat szovettenyésztd rendszerekben.
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A taldlmdny egyik targyat hepatitis C—1 virusbél
(HCV-1) szirmazé cDNS-szekvenciacsalad eldallitd-
sara iranyulé eljaras képezi. Ezek a szekvenciak olyan
antigéneket kodolnak, amelyek immunol6giailag rea-
galnak a C hepatitisben szenvedd egyénekben jelen 1é-
v6 antitestekkel.

A HCV-1 cDNS-szekvencidk alkalmasak olyan
HCV-1 polinukleotid vizsgalomintdk tervezésére és
olyan HCV-1 polipeptidek szintézisére, amelyek im-
munesszében alkalmazhatok. Ezek az eljarasok ugyan-
csak a taldlmany targyat képezik. Ezenkiviil ezek a
cDNS-szekvenciak alkalmasak olyan immunogén poli-
peptidek taldlmany szerinti szintéziséhez, amelyek
HCV -1 fertézések megel6z6 és/vagy terapias kezelésé-
hez vakcinaként alkalmazhatdk.

A talalmany szerint eldallitott reagensek lehetGvé
teszik HCV -1 agensek szaporitésat szovettenyészt6
rendszerekben.

A taldlmany olyan anyagokra és eljarasokra vo-
natkozik, amelyek a nem A, nem B hepatitisvirus
(NANBV) elterjedésének meghatarozasara és kezelésé-
re alkalmasak. Pontosabban, a talalmény diagnosztikus
DNS-fragmentumokra, diagnosztikus fehérjékre, diag-
nosztikus antitestekre, valamint védéantigénekre és a
NANB-hepatitis etiologiai kialakitoja, vagyis a hepa-
titis C virus elleni antitestekre vonatkozik.

Az alébbiakban ismertetjiik azokat az irodalmi he-
lyeket, amelyekre hivatkozni fogunk.

Barr és munkatérsai: Biotechniques, 4, 428 (1986);

Botstein: Gene, 8, 17 (1979);

Brinton M. A.: a ,,THE VIRUSES: THE TOGA-
VIRIDAE AND FLAVIVIRIDAE” cimii kiadvanyban
(sorozatszerkeszt6k: Fraenkel-Conrat és Wagner, ko-
tetszerkeszt6k: Schlesinger és Schlesinger, kiad6:
Plenum Press), 327-374. oldal (1986);

Broach: A , Molecular Biology of the Yeast Saccha-
romyces’ cimii kiadvényban, 1. kotet, 445. oldal; Cold
Spring Harbor Press (1981);

Broach és munkatarsai: Meth. Enz., 107, 307
(1983);

Chang és munkatarsai: Nature, 198, 105 (1977);

Chirgwin és munkatirsai: Biochemistry, 18, 5294
(1979);

Chomczynski és Sacchi: Analytical Biochemistry,
162,156 (1987);

Clewell és munkatrsai: Proc. Natl. Acad. Sci.,
USA, 62, 1159 (1969);

Clewell: J. Bacteriol., /10, 667 (1972);

Cohen (1972) Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 69, 2110
(1972);

Cousens és munkatérsai: Gene, 61, 265 (1987);

De Boer és munkatarsai: Proc. Natl. Acad. Sci.,
USA, 292, 128 (1983);

Dreesman és munkatirsai: J. Infect. Disease, 15/,
761 (1985);

Feinstone S. M. és Hoofnagle J. H.: New Engl. J.
Med., 371, 185 (1984);

Fields és Knipe: FUNDAMENTAL VIROLOGY
(kiadé: Raven Press, New York) (1986);

Fiers és munkatérsai: Nature, 273, 113 (1978);

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

Gerety R. J. és munkatarsai: a VIRAL HEPATI-
TIS AND LIVER DISEASE cimii kiadvanyban (szer-
keszt6k: Vyas B. N., Dienstag J. L. és Hoofnagle J.
M., kiadé: Grune and Stratton Inc. 23-47. oldal
(1984);

Goeddel ¢és munkatarsai: Nucleic Acids Res., 8
4057 (1980);

Graham és Van der Eb: Virology, 52, 546 (1978);

Grunstein és Hogness: Proc. Natl. Acad. Sci., USA,
73,3961 (1975);

Grych és munkatérsai: Nature, 376, 74 (1985);

Gubler és Hoffman: Gene, 25,263 (1983);

Hammerling és munkatirsai: ,MONOCLONAL
ANTIBODIES AND T-CELL HYBRIDOMAS”;

Hess és munkatarsai: J. Adv. Enzyme Reg., 7, 149
(1968);

Hinnen és munkatirsai: Proc. Natl. Acad. Sci.,
USA, 75, 1929 (1978);

Hitzeman és munkatarsai: J. Biol. Chem,, 255, 2073
(1980);

Holland és munkatarsai: Biochemistry, /7, 4900
(1978);

Holland: J. Biol. Chem., 256, 1385 (1981);

Houghton és munkatarsai: Nucleic Acids Res., 9,
247 (1981);

Hunyh T. V. és munkatérsai: a ,DNA CLONING
TECHNIQUES; A PRACTICAL APPROACH” cimfi
kiadvanyban (szerkesztd: Glover D., kiadé: IRL Press,
Oxford, Egyesiilt Kiralysag), 49—78. oldal;

Immun. Rev., 62, 185 (1982);

Iwarson: Brisith Medical J., 295, 946 (1987);

Kennett és munkatarsai: ,MONOCLONAL ANTI-
BODIES” (1980);

Laemmli: Nature, 227, 680 (1970);

Lee és munkatarsai: Science, 239, 1288 ( 1988);

Maniatis T. és munkatarsai: , MOLECULAR CLO-
NING; A LABORATORY MANUAL” (Cold Spring
Harbor Press, Cold Spring Harbor, New York) (1982);

Mayer és Walker szerkesztésében: ,,IMMUNO-
CHEMICAL METHODS IN CELL AND MOLECU-
LAR BIOLOGY” (Academic Press, London) (1987);

Maxam €s munkatdrsai: Methods in Enzymology,
65, 499 (1980);

MacNamara és munkatarsai: Science, 226, 1325
(1984);

Messing és munkatarsai: Nucleic Acids Res., 9, 309
(1981);

Messing: Methods in Enzymology, 101, 20-37
(1983);

METHODS IN ENZYMOLOGY (Academic Press);

Michelle és munkatérsai: Int. Symposium on Viral
Hepatitis;

Monath: a,, THE VIRUSES: THE TOGAVIRIDAE
AND FLAVOVIRIDAE” cimii kiadvanyban (sorozat-
szerkeszt6k: Fraenkel-Conrat és Wagner, kotetszer-
keszt6k: Schlesinger és Schlesinger, kiadé: Plenum
Press), 375 440. oldal (1986);

Nagahuma és munkatarsai: Anal. Biochem., /41,
74 (1984);

Neurath és munkatarsai: Science, 224, 392 (1984);

]



1 HU 216017 B 2

Nisonoff és munkatarsai: Clin. Immunol. Immu-
nopathol., 27, 397-406 (1981);

Overby L. R.: Curr. Hepatol., 5, 49 (1985);

Overby L. R.: Curr. Hepatol., 6, 65 (1986);

Overby L. R.: Curr. Hepatol., 7, 35 (1987);

Peleg: Nature, 227, 193 (1969);

Pfefferkorn és Shapiro: A ,,COMPREHENSIVE
VIROLOGY” cimii sorozat 2. kotetében (szerkesztSk:
Fraenkel-Conrat és Wagner, kiadé: Plenum, New
York), 171-230. oldal (1974);

Prince A. M.: Annu. Rev. Microbiol., 37, 217
(1983);

Rice és munkatarsai: a ,,THE VIRUSES: THE
TOGAVIRIDAE AND FLAVOVIRIDAE” c¢imi kiad-
vanyban (sorozatszerkeszt8k: Fraenkel-Conrat és Wag-
ner, kotetszerkeszték: Schlesinger és Schlesinger, ki-
ad6: Plenum Press), 279-328. oldal (1986);

Roehrig: a ,,THE VIRUSES: THE TOGAVI-
RIDAE AND FLAVOVIRIDAE” cimi kiadvanyban
(sorozatszerkesztok: Fraenkel-Conrat és Wagner, ko-
tetszerkeszt6k: Schlesinger és Schlesinger, kiadd:
Plenum Press) (1986);

Sadler és munkatarsai: Gene, 8, 279 (1980);

Saiki és munkatarsai: Nature, 324, 163 (1986);

Sanger és munkatarsai: Proc. Natl. Acad. Sci.,
USA, 74, 5463 (1977);

Schlesinger és munkatarsai: J. Virol., 60, 1153 (1986);

Schreier M. és munkatarsai: ,HYBRIDOMA
TECHNIQUES” (1980);

Scopes: ,,PROTEIN PUFIRICATION, PRINCIP-
LES AND PRACTICE”, 1. kiadas (Springer Verlag,
New York) (1984);

Shimatake és munkatarsai: Nature, 292, 128 (1981);

Steimer és munkatarsai: J. Virol., 58, 9 (1986);

Stollar: a ,,TOGAVIRUSES” cimii kiadvanyban
(szerkeszt6: Schlesinger R. W., kiadd: Academic
Press, New York), 584—622. oldal (1980);

Taylor és munkatarsai: Biochem. Biophys. Acta,
442,324 (1976);

Towbin és munkatarsai: Proc. Natl. Acad. Sci.,
USA, 76,4350 (1979);

Tsu és Herzenberg: a ,,SELECTED METHODS IN
CELLULAR IMMUNOLOGY” cimii kiadvanyban (ki-
ad6: Freeman W. H. és tarsa), 373-390. oldal (1980);

Vytdehaag és munkatarsai: J. Immunol., /34, 1225
(1985);

Valenzuela P. és munkatarsai: J. Nature, 298, 344
(1982);

Valenzuela P. és munkatarsai: a ,,HEPATITIS B”
cimi kiadvanyban (szerkeszt6k: Millman J. és munka-
tarsai, kiad6: Plenum Press), 225-236. oldal (1984);

Warmner: DNA, 3,401 (1984);

Wu és Grossman: Methods in Enzymology, 154.
kotet, . RECOMBINANT DNA”, ,E” rész (1987);

Wu: Methods in Enzymology, 155. kétet,
LRECOMBINANT DNA”, ,.F” rész (1987);

Zoller: Nucleic Acids Res., 10, 6487 (1982).
Idézett szabadalmi leirdsok:

4,341,761,

4,399,121;

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

4,427,783,

4,444,887,

4,466,917,

4,472,500,

4,491,632,

4,493,890
lajstromszamu amerikai egyesiilt 4llamokbeli szabadal-
mi leirdsok.

A C-1 hepatitis atvihets betegség vagy betegségek
csoportja, amelyekrdl Ggy vélik, hogy virusok 4ltal in-
dukalt betegségek, és amelyek megkiilonboztethetdk a
virusokkal kapcsolatos majbetegségek mas formaitol,
ide értve az ismert hepatitisvirusok, azaz a hepatitis
A virus (HAV), hepatitis B virus (HBV) és delta-hepa-
titisvirus 4ltal okozott betegségeket, valamint a cito-
megalovirus (CMV) vagy Epstein—Barr-virus (EBV)
altal indukalt hepatitist. A HCV—1-t el8sz0r transzfiizi-
ot kapott egyénekben azonositottadk. Az atvite] ember-
b6l csimpanzba és a sorozatos atvitel csimpanzokban
bizonyitékokat szolgaltatott arra, hogy a HCV-1 vala-
milyen atvihetd fert6z6 agensnek vagy agenseknek tu-
lajdonithaté. A HCV-1-ért felelés dtviheté agenst
azonban eddig még nem azonositottak, €s a sok agens,
amely ezt a betegséget okozhatja, ismeretlen.

Jarvanytani megfigyelések azt sugalljdk, hogy a
HCV-1-nek harom tipusa van: a viz eredet{i jarvanyos
tipus, a vérrel vagy tlivel tarsult tipus, és a szérvinyo-
san el6forduld (kozosségben szerzett) tipus. Az dgensek
sokasidga azonban, amelyek a HCV-1-t okozhatjik,
még ismeretlen.

A Kklinikai diagnoézist és azonositast elsddlegesen
mas virusmarkerek kizarasaval hajtjak végre. Az alkal-
mazott eljarasok kozott, amelyek a vélt antigének és
antitestek kimutatasara szolgélnak, talalhatjuk az agar-
gél-diffuzidt, az ellen-immunelektroforézist, immun-
fluoreszcens mikroszkopidt, immunelektron-mikrosz-
kdpiat, radioimmunesszét, és az enzimmel kapcsolt im-
munszorbens vizsgalatot. Ezeknek a vizsgalatoknak
egyike sem bizonyult azonban kielégitden érzékenynek,
fajlagosnak és reprodukalhatonak, hogy diagnosztikus
vizsgélatként alkalmazhassuk a HCV —1-hez.

Mindeddig tehat sem teljes tisztazas, sem megegye-
zés nincs az agensekkel kapcsolatos antigén-antitest
rendszerek azonositasat vagy fajlagossagat illetéen. Ez,
legalabbis részben, a HBV-vel vald elézetes vagy
egylittes fert6zésnek tulajdonithaté az egyénekben, va-
lamint a HBV-vel tarsult oldhat6 és szilard antigének
ismert komplex voltanak, tovabba a HBV DNS integra-
l6dasanak a majsejtek genomjaba. Ezenkiviil az is le-
hetséges, hogy a HCV-1-t egynél tdbb fert6z6 agens
okozza, és az is lehetséges, hogy rosszul diagnosztizal-
jak. Nem vilagos az sem, mit mutatnak ki a szerologiai
vizsgalatok a HCV—1-ben szenvedd betegek széruma-
ban. Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az agargél-
diffuzios és ellen-immunelektroforézises vizsgalatok
kimutatnak olyan autoimmun valaszokat vagy nem faj-
lagos fehérje-kdlcsonhatasokat is, amelyek néha fellép-
nek szérummintak kozott, és arra, hogy ezek nem kép-
viselnek fajlagos NANBH antigén-antitest reakcidkat.
Az immun-fluoreszcencias, enzimmel kapcsolt immun-
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szorbens ¢és radioimmun vizsgalatok, Ggy tlinik, kimu-
tatjdk a reumatoidfaktor-szerii anyagok alacsony szint-
jét is, amely anyagok gyakran jelen vannak a HCV-1-
ben szenvedd betegek szérumdban, valamint mas maj-
és nemmaj-betegségekben szenvedé betegek széruma-
ban. A kimutatott reaktivitasok koziil néhany képvisel-
het gazdaszervezet 4ltal meghatarozott citoplazmas an-
tigének elleni antitesteket is.

Szamos jeldlt van, amely HCV -1 okozdjaként szo-
ba johet. Lasd példaul Prince (1983), Feinstone és
Hoofnagle (1984) és Overby (1985, 1986, 1987) Gssze-
foglalé kozleményeit, és Iwarson (1987) kézleményét.
Nincs azonban bizonyiték arra, hogy ezeknek a jeldl-
teknek barmelyike képviselné a HCV-1 etiologiai
agensét.

Jelent8s az igény arra, hogy legyen érzékeny, faj-
lagos médszer HCV—1 hordozok és fertdzott vér-
vagy vérkészitmények atvizsgalasara és azonositasira.
A transzfizié utani hepatitis (PTH) a transzfaziét ka-
pott betegeknek mintegy 10%-anal fordul eld, és ezek-
nek az eseteknek 90%-4ban is a HCV—1 jatssza a szere-
pet. Ebben a betegségben a f6 gond a gyakori tovabbfej-
16dés kronikus majkarosodassa (25—-55%).

A betegekrdl valo gondoskodas, valamint az atvitel
megelézése (vérrel és vértermékekkel, vagy szorosabb
személyi kontaktussal) megfeleld diagnosztikus és prog-
nosztikus eszkdzoket igényel HCV—1 nukleinsavak, an-
tigének ¢és antitestek kimutatasara. Ezenkiviil igény van
hatasos vakcindkra és immunterapias szerekre a beteg-
ség megel6zésére és/vagy kezelésére.

Az alabbiakban részletesebben leirjuk a talalmanyt.

A jelen talalmany a hepatitis C—1 virusnak
(HCV-1) az izolalasaval ¢s jellemzésével foglalkozik.
Pontosabban a talalmany HCV-genomrészek cDNS-
replikdinak csaladjat szolgaltatja. Ezeket a cDNS-repli-
kékat olyan technikékkal izolaljuk, amelyek magukban
foglaljak betegekbdl kapott szérummal fert3zott szovet-
ben 1évé, szilard agensbdl alkotott cDNS-konyvtarbol
valé kifejezési termékek atvizsgalasinak 10j 1épését,
hogy kimutassuk az eddig nem izol4lt és nem jellemzett
virusagens genomjabol szarmazo, (jonnan szintetizalt
antigéneket, valamint olyan termékeket termel8 klonok
kivalasztadsanak 0j 1épését, amely termék csak a fertd-
zott egyénekbdl valé szérumokkal reagal immunologia-
ilag a nem fert6zétt egyénekhez viszonyitva.

A HCV-1 genomja természetével kapcsolatos ta-
nulmanyok, amelyek a HCV—-1 c¢DNS-bdl szarmazé
vizsgalémintakat, valamint a HCV—1 ¢DNS-en beliil
1év6 szekvenciainformaciot alkalmazzak, azt sugalljak,
hogy a HCV -1 Flavivirus vagy Flaviszeri virus.

A HCV-1-b6l szdrmazd cDNS-szekvencidk részei
alkalmasak vizsgalomintaként, hogy diagnosztizaljuk a
virus jelenlétét mintdkban, és izolaljuk a virus termé-
szetben eléforduld variansait. Ezek a ¢cDNS-ek a
HCV-1 genomon vagy genomokon beliil kodolt
HCV-1 antigének, polipeptidek szekvencidjat is ren-
delkezésre bocsatjak, és lehetdvé teszik olyan polipep-
tidek termelését, amelyek standardként vagy reagens-
ként alkalmazhatok diagnosztikus vizsgalatokban,
és/vagy alkalmazhatok vakcinak komponenseként. Az
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ezen a polipeptidszekvencian beliil talalhato HCV -1
epitopok ellen irdnyuld mind monoklonalis, mind
poliklonalis antitestek szintén hasznosak diagnosztikus
vizsgéaldanyagként, terapias dgensekként, virusellenes
szerek atvizsgéaldsara, és olyan 4gensek izolalasara,
amelyekbdl ezek a cDNS-ek szarmaznak. Ezenkiviil az
ezekbdl a cDNS-ekbdl szarmazo vizsgalomintak alkal-
mazéasaval lehetséges a HCV—1 genom mas részeit izo-
lalni és szekvenciaelemzésnek aldvetni, igy tovabbi
vizsgalémintakat és polipeptideket létrehozni, amelyek
alkalmazhatok a diagnézisban, és/vagy mind megel6z6,
mind terapias kezelésében.

Kovetkezésképpen a polinukleotidok elSallitasaval
kapcsolatban a talalmany targya az alabbi:
tisztitott HCV—1 polinukleotid; rekombinans HCV-1
polinukleotid; valamely HCV-1 genombdl vagy
HCV -1 cDNS-b6l szdrmazé szekvenciat tartalmazé
rekombinans polinukleotid; a HCV—1 valamely epitopjat
kodold rekombinans polinukleotid; a fenti rekombinans
polinukleotid barmelyikét tartalmazé rekombinans vek-
tor; ezeknek a vektoroknak barmelyikével transzformalt
gazdasejt elGallitasara iranyuld eljaras.

A taladlmény tovabbi targyai: eljaras a rekombinéns
kifejezérendszerrel transzformalt sejt altal termelt poli-
peptid elBallitasira.

A jelen taldlméany targya tovabba eljaras rekombi-
nans HCV-1 polipeptid el6allitasara.

A jelen talalmany targyat képezi tovabba eljaras va-
lamely HCV -1 antigén epitop ellen irdnyulé antitestek
eléallitasara.

A jelen talalmany még tovabbi targya valamely po-
linukleotidvizsgald minta HCV—1-hez.

A jelen talalmany olyan targyai, amelyek lehetGvé
teszik vizsgalokészletek Osszeallitasat, az alabbiak: ana-
lizalomintak HCV—1-b6l szarmazé polinukleotidok je-
lenlétének kimutatisara; ezek 8 vagy tébb, a HCV-1-
b6l szarmaz6 nukleotidszekvenciabol allnak megfeleld
tartdlyban; analizalomintdk valamely HCV-1 antigén
jelenlétének kimutataséra, ezek valamely, a kimutatando
HCV—1 antigén ellen irdnyulé antitestet tartalmaznak
megfelel§ tartlyban; analizalomintak valamely HCV-1
antigén ellen iranyul6 antitestek jelenlétének kimutata-
sara, ezek a HCV-1 antigénben jelen 1év6 valamely
HCV -1 epitopot tartalmazé polipeptidbél allnak, meg-
feleld tartalyban.

A jelen taldlmény tovabbi targyai: eljaras valamely
HCV-1 epitopot tartalmazé polipeptid elallitasara va-
lamely szilard szubsztratumhoz kotve.

A jelen taldlmany még tovabbi targyai: eljaras vala-
mely HCV -1 epit6pot tartalmazo polipeptid eldallitasa-
ra, amely eljards egy HCV -1 epitopot tartalmazéd po-
lipeptidet kodold szekvenciat tartalmazo, valamely kife-
jezbvektorral transzformalt gazdasejtek inkubalasabol
all, olyan koriilmények kozott, amelyek lehetévé teszik
az emlitett polipeptid kifejezGdését.

A jelen taldlmany magaban foglal immunesszéket
is. Ezek egyike valamely HCV-antigén kimutatasira
iranyul, és a mintanak, amelyrl feltételezhetd, hogy
HCV-1 antigént tartalmaz, inkubélasabol all olyan vizs-
galo antitestmintaval, amely a kimutatandé6 HCV—-1 an-
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tigén ellen iranyul, az inkubdlast olyan kériiimények ko-
Zott végezve, mely lehetvé teszi egy antigén-antitest
komplex képzddését.

A jelen taldlmany targya HCV -1 fert6zés elleni vak-
cinak eldallitasa is, amelyek egy HCV—1 epitopot tartal-
maz6 immunogén peptidbdl allnak.

A jelen talalmany tovabbi targya HCV-vel fert8zott
sejteken novekvd szovettenyészetek elBallitasa is.

A jelen talalmany még tovabbi targya eljaras
HCV-1 elleni antitestek eléallitasara.

Az alabbiakban roviden ismertetjiik az abrakat.
A LHCV” jeldlés a kovetkezékben a HCV—1-re vonat-
kozik.

Az 1. abra a HCV ¢DNS beiktatas kett6s szala nuk-
leotidszekvenciajat mutatja be az 5-1-1. klénban, va-
Jamint az ebben kodolt polipeptid vélt aminosavszek-
vencidjat.

A 2. 4bra az atfed3 HCV cDNS-szekvencidk homo-
16gi4it mutatja be az 5-1-1., 81., 1-2. és 91. klénokban.

A 3. abraa81., 1-2. és 91. atfedSklonokbol szérma-
26 Osszetett szekvenciat mutatja be, valamint az ebben
kédolt aminosavszekvenciat.

A 4. dbra a HCV ¢DNS-beiktatas kettSs szala nuk-
leotidszekvencidjat mutatja be a 81. klonban, valamint
az ebben kodolt polipeptid aminosavszekvencidjat.

Az 5. 4bra a HCV cDNS-szekvenciat mutatja be a
36. klonban, a szegmenst, amely atfedi a 81. kion
NANBV cDNS-ét, és a 36. klénon beliil kodolt poli-
peptidszekvenciat.

A 6. dbra a HCV cDNS-ek kombindlt ORF-jét mu-
tatja be a 36. és 81. klonban, valamint az ebben kodolt
polipeptidet.

A 7. 4bra a HCV cDNS-szekvenciat mutatja be a 32.
klonban, a szegmenst, amely atfedi a 81. klont, és az
ebben kodolt polipeptidet.

A 8. abra a HCV ¢DNS-szekvenciat mutatja be a 35.
klénban, a szegmenst, amely atfedi a 36. klont, és az
ebben kodolt polipeptidet.

A 9. abra HCV c¢DNS-ek kombinalt ORF-jét mutat-
jabe a35.,36.,81.és32. klénokban, és az ebben kodolt
polipeptidet.

A 10. abra a HCV cDNS-szekvenciat mutatja be a
37b. klénban, a szegmenst, amely atfedi a 35. klont, és
az ebben kodolt polipeptidet.

A 11. 4bra a HCV cDNS-szekvenciat mutatja be a
33b. klénban, a szegmenst, amely atfedi a 32. klont, és
az ebben kodolt polipeptidet.

A 12. 4bra a HCV cDNS-szekvenciat mutatja be a
40b. klénban, a szegmenst, amely atfedi a 37b. klont, s
az ebben kodolt polipeptidet.

A 13. 4bra a HCV cDNS-szekvenciat mutatja be a
25¢. klonban, a szegmenst, amely atfedi a 33b. kiont, és
az ebben kédolt polipeptidet.

A 14. 4bra annak az ORF-nek a nukleotidszekven-
ciajat és a benne 1€v6 polipeptidszekvenciat mutatja be,
amely ORF kiterjed a HCV c¢DNS-ekig a 40b,, 37b.,
35.,36., 81., 32, 33b. és 25c. klonokban.

A 15. abra a HCV c¢DNS-szekvenciat mutatja be a
33c. klénban, a szegmenst, amely atfedi a 40b. és 33c.
klonokat, és az ebben kédolt aminosavakat.
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A 16. 4bra a 8h. klénban 1év8 HCV cDNS-szekven-
ciat mutatja be, a szegmenst, amely atfedi a 33c. klont,
és az ebben kodolt aminosavakat.

A 17. dbra a HCV cDNS-szekvenciat mutatja be a
7e. klonban, a szegmenst, amely atfedi a 8h. klont, és az
ebben kodolt aminosavakat.

A 18. abra a HCV cDNS-szekvenciat mutatja be a
14c. klénban, a szegmenst, amely atfedi a 25c. klont, és
az ebben kodolt aminosavakat.

A 19. abra a HCV cDNS-szekvenciat mutatja be a
8f, klonban, a szegmenst, amely atfedi a 14c. klont, és
az ebben kodolt aminosavakat.

A 20. dbra a HCV c¢DNS-szekvenciat mutatja be a
33f. klonban, a szegmenst, amely 4tfedi a 8. klont, és
az ebben kodolt aminosavakat.

A 21. 4bra a HCV cDNS-szekvenciat mutatja be a
33g. klénban, a szegmenst, amely atfedi a 33.fklont, és
az ebben koédolt aminosavakat.

A 22. dbra a HCV c¢DNS-szekvenciit mutatja be a
7f. klonban, a szegmenst, amely atfedi a szekvenciat a
7e. klénban, és az ebben kodolt aminosavakat.

A 23. abra a HCV ¢DNS-szekvenciat mutatja be a
11b. klénban, a szegmenst, amely atfedi a szekvenciat a
7f. klénban, és az ebben kodolt aminosavakat.

A 24. dbra a HCV cDNS-szekvenciat mutatja be a
11i. klénban, a szegmenst, amely atfedi a szekvenciat a
11b. klénban, és az ebben kodolt aminosavakat.

A 25. 4bra a HCV cDNS-szekvencidt mutatja be a
39¢. klénban, a szegmenst, amely atfedi a szekvenciat a
33g. klénban, és az ebben kodoit aminosavszekvenciat.

A 26. abra egy osszetett HCV cDNS-szekvenciat
mutat be, amely a 14i., 11b., 7f,, 7e., 8h., 33c., 40b,,
37b., 35., 36., 81., 32., 33b,, 25¢c,, l4c., 8f, 33f. és
33g. klénokban 1év8 kozos cDNS-ekbdl szarmazik,
tovabb4 bemutatja a szadrmazék szekvencidban lévo
kiterjesztett ORF-ben kodolt polipeptid aminosav-
szekvenciajat.

A 27. dbra a HCV c¢DNS-t mutatja be a 12f. kl6n-
ban, a szegmenst, amely atfedi a 14i. klont, és az ebben
kodolt aminosavakat.

A 28. 4bra a HCV cDNS-t mutatja be a 35f. klon-
ban, a szegmenst, amely atfedi a 39c. k16nt, ¢s az ebben
kédolt aminosavakat.

A 29. 4bra a HCV cDNS-szekvenciat mutatja be a
19g. klonban, a szegmenst, amely atfedi a 35f. klont, &
az ebben kodolt aminosavakat.

A 30. 4bra a 26g. klén szekvenciajat mutatja be, a
szegmenst, amely atfedi a 19g. klont, és az ebben kédolt
aminosavakat.

A 31. abra a 15e. klon szekvencidjat mutatja be, azt
a szegmenst, amely atfedi a 26g. klont, és az ebben
kodolt aminosavakat.

A 32. abra egy Osszetett cDNS-t mutat be, amely a
12.f—15e. klénok egyesitésébsl szarmazik 5’3’ irany-
ban; ez bemutatja a folyamatos ORF-ben kédolt amino-
savakat is.

A 33. ibra az SOD—NANB; ., faziés fehérje
BB-NANB-vel, HAV-val és HBV-vel fert6zott csim-
péanzokbol szdrmazé csimpanzszérummal végzett Wes-
tern-foltelemzésének fényképe.
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A 34. abra az SOD-NABs_, fuziés fehérje
NANBV-vel, HAV-val és HBV-vel fert6zott emberek-
bdl és kontrollemberekbdl szarmazé szérumokkal vég-
zett Western-foltelemzésének fényképe.

A 35. dbra a pAB24 vektor jelentdsebb vonasait be-
mutatoé térkép.

A 36. abra a C100-3 fzi6s polipeptid karboxiter-
minalis feltételezett aminosavszekvencigjat mutatja be,
valamint az ezt kddol6 nukleotidszekvenciat.

A 37a. dbra Coomassie kékkel festett poliakrilamid
gél fényképe, amely az élesztGben kifejezett C100—3-at
azonositja.

A 37b. abra a C100—3-nak egy NANBV-vel fert6-
zott emberbdl szarmazo szérummal végzett Western-
foltelemzését mutatja.

A 38. dbra BB-NANBV-vel fert6zott csimpanz
majabol izolalt RNS Northern-foltjanak autoradiogram-
Jjat mutatja be, ahol ezt a 81. klon BB—NANBYV c¢DNS-
sel vizsgaljuk.

A 39. dbra az RN-4z A-val vagy DN-4z I-gyel ke-
zelt, és a 81. klon BB-NANBV cDNS-ével vizsgalt
NANBYV-nukleinsav autoradiogramjat mutatja be.

A 40. abra fert6zott plazmabol anti-NANBs_ | _-gyel
befogott NANBV-részecskékbdl extrahalt, és a 81. klon-
bol vald 32P-jelzett NANBV cDNS-sel vizsgait nuklein-
savak autoradiogramjat mutatja be.

A 41. abra NANBV-nukleinsavakbol izolalt, és a
81. klonban 1év6 NANBV cDNS-bdl szarmazé 32P-jel-
zett plusz és minusz szali DNS-vizsgalémintakkal vizs-
galt szirdk autoradiogramjat mutatja be.

A 42. abra a homologiat mutatja be HCV ¢cDNS-ben
kodolt polipeptid és a Dengue flavivirusbél szarmazoé
NS-fehérje kozott.

A 43. dbra a HCV-fertzés eloszlasanak hiszto-
gramja véletlenszeri mintakbol, amint ezt ELISA-at-
vizsgalassal hatarozzuk meg.

A 44. dbra HCV-fert6zés eloszlasanak hisztogramja
véletlenszer(i mintakbol, immunoglobulin-enzim kon-
latban.

A 45. abra Flavivirusok NS1-ében 1évé megbrzott
szekvenciab6l szarmazo primer keverék szekvencidit
mutatja be.

A 46. 4bra a k9-1 kiénban 1évé6 HCV cDNS-szek-
venciat mutatja be, a szegmenst, amely atfedi a 26.
abran 1év6 cDNS-t, és bemutatja az ebben kodolt ami-
nosavakat.

A 47. abra annak a HCV ¢DNS-nek a szekvencidjat
mutatja be, amely a k9-1.—15e. klonok egyesitésével
keletkezik 5’—3’ iranyban; ez bemutatja a folyamatos
ORF-ben kodolt aminosavakat is.

Az alabbiakban ismertetjiik a talalmény kivitelezé-
sének modozatait.

Meghatarozasok

A ,hepatitis C virus” kifejezést a szaktertileten dol-
g0z szakemberek az NANBH (nem A-nem B hepa-
titis) eddig ismeretlen agensének tartottdk fenn. Ko-
vetkezésképpen ahogy itt haszniljuk, a ,hepatitis C
virus” (HCV) olyan agensre utal, amely az NANBH
okozdja, és amelyet korabban NANBV-nek és/vagy
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BB-NANBV-nek neveztek. A HCV, NANBYV és
BB-NANBYV kifejezéseket itt egymdsra barmikor ki-
cserélhetSen alkalmazzuk. Ennek a terminolégidnak a
kiterjesztéseként a HCV altal okozott betegséget, ame-
lyet korabban NANB-hepatitisnek (NANBH) nevez-
tek, hepatitis C-nek nevezziik. Az NANBH és hepatitis
C kifejezéseket egymasra barmikor kicserélhetden al-
kalmazzuk.

A L HCV” kifejezés, amint itt alkalmazzuk, olyan
virusfajt jelent, amely NANBH-t okoz, valamint jelenti
ennek legyengitett torzsét, vagy az ezekbdl szarmazd
tokéletlen interferal6é részecskéket. Amint alabb bemu-
tatjuk, a HCV-genom RNS-bél all. Ismeretes, hogy az
RNS-tartalmu virusok viszonylag magas aranyban ren-
delkeznek spontin muticidval, vagyis az irodalom sze-
rint 10-3-10-4 nagysagrendben nukleotidonként [Fields
és Knipe (1986)]. Ennek kovetkeztében ezek dsszetett
torzsek az alabb leirt HCV-fajon beliil. Az itt leirt kom-
poziciok és eljarasok lehetévé teszik a kiilonbdzd rokon
torzsek szaporitasat, azonositasat, kimutatasat és izolala-
sat. Ezen til ezek lehet6vé teszik diagnosztikumok és
vakcinak eldallitasat kiilonboz6 torzsekhez, és hasznosi-
tast nyerhetnek farmakolodgiai alkalmazasu virusellenes
agensekhez szolgédld atvizsgalé modszerekben, ameny-
nyiben ezek gétoljak a HCV replikacidjat.

Az itt nyujtott informéciod, bar a HCV egy torzsébol
szarmazik, amelyet ezutin CDC/HCV1-nek neveziink,
elegendb ahhoz, hogy egy virustaxonémusnak lehetévé
tegye mas olyan tdrzsek azonositasat, amelyek ebbe a
fajba esnek. Amint itt leirjuk, felfedeztiik, hogy a HCV
Flavivirus vagy Flaviszeri virus. A Flavivirus-részecs-
kék morfoldgidja és Osszetétele ismert, ezt Brinton
(1986) kozleménye targyalja. Altaliban a morfologiat
tekintve a Flavivirusok egy kozponti nukleokapszidot
tartalmaznak egy lipid-kettGsréteggel koriilvéve. A vi-
rionok gomb alakuak, és mintegy 40—50 nm atmérg-
jiek. Belsejiikk mintegy 25—-30 nm atmérdjd. A virion-
burkolat kiilsé feliilete mentén nyulvanyok vannak,
amelyek mintegy 5—10 nm hossztak, a végiikon mint-
egy 2 nm atmérdji gombokkel.

A HCV olyan epitopot kodol, amely immunologiai-
lag azonosithatd a HCV-genomban kédolt epitoppal,
amely genombol az itt leirt cDNS szarmazik; az epitop
elénydsen egy itt leirt cDNS-ben kddolddik. Az epitop
egyedi HCV-re, amikor mar ismert Flavivirusokkal ha-
sonlitjuk Gssze. Az epitdp egyediségét HCV-vel vald
immunologiai reaktivitasival és mas Flavivirus fajok-
kal valé immunoldgiai reaktivitas hidnyaval hatarozhat-
juk meg. Az immunoldgiai reaktivitis meghatarozasa-
hoz valé moédszerek a szakteriileten ismertek, ilyenek
példaul a radioimmunessz¢, az ELISA-vizsgélat, a he-
magglutinacid, és itt a vizsgalatokhoz alkalmas techni-
kakra szamos példat adunk majd.

A fentieken kiviil az alabbi paraméterek alkalmaz-
hatok egyiitt vagy kiilon, hogy egy torzset HCV-nek
azonositsunk. Mivel a HCV-torzsek fejlédéstani szem-
pontbdl rokonok, varhat6, hogy a genomok altalanos
homoldgiaja nukleotidszinten 40% vagy nagyobb, el6-
nyosen 60% vagy nagyobb, még eldnydsebben 80%
vagy nagyobb; ezenkivill vannak legalabb mintegy
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13 nukleotidbol 4ll6 megfelelé Osszefiiggd szekvenci-
ak. A megegyezést a vélt HCV-torzs genomszekvencia
és a CDC/CH1 HCV cDNS-szekvencia kozott olyan
technikakkal hatarozhatjuk meg, amelyek a szakteriile-
ten ismertek. fgy példaul ezt meg lehet hatirozni a vélt
HCV-szekvenciabdl valé polinukleotidszekvencia in-
formacioja és az itt leit HCV cDNS-szekvencia vagy
szekvenciak kozvetlen 6sszehasonlitdsaval. Ezt példaul
meg lehet hatarozni a polinukleotidok hibridizalasaval
is olyan koriilmények kozott, amelyek stabil duplexek
képzddését teszik lehetévé homolodg teriiletek kozott
(példaul olyan koriilmények kozott, amelyeket S,
emésztés el6tt alkalmazhatunk), ezt koveti az emésztés
egyedi szalakra fajlagos nukledzzal vagy nukledzokkal,
ezt pedig az emésztett fragmentumok méretmeghataro-
zasa koveti.

A HCV torzseinek fejlédéstani rokonsaga miatt a
vélt HCV-torzsek azonosithatok homoldgidjukkal poli-
peptidszinten. A HCV-torzsek altaldban tobb, mint
mintegy 40%-ban homol6gok, elénydsen tobb, mint
mintegy 60%-ban homologok, és még eldnydsebben
tobb, mint 80%-ban homoldgok polipeptidszinten.
A technikak az aminosavszekvencia-homolégia megha-
tarozasara a szakteriileten ismertek. {gy példaul az ami-
nosavszekvenciat meghatirozhatjuk koézvetleniil, és
Osszehasonlithatjuk az itt szolgaltatott aminosavszek-
venciaval. Meghatarozhatjuk példaul a feltételezett
HCV-genom anyaganak nukleotidszekvenciajat is (alta-
laban valamely cDNS koztes termék révén); az ebben
kédolt aminosavszekvenciat meghatdrozhatjuk, és a
megfeleld teriileteket dsszehasonlithatjuk.

Amint itt hasznaljuk, egy megnevezett szekvencia-
bél ,,szdrmaz6” polinukleotidok, példdul a HCV c¢cDNS-
ek, kiilonosen azok, amelyek az 1-32. abrakon vannak
leirva, vagy egy HCV-genombdl ,,sz4rmazé” polinuk-
leotidok olyan polinukleotidszekvencidkra vonatkoznak,
amelyek legalabb mintegy 6 nukleotidbol, elénydsen
legalabb mintegy 8 nukleotidbol, még elénydsebben
10—12 nukleotidbol, és még elénydsebben 15-20 nuk-
leotidbdl allnak, amelyek megfelelnek a megnevezett
nukleotidszekvencianak, vagyis homologok vagy komp-
lementerek azzal. Annak a teriilletnek a szekvenciaja,
amelybdl a polinukleotid szdrmazik, elénydsen egy
olyan szekvenciaval homoldég vagy komplementer,
amely egyedi egy HCV-genomban. Ez a szekvencia akar
egyedi a HCV-genomban, akar nem, olyan technikékkal
hatdrozhaté meg, amelyek ismertek azok szamara, akik a
szakteriileten jartasak. fgy példaul a szekvencidt ssze
lehet hasonlitani adatbankokban, példaul a Genebank-
ban 1év§ szekvenciakkal, hogy meghatarozzuk, vajon ez
jelen van-e nem fert6zott gazdaszervezetekben vagy mas
organizmusokban. A szekvenciat osszehasonlithatjuk
mas virusagensek ismert szekvencidival is, beleértve
azokat a virusokat, amelyekr6l ismert, hogy hepatitist
idéznek elé (példaul HAV, HBV és HDV) és a Flavi-
viridae mas tagjaival. A szarmazék szekvencia meg-
egyezését vagy meg nem egyezését mas szekvencidk-
kal hibridizalassal is meghatarozhatjuk, alkalmas szigo-
rasiga koriilmények kozott. A nukleinsavszekvencidk
komplementer voltinak meghatiroziséra szolgald hibri-
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dizacios technikak a szakteriileten ismertek, ezeket a ké-
sébbickben targyaljuk {lasd még ezzel kapcsolatban
Maniatis és munkatarsai (1982) munkajat]. Ezenkiviil
hibridizélassal képzett duplex polinukleotidok hibas il-
lesztését is meghatarozhatjuk ismert technikakkal, ide
értve példaul valamely nukleazzal, példaul S1-gyel vég-
zett emésztést, amely nukledz fajlagosan emészti az egy-
szalu teriileteket duplex polinukleotidokban. Azok a te-
riiletek, amelyekbdl tipikus DNS-szekvencidk ,,szdrmaz-
hatnak”, lehetnek példaul olyan teriiletek (de nemcsak
ezekre korlatozodnak), amelyek specidlis epitopokat, va-
lamint 4t nem irt és/vagy nem transzlatalt teriileteket
kédolnak.

A szarmazék polinukieotidok nem sziikségszeriien
fizikailag szarmaznak a bemutatott nukleotidszekvencia-
bdl, hanem keletkezhetnek barmilyen médon, beleértve
példaul a kémiai szintézist, vagy DNS-replikaciot, vagy
reverz transzkripciot, vagy olyan transzkripciot, amely a
bazisok szekvencidja altal nygjtott informacioén alapul,
ahol a bazisok abban a teriiletben vannak, amelybdl a
polinukleotid szarmazik. Ezenkiviil a nevezett szekven-
cia teriileteinek megfeleld teriiletek kombinaciéi modo-
sithatok is ugy, amint ez a szakteriileten ismert, hogy
ezek egybevagjanak a szandékolt alkalmazassal.

Hasonloképpen egy megnevezett nukleinsavszek-
venciabodl, példaul az 1-32. dbrakban 1évé szekvenci-
akbol ,,szarmazd” polipeptid vagy aminosavszekvencia,
vagy egy HCV-genombol ,szirmazé” szekvencia egy
polipeptidre vonatkozik, amelynek olyan aminosav-
szekvencidja van, amely azonos a nevezett szekvencia-
ban, vagy annak egy részében kodolt polipeptid szek-
venciajaval, ahol a nevezett rész legalabb 3—5 amino-
savbol, elényosen 8—10 aminosavbol, még eldnydseb-
ben 11-15 aminosavbél all, vagy amely immunoldgiai-
lag azonosithatd a nevezett szekvencidban koédolt poli-
peptiddel.

Egy rekombinans vagy szdrmazék polipeptid nem
sziikségszeriien egy megnevezett nukleinsavbdl, példaul
az 1-26. abrakban lathato szekvencidkbol, vagy egy
HCV-genombadl forditédik 4t; ez kialakithatd barmilyen
mas modon is, ide értve a kémiai szintézist, vagy egy
rekombinans kifejezérendszer kifejezését, vagy az izolé-
last mutans HCV-b6l.

A ,rekombinans polinukleotid” kifejezést, amint itt
hasznaljuk, genom, cDNS, félszintetikus vagy szinteti-
kus eredetii polinukleotidra szanjuk, amely eredetét vagy
a miiveleteket tekintve: (1) nincs dsszekétve annak a
polinukleotidnak egészével vagy részével, amellyel ez a
természetben Ossze van kotve vagy konyvtirat képez,
és/vagy (2) 6ssze van kapcsolva olyan polinukleotiddal,
amely kiilonbozik azoktol, amelyekkel ez a természet-
ben Gssze van kapcsolva.

A ,polinukleotid” kifejezés, ahogyan itt hasznaljuk,
nukleotidok barmilyen hosszisagi polimer formajara
vonatkozik, amely nukleotidok lehetnek ribonukleotidok
vagy dezoxi-ribonukleotidok. Ez a meghatarozas a mo-
lekulanak csak a primer szerkezetére utal. igy ez a kife-
jezés magaban foglalja az egyszala és kettds szali DNS-
eket, valamint az egyszalh és kettds szali RNS-eket. Ez
magaban foglalja a polinukleotidok példaul metilezéssel
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és/vagy helyettesitéssel modositott formait, és nem mo-
dositott formait.

Az ,egy cDNS-nek megfelelé szekvenciat tartal-
maz6 HCV” kifejezés, ahogyan itt hasznéljuk, azt je-
lenti, hogy a HCV olyan polinukleotidszekvenciat tar-
talmaz, amely homolog vagy komplementer egy, a
nevezett DNS-ben 1év8 szekvencidhoz; a homologia
vagy komplementer jelleg mértéke a cDNS-hez mint-
egy 50% vagy nagyobb, elénydsen legalabb mintegy
70%, még elénydsebben legaldbb mintegy 90%.
A szekvencidk, amelyek megfelelnek, legalabb mint-
egy 70 nukleotid, elénydsen legalabb mintegy 80 nuk-
leotid, még eldnydsebben legaldbb mintegy 90 nuk-
leotid hossziisagliak. A megegyezést a HCV-szekven-
cia és a cDNS kozott a szakteriileten ismert technikak-
kal hatérozhatjuk meg, ide értve példaul a szekvencia-
elemzésnek alavetett anyag kdzvetlen 6sszehasonlita-
sat a leirt cDNS-ekkel, vagy a hibridizalast és az
emésztést egyedi szalra fajlagos nukleazokkal, amelyet
az emésztett fragmentumok méret szerinti meghataro-
zasa kovet.

A , tisztitott virus polinukleotid” kifejezés egy HCV-
genomra vagy fragmentumara vonatkozik, amely lénye-
gében idegen anyagoktol mentes, azaz tobb, mint mint-
egy 50%-at, elénydsen tobb, mint mintegy 70%-at, és
még elénydsebben tobb, mint mintegy 90%-at nem tar-
talmazza azoknak a polipeptideknek, amellyel a virus
polipeptid a természetben tarsul. A technikédk a virus po-
linukleotidok tisztitdsara a t6bbi virusrészecskéktdl a
szakteriileten ismert, ide tartoznak példaul a részecskék
szétzizasa valamely kaotrop szerrel és a polinukleotid
vagy polinukleotidok és a polipeptidek elkiilonitése ion-
cserélé kromatogréfiaval, affinitdskromatografiaval és
stirliség szerinti lilepitéssel.

A , tisztitott virus polipeptid” kifejezés olyan HCV-
polipeptidre vagy fragmentuméra vonatkozik, amely lé-
nyegében tiszta, vagyis azoknak a cellularis komponen-
seknek, amelyekkel a viruspolipeptid a természetben
6ssze van kapcsolva, tébb, mint mintegy 50%-t, eld-
nybsen tobb, mint mintegy 70%-4t, és még elényoseb-
ben t6bb, mint mintegy 90%-4t nem tartaimazza. A vi-
rus polipeptidek tisztitasara szolgilé technikdk a szak-
teriileten ismertek, és ezekre a technikakra a késGbbiek-
ben adunk példakat.

A ,rekombinans gazdasejtek”, ,,gazdasejtek”, ,.sej-
tek”, ,.sejtvonalak”, ,.sejttenyészetek” és mas hasonld
kifejezések, amelyeket mikroorganizmusok, magasabb
rendl eukariota sejtvonalak jelolésére alkalmazunk,
olyan sejtekre vonatkoznak, amelyek alkalmazhatok,
vagy amelyeket mar alkalmaztak rekombinans vektorok
vagy mas transzfer DNS-ek befogadéjaként, és maguk-
ban foglaljak a fert6zott eredeti sejt utodait. Meg lehet
érteni, hogy egy egyedi sziil6sejt utddja nem sziikség-
szerien tokéletesen azonos morfologiailag vagy a
genom- vagy a teljes DNS-kiegészitésben, mint az ere-
deti sziil, a véletlenszerd vagy szandékos mutici6é mi-
att. A sziilésejtnek azok kozott az utodai kozott, ame-
lyek megfelelden hasonléak az adott tulajdonsaggal jel-
lemezhetd sziil6hodz (ilyen tulajdonsag példaul egy ki-
vant peptidet kodol6 nukleotid jeleniéte) talaljuk azokat
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az utédokat, amelyek ennek a definicionak megfelel-
nek, és a fenti kifejezéshez illenek.

,Replikon” barmilyen genetikai elem, példaul plaz-
mid, kromoszéma, virus, amely polinukleotidreplikacid
autoném egységeként viselkedik valamely sejten beliil,
vagyis replikiciora képes sajat szabalyozasa alatt.

A ,vektor” olyan replikon, amelyhez mas polinuk-
leotidszegmensek is vannak rogzitve ugy, hogy végre-
hajtodjék a rogzitett szegmensek replikacidja és kifeje-
z8dése.

A ,szabalyozoszekvencia” kifejezés olyan polinuk-
leotidszekvencidkra vonatkozik, amelyek sziikségesek
azon kodoloszekvencidk kifejezédésének véghezvite-
1éhez, amelyekhez ligalva vannak. Az ilyen szabélyoz6-
szekvencidk természete kiilonbozik a gazdaszervezettdl
fliggden; prokariotakban az ilyen szabalyozoszekven-
ciak kozott talaljuk altalaban a promotort, riboszomalis
kotShelyet és terminatorokat; eukariotakban az ilyen
szabalyozoszekvencidk kozott talaljuk dltalaban a pro-
motorokat, terminatorokat és bizonyos esetekben a fo-
kozokat. A ,,szabalyozészekvencidk™ kifejezés szandé-
kunk szerint magaban foglal minimumként minden
olyan komponenst, amelynek jelenléte sziikséges a kife-
jezéshez, tovabba magaban foglalhat tovabbi kompo-
nenseket is, amelyek jelenléte el6nyds, példaul vezetd-
szekvenciakat.

A ,mikodéképesen dsszekapesolt” kifejezés olyan
egymasmellettiségre vonatkozik, ahol az igy leirt kom-
ponensek olyan kapcsolatban vannak, amely lehetévé
teszi, hogy ezek kivant médon miikddjenek. Egy szaba-
lyozdszekvencia ,,miikodSképesen dsszekapcsolva” egy
kodoloszekvenciaval Ggy van ligalva, hogy a kodolo-
szekvencia kifejez6dését érjiikk el olyan korilmények
kozott, amelyek elésegitik a szabalyozészekvencia mii-
kodését.

A , kodolészekvencia” olyan polinukleotidszekven-
cia, amely atirodik mRNS-sé és/vagy transzlatalodik va-
lamely polipeptiddé, amikor megfelel6 szabéalyozoszek-
vencigk szabalyozasa ald helyezziik. A kodoloszekven-
cia hatarait a transzlacios start kodon hatdrozza meg az
5°-terminalisnal és a transzlacios stop kodon a 3’-termi-
nalisnal. Egy kodoldszekvencia magaban foglalhat
mRNS-, ¢cDNS- és rekombinans polinukleotidszekven-
cidkat, de a lehetéségek nemcsak ezekre korlatozodnak.

Az ,.immunolégiailag azonosithat6” valamivel vagy
valamiként kifejezés olyan epitop vagy epitopok és poli-
peptid vagy polipeptidek jelenlétére utal, amelyek jelen
vannak a megnevezett polipeptidben vagy polipeptidek-
ben, altalaban HCV-fehérjékben, és egyediek abban. Az
immunolégiai azonossagot antitestkdtéssel és/vagy a ko-
tésben valo versengéssel hatarozhatjuk meg; ezek a tech-
nikak ismeretesek azok szamdra, akik a szakteriileten
atlagosan jartasak; ezeket a késGbbiekben be is mutatjuk.
Az epitép egyediségét szamitégépes kutatissal is meg-
hatdrozhatjuk ismert adatbankokbdl, példaul a Gene-
bankbél, a polinukleotidszekvencidkbol, amelyek az epi-
topot kodoljik, és az aminosavszekvencia-Osszehasonli-
tasokbol mar ismert fehérjékkel.

Ahogyan itt alkalmazzuk, az ,.epitop” kifejezés egy
polipeptid antigéndeterminansara utal; egy epitop allhat
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3 aminosavbdl olyan térbeli konformacioban, amely
egyedi az epitdpra nézve, altaldban azonban egy epitdp
legalabb 5 ilyen aminosavbél 4ll, de legéltalanosabban
8—10 ilyen aminosavbdl all. Az aminosavak térbeli kon-
meretesek a szakirodalomban, ezek kozott talaljuk pél-
déul a rontgensugar-krisztallografiat és a kétdimenzids
magmagneses rezonanciat.

Egy polipeptid akkor ,immunologiailag reaktiv”
egy antitesttel, amikor egy antitesthez kot6dik amiatt,
hogy az antitest felismeri azt a fajlagos epitépot, ame-
lyet a polipeptid tartalmaz. Az immunologiai reaktivi-
tast antitestkotéssel hatarozhatjuk meg, pontosabban az
antitestkotés kinetikajaval és/vagy egy kotésben vald
versengéssel, verseng6 anyagként valamely ismert poli-
peptidet alkalmazva, amely tartalmaz egy olyan epi-
topot, amely ellen az antitest irdnyul. Az a technika,
amely annak meghatdrozasara szolgal, vajon egy po-
lipeptid immunologiailag reaktiv-e egy antitesttel, a
szakteriileten ismert.

Ahogyan itt hasznaljuk, a ,,HCV-epitopot tartalma-
z6 immunogén polipeptid” kifejezés természetben eld-
fordulo HCV-polipeptideket vagy ezek fragmentumait
foglalja magaban, valamint mas tton, példdul kémiai
szintézissel elBallitott polipeptideket vagy rekombinans
organizmusban kifejezett polipeptideket.

A ,polipeptid” kifejezés aminosavmolekula-lancok-
ra vonatkozik, és nem utal a termék adott hosszéra; igy a
polipeptid definicioba beletartoznak a peptidek, oligo-
peptidek és fehérjék egyarant. Ez a kifejezés nem utal a
polipeptid kifejez8dés utani modositasaira, példaul a gli-
kozilezésre, acetilezésre, foszforilezésre stb. sem.

A transzformalas” kifejezés, ahogyan itt hasznal-
juk, egy exogén polinukleotid beiktatdsara utal vala-
mely gazdaszervezetbe, tekintet nélkiil a beiktatishoz
alkalmazott modszerre; ez a modszer lehet példaul koz-
vetlen felvétel, transzdukci6 vagy f-parosodas. Az exo-
gén polinukleotidot fenntarthatjuk nem integralt vektor-
ként, példaul plazmidként, de lehet integralodva is a
gazdaszervezet genomba.

A ,kezelés” kifejezés, amint itt alkalmazzuk, meg-
elGzésre vagy terapidra utal.

Az ,egyén” kifejezés, ahogyan itt hasznaljuk, gerin-
cesekre, els6sorban az eml6sfajok tagjaira vonatkozik;
ebbe a kifejezésbe értendSk a haziallatok, sportcélu al-
latok, f6emldsdk és az ember is, de a kifejezés nemcsak
ezekre korlatozodik.

Ahogyan itt hasznaljuk, egy nukleinsav ,,plusz sza-
la” azt a szekvenciat tartalmazza, amely a polipeptidet
kodolja.

A ,minusz szal” olyan szekvenciat tartalmaz, amely
a ,,plusz szal” szekvenciadval komplementer.

Amint itt alkalmazzuk, egy virus ,,pozitiv szali
genom”-ja olyan, amelyben a genom, akir RNS, akir
DNS, egyszaln, és valamely polipeptidet vagy polipep-
tideket kodol. Pozitiv szali RNS-virusokra példak a
Togaviridae, Coronaviridae, Retroviridae, Picornaviri-
dae és Caliciviridae. Ide tartozik a Falviviridae is, ame-
lyet korabban a Togaviridae-hoz osztalyoztak [14sd Fields
és Knipe (1986)].
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Ahogyan itt hasznaljuk, az ,antitestet tartalmazd
testkomponens” kifejezés egy egyén testének olyan
komponensére utal, amely a szoban forgé antitest forra-
sa. Antitestet tartalmazo testkomponensek ismeretesek a
szakteriileten, ezek kozott taldljuk példaul a plazmat,
gerincfolyadékot, nyirokfolyadékot, a 1égz5-, bél-, hugy-
€s ivarszervi traktus kiils6 részeit, nyalat, konnyet, tejet,
fehérvérsejteket és mielomakat, de nemcsak ezekre kor-
latozddnak.

Ahogyan itt hasznaljuk, a , tisztitott HCV” kifejezés
olyan készitményre utal, amelyet elkiilonitettiink azok-
t6l a sejtalkotorészektdl, amelyekkel a virus normalisan
egyesitve van, és azoktol a mas tipusi virusoktél, ame-
lyek jelen lehetnek a fert6z6tt szovetben. A virusok izo-
lalasara szolgalé technikak ismeretesek azok szdmdra,
akik a szakteriileten jartasak, ilyen példaul a centrifugé-
las és affinitaskromatografia; tisztitott HIV eldallitasara
szolgalo eljarasokat ismertetiink a késGbbiekben.

A jelen talalmany gyakorlati megvalésitasahoz, ha-
csak masképpen nem jelezziik, a molekularis biologia,
mikrobiolégia, rekombinans DNS-technika €s immuno-
logia hagyomanyos technikait alkalmazzuk, amely tech-
nikdk beliil vannak a szakteriileten val6 altalanos jartas-
sag keretein. Az ilyen technikékat az irodalomban rész-
letesen elmagyarazzak. Lasd példaul Maniatis, Fritsch és
Sambrook: MOLECULAR CLONING; A LABORA-
TORY MANUAL (1982); DNA CLONING I és IL
kotet (szerkeszté: Glover D. N.) (1985); OLIGONUC-
LEOTIDE SYTNHESIS (szerkeszté: Gait M. J.)
(1984); NUCLEIC ACID HYBRIDIZATION (szer-
keszt6k: Hames B. D. és Higgins S. J.) (1984);
TRANSCRIPTION AND TRANSLATION (szerkesz-
t6k: Hames B. D. és Higgins S. J.) (1984); ANIMAL
CELL CULTURE (szerkeszt: Freshney R. I.) (1986);
IMMOBILIZED CELLS AND ENZYMES (IRL Press,
1986); Perbal B.: A PRACTICAL GUIDE TO MOLE-
CULAR CLONING (1984); a ,METHODS IN ENZY-
MOLOGY” cimi sorozat (Academic Press, Inc.);
GENE TRANSFER VECTORS FOR MAMMALIAN
CELLS (szerkesztSk: Miller J. H. és Calos M. P.) (Cold
Spring Harbor Laboratory, 1987); Methods in Enzy-
mology 154. kotet (szerkeszt6k: Wu és Grossman);
Methods in Enzymology 155. kotet (szerkeszt6: Wu);
IMMUNOCHEMICAL METHODS IN CELL AND
MOLECULAR BIOLOGY (szerkesztdk: Mayer és
Walker (Academic Press, London, 1987); Scopes: PRO-
TEIN PURIFICATION: PRINCIPLES AND PRAC-
TICE 2. kiadas (Springer Verlag, New York, 1987);
HANDBOOK OF EXPERIMENTAL IMMUNO-
LOGY, I-1V. kotet (szerkeszték: Weir D. M. és
Blackwell C. C.) (1986).

Minden szabadalmi leiras, kozzétett szabadalmi be-
jelentés és kozlemény, amelyet eddig emlitettiink vagy
ezutan emlitiink, referenciaként épiil be a jelen bejelen-
tésbe.

A jelen taldlmény alkalmas anyagai és eljarasai szo-
rosan homol6g nukleotidszekvenciak csalddjanak elké-
szitését teszik lehetdvé, amely szekvencidkat HCV-vel
fert8zott csimpanzok plazmajaban jelen 1évé nuklein-
savszekvenciakbol szarmazé ¢cDNS-koényvtarbol izola-
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lunk. A nukleotidszekvencidknak ez a csaladja nem em-
beri és nem csimpanz eredetii, mivel ez nem hibridizal
sem human, sem csimpanz genom DNS-sel nem fertd-
zott egyének esetében, mivel a szekvencidk ezen csa-
ladjanak nukleotidjai csak HCV-vel fert6zott csimpan-
zok méjaban és plazmajaban vannak jelen, és mivel ez a
szekvencia nincs jelen a Genebankban. Ezenkiviil ezek-
nek a szekvencidknak a csaladja nem mutat szignifikans
homoldgiat azokhoz a szekvencidkhoz, amelyeket a
HBV-genom tartalmaz.

A csalad egyik tagjanak a szekvencidja, amely az
5-1-1. klonon beliil talalhatd, egy folytonos nyitott leol-
vasékerettel (ORF) bir, amely egy mintegy 50 aminosa-
vas polipeptidet kodol. A HCV-vel fert6zott emberekb6l
kapott szérumok tartalmaznak olyan antitesteket, ame-
lyek ehhez a polipeptidhez kétddnek, mig a nem ferts-
z6tt emberekbdl szarmazé szérumok nem tartalmaznak
antitesteket erre a polipeptidre. Végiil, bar a nem fert6-
zott csimpanzokbol szarmazd szérum nem tartalmaz an-
titesteket erre a polipeptidre, az antitestek indukalodnak
csimpanzokban akut NANBH-fert6zést kdvetden. Ezen-
kiviil antitestek erre a polipeptidre nem mutathatok ki
HAV-val és HBV-vel fert6z6tt csimpanzokban és embe-
rekben. Ezen kritériumok alapjan a szekvencia cDNS
egy virusszekvenciaban, ahol a virus az NANBH okoz6-
ja, vagy azzal van osszekapcsolva; ezt a cDNS-szekven-
ciat az 1. dbran mutatjuk be. Amint a késébbiekben majd
targyaljuk, az 5-1-1.-ben 1évé cDNS-szekvencia annyi-
hogy 28 tobblet bazispart tartalmaz.

A c¢DNS-csaldd mas azonositott tagjainak egy
dsszetett képz6dményét, amelyet ugy izolaltunk, hogy
az 5-1-1. klonban 1év6 cDNS egy fragmentumaval ek-
vivalens szintetikus szekvenciat alkalmaztunk vizsgalé-
mintaként, a 3. dbrdban mutatjuk be. A cDNS-csalad
egyik tagjat, amelyet a 81. klénban 1év cDNS-bdl szar-
mazd szintetikus szekvenciat alkalmazva izolaltunk, az
5. 4bran mutatjuk be, és ennek a szekvencianak a 81.
klén szekvencidjaval vald osszetett képz6dményét a
6. 4bran mutatjuk be. A cDNS-csalad més tagjait, ide
értve azokat, amelyek a 12f, 14i,, 11b,, 7f,, 7e., 8h.,
33c., 40b., 37b,, 35., 36., 81., 32., 33b,, 25¢., l4c., 8f,
33f., 33g., 39¢., 35f,, 19g. és 15e. klénokban jelen van-
nak, egy késGbbi fejezetben irjuk le. Az ezekben a
klénokban 1évé cDNS-ek egy Osszetett képzddményét
irjuk le egy kés@bbi fejezetben, és mutatjuk be a 32.
abran. Az dsszetett cDNS azt mutatja, hogy ez egy fo-
lyamatos ORF-et tartalmaz, igy egy poliproteint kodol.
Ez az adat egybevag azzal a véleménnyel, amelyet a
késGbbiekben targyalunk, hogy a HCV Flavivirus vagy
Flaviszerd virus.

A cDNS ezen csalddjanak, amelyeket az 1-32. 4b-
rakon mutatunk be (ide értve a hatarértékeket is), hoz-
zaférhet8sége lehet6vé teszi DNS-vizsgalomintdk és
polipeptidek eldallitasat, amelyek alkalmazhatok a
HCV-fert6zésnek tulajdonithato NANBH diagnosztiza-
lasaban, és a véradok, az adott vér és vérkészitmények
atvizsgalasara fertézottségre. Igy példaul a szekvenciak
alapjan mintegy 810 nukleotidos DNS-oligomereket
lehet szintetizilni, vagy nagyobbakat, amelyek alkal-
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mazhatdk hibridizécios vizsgalomintaként a virusge-
nom jelenlétének kimutatasara példaul olyan egyének
szérumaban, amelyekrdl feltételezhetd, hogy befogad-
tak a virust, vagy az adott vér atvizsgalasira a virus
jelenlétére. A cDNS-szekvenciak csaladja lehet6vé te-
szi a HCV-fajlagos polipeptidek tervezését és eldallita-
sat, amely polipeptidek diagnosztikus reagensként al-
kalmazhatok NANBH soran kialakuld antitestek jelen-
létének kimutatasara. A cDNS-ekbdl szarmaz tisztitott
polipeptidek elleni antitesteket is alkalmazhatjuk virus-
antigének kimutatasara fert6zott egyénekben és vérben.

Ezeknek a cDNS-szekvencidknak az ismerete lehe-
tévé teszi olyan polipeptidek tervezéset és eldallitasat
is, amelyek vakcinaként alkalmazhatok HCV ellen, és
lehet3vé teszi antitestek elGallitasat is, amelyek viszont
a betegség elleni védelemre és/vagy a HCV-vel fert6-
z0Ott egyének gyogyitasara alkalmasak.

Ezenkiviil a ¢cDNS-szekvencidk csaladja lehetdvé
teszi a HCV-genom tovabbi jellemzését.

Az ezekbd! a szekvenciakbol szarmaz6 polinukleotid
vizsgalomintakat alkalmazhatjuk ¢cDNS-kényvtarak at-
vizsgalasara tovabbi atfedd cDNS-szekvencidkra, ame-
lyeket viszont tovabbi atfedGszekvencidk megszerzésére
alkalmazhatunk. Hacsak a genom nincs szegmensekre
osztva, és a szegmensek nélkiilézik a kozos szekvencia-
kat, ezt a technikat alkalmazhatjuk a teljes genom szek-
vencidjanak 9sszegytjtésére. Ha azonban a genom szeg-
mensekre van osztva, a genom tovabbi szegmenseit a
lambda—gtl1 szerologiai atvizsgaloeljaras ismétlésével
kaphatjuk meg, amely eljarast az itt leirt cDNS-klénok
izolalasara alkalmazzuk vagy egy masik modszer szerint
a genom izolalasaval kaphatjuk meg tisztitott HCV-ré-
szecskékbdl.

A c¢DNS-szekvencidk csaladja és az ezekbdl a szek-
venciakbol szarmazé polipeptidek, valamint az ezek el-
len a polipeptidek ellen iranyulé antitestek alkalmazha-
tok a BB-NANBV-agens vagy -agensek izolalasaban és
azonositasaban is. Igy példaul a cDNS-ekbél szarmazo
polipeptidekben lévé HCV-epitopok ellen irdnyulé anti-
testeket alkalmazhatjuk olyan folyamatokban, amelyek
affinitaskromatografian alapulnak, hogy a virust izolal-
juk. Egy masik eljaras szerint az antitesteket alkalmaz-
hatjuk mas technikakkal izolalt virurészecskék azonosi-
tisara. A virusantigéneket és a genomanyagot az izolalt
virusrészecskéken beliil azutan tovabb jellemezhetjiik.

A HCV-genom vagy genomok tovabbi szekvencia-
elemzésébdl, valamint a HCV-antigének tovabbi jellem-
zésébdl, és a genom jellemzésébd! kapott informécidk
lehetdvé teszik tovabbi vizsgalomintdk, polipeptidek és
antitestek tervezését és szintézisét, amelyeket lehet al-
kalmazni NANBH 4ltal indukalt HCV diagnézisahoz,
fertdzott vérre, és vérszarmazék jellegili termékekre.

A HCV-hez valé vizsgalomintak, beleértve az anti-
géneket és antitesteket, valamint az abbol a genombol,
amelybdl a ¢cDNS-ek csaladja szarmazik, szdrmazo
polinukleotidok hozzaférhetdsége lehetdvé teszi olyan
szdvettenyésztd rendszerek kifejlesztését is, amelyek je-
lentds alkalmazast nyerhetnek a HCV bioldgiajanak tisz-
tazasiban. Ez viszont {ij kezelési menetrend kifejleszté-
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séhez vezethet, amely olyan virusellenes anyagokon ala-
pul, amelyek gatoljak a HCV replikaciojat vagy a HCV
altal elGidézett fert6zést.

Az NANBH-hoz tartoz6 etiologiai agens azonosita-
sara és izolalasara alkalmazott eljaras 1ij, és alkalmazha-
td olyan, eddig nem jellemzett dgensek azonositasara
¢és/vagy izolalasara, amelyek egy genomot tartalmaz-
nak, és amelyek kiilonféle betegségekkel tarsulnak, be-
leértve azokat a betegségeket, amelyeket virusok, viroi-
dok, baktériumok, gombék €s parazitik okoznak. Eb-
ben a modszerben cDNS-konyvtarat alakitunk ki egy
fertdzott egyénbdl szarmazoé fertézott szovetben jelen-
lév6 nukleinsavakbol. A konyvtarat egy olyan vektor-
ban alkotjuk meg, amely lehetévé teszi a cDNS-ben
kodolt polipeptidek kifejezddését. A vektort, amely az
etiologiai agens polipeptidjének immunolégiailag reak-
tiv fragmentumat fejezi ki, tartalmazé gazdasejtek klon-
jait a konyvtar kifejezési termékeinek immunologiai at-
vizsgalasaval valasztjuk ki, az atvizsgalast a feltétele-
zett agenssel eldzbleg fert6zott masik egyénbdl vett,
antitestet tartalmazo testkomponenssel végezve. Az im-
munologiai atvizsgalotechnika lépései kozt taldljuk a
cDNS-t tartalmaz6 vektorok kifejezési termékeinek
kolcsOnhatasba léptetését egy masodik fertdzott egyén
antitestet tartalmazd testkomponensével, és a kifejezési
termeék(ek) és a masodik fert6z6tt egyén antitestjei ko-
zotti antitest-antigén komplexek keletkezésének kimu-
tatasat. Az izolalt klénokat tovabbi immunolégiai at-
vizsgalasnak vetjiik ala kifejezési termékiiket kolcson-
hatisba hozva mas, feltételezett agenssel fertézott és a
feltételezett agenssel nem fertzott kontrollegyének an-
titestet tartalmazo testkomponenseivel, és a fertdzott
egyénekbd] szdrmazo antitestekkel kialakulé antigén-
antitest komplexek képz6dését kimutatva; és izolaljuk
azokat a cDNS-tartalmu vektorokat, amelyek olyan po-
lipeptideket kodolnak, amelyek immunolégiailag rea-
galnak fert6zott egyénekbdl és az agenssel fertdzésre
gyanis egyénekbdl kapott antitestekkel, de nem rea-
galnak a kontrollegyénekkel. A cDNS-konyvtar megal-
kotasahoz alkalmazott fertézott egyéneknek és az im-
munologiai 4tvizsgalashoz alkalmazott egyéneknek
nem kell azonos fajba tartozniuk.

Az ennek az eljarasnak az eredményeképpen izolalt
cDNS-ek, ezek kifejezési termékei, és a kifejezési ter-
mékek ellen iranyulo antitestek hasznosak az etiologiai
agens jellemzésében és/vagy kinyerésében. Amint a ké-
sébbickben részletesen leirjuk, ezt az eljarast sikeresen
alkalmazzuk a HCV-genombol szarmazé ¢cDNS-ek csa-
ladjanak izolalaséra.

A ¢cDNS-szekvencia eléallitasa

Kronikus HCV-fert6zésben szenvedd €s a virus ma-
gas titerét [vagyis legalabb 106 csimpanz fert6z6 do-
zis/ml (CID/ml)] tartalmazé csimpanzbol 6sszegytijtott
szérumot alkalmazunk virusrészecskék izolalasara; az
ezekbdl a részecskékbll izolalt nukleinsavakat alkal-
mazzuk templatként a virusgenomra vonatkozé ¢cDNS-
konyvtar megalkotasaban. A vélt HCV-részecskék izo-
lalasara és a lambda—gtl1-ben a cDNS-kdnyvtar meg-
alkotasara szolgalo munkameneteket egy késobbi feje-
zetben targyaljuk. A lambda—gtl1 olyan vektor, ame-
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lyet specidlisan arra fejlesztettek ki, hogy beiktatott
cDNS-eket fejezzen ki béta-galaktozidazzal képzett fi-
zios polipeptidként, és nagyszadmil rekombinans fagot
vizsgaljon at meghatéarozott antigén ellen kialakitott faj-
lagos antiszérumokkal. A mintegy 200 bazispar atlagos
méreti cDNS-t tartalmazé cDNS-készletbdl kialakitott
lambda—gt11 cDNS-kdnyvtarat atvizsgaljuk olyan ko-
dolt epitopokra, amelyek fajlagosan képesek kotédni
olyan betegekbdl eredd szérumokkal, akiknél el6z6leg
NANB-hepatitist tapasztaltak [Huynh T. V. és munka-
tarsai (1985)]. Mintegy 106 fagot vizsgalunk at, és 5 po-
zitiv fagot azonositunk, tisztitunk, majd atvizsgaljuk
kotési fajlagossagra olyan szérumokhoz, amelyek mas,
a HCV-4genssel el6z6leg fert6zott emberekbdl és csim-
panzokbol szarmaznak. A fagok egyike, az 5-1-1. koto-
dik a 8 megvizsgalt human szérum koziil 5-héz. Ez a
kotés, igy tinik, szelektiv azokbdl a betegekbdl szar-
mazd szérumokra nézve, akik elézéleg NANB-hepati-
tisfertézésen estek at, mivel 7 normalis véradé széruma
nem mutat ilyen kotést.

Az 5-1-1. rekombinans fagban a cDNS szekvenciajat
meghatarozzuk, amint ezt az 1. dbraban bemutatjuk. Az
ezzel a klénozott cDNS-sel kodolt polipeptidet, amely
azonos transzlacios keretben van, mint a fiziés poli-
peptid N-terminalis béta-galaktozidaz része, a nukleo-
tidszekvencia folott mutatjuk be. Ez a transzlacios ORF
tehat olyan epitopot kodol, amelyet NANB-hepatitisfer-
t6zésben szenvedd betegekbdl szarmazo szérumok fajla-
gosan felismernek.

A cDNS hozzaférhetdsége az 5-1-1. rekombinans
fagban lehetové teszi mas klonok izolalasat, amelyek a
cDNS tovabbi szegmenseit és/vagy alternativ szegmen-
seit tartalmazzak a virusgenomhoz viszonyitva. A fen-
tebb leirt lambda—gtl1 cDNS-kdnyvtarat atvizsgaljuk
egy olyan szintetikus polinukleotidot alkalmazva, amely
az Atvizsgalas hiarom tovabbi klont termel, amelyeket
81., 1-2. és 91. klénként azonositunk; az ezekben a klo-
nokban 1év6 cDNS-eket szekvenciaelemzésnek vetjiik
ala. A homoldgidkat a négy fliggetlen klon kozott a 2.
abran mutatjuk be, ahol a homologiakat fliggdleges vo-
nalakkal jelezziik. Azokat a nukleotidszekvencidkat,
amelyek egyediként vannak jelen az 5-1-1., 81. és 91.
klénokban, kis betiikkel jeloljiik.

Az 5-1-1., 81., 1-2. és 91. klonokban 1év6 rekom-
binans fagokban jelen 1€v6 klénozott cDNS-ek nagy-
mértékben homoldgok, és csak két teriiletben kiilonboz-
nek. Eldszér a 67. szamii nukleotid az 1-2. klénban
timidin-, mig a tovabbi harom kién citidingyokét tartal-
maz ezen a helyen. Ez a helyettesités azonban nem
véltoztatja meg a kodolt aminosav természetét.

A masodik kiilonbség a klonok kozott az, hogy az
5-1-1. klén 28 bazispart tartalmaz 5’-termindlisdn,
amely a tobbi kidnban nincs jelen. A tobbletszekvencia
lehet egy 5°-terminalis klonozasi ,termék”’; 5’-terminalis
klonozasi termékek gyakran figyelhetk meg a cDNS-
eljarasok termékeiben.

A 81. klénban 1év8 HCV cDNS 5’-teriiletébd] és
3’-teriiletébdl szarmazo szintetikus szekvencidkat alkal-
mazunk a lambda—gtll NANBV cDNS-konyvtarbol
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valo olyan cDNS-ek atvizsgaldsara és izoladlasara, ame-
lyek atfedik a 81. klon cDNS-t. Az igy létrejové cDNS-
ek szekvenciait, amely cDNS-ek a 36., illetve 32. klon-
ban vannak, az 5., illetve 7. 4bran mutatjuk be.

Hasonloképpen a 36. klon 5’-teriiletén alapulo szin-
tetikus polinukleotidot alkalmazunk a lambda—gtll
NANBYV cDNS-konyvtarbol szarmazé cDNS-ek atvizs-
galasara és izolaldsara, amely cDNS-ek atfedik a 36.
klon ¢cDNS-t. Egy rekombinans fagot tartalmaz6 cDNS
tisztitott klonjat, amely hibridizal a szintetikus polinuk-
leotid vizsgalomintdhoz, 35. kiénnak nevezziik, és az
ezen a klonon beliil talalhato6 NANBV c¢DNS-szekven-
ciat a 8. abran mutatjuk be.

Atfed cDNS-szekvenciak izolaldsanak ezt a techni-
kajat alkalmazva tovabbi felfelé és lefelé 1évé cDNS-
szekvenciakat tartalmazo klonokat kapunk. Ezeknek a
klonoknak az izolalasat a késGbbickben irjuk le.

Az izolalt klénokon beliil kédolt HCV ¢DNS-ek
nukleotidszekvencidjanak elemzése azt mutatja, hogy
az Osszetett cDNS egy hosszu, folyamatos ORF-et tar-
talmaz. A 26. dbra mutatja be az ezekbél a klonokbol
osszetett cDNS szekvencidjat az ebben kodolt vélt
HVC-polipeptiddel egyiitt.

Az eljaras leirasa a cDNS-szekvencidk ujrakinye-
résére jorészt csak torténeti érdekességli. Az igy létrejo-
v6 szekvenciakat (és komplementereiket) megadjuk itt,
és ezeket a szekvencidkat vagy barmely résziiket szinte-
tikus modszerekkel éllithatjuk el8, vagy szintetikus el-
jarasokat kombinalva részleges szekvenciak kinyerésé-
vel, hasonlé eljarasokat alkalmazva, mint amelyeket le-
irtunk.

A HCV cDNS-konyvtarbol az 5-1-1., 81., 1-2. és 91.
klénokbdl replikalt lambda—gt11 torzseket az American
Type Culture Collectionnal (ATCC, 12301 Parklawn
Drive, Rockville, Maryland 20 852) deponaltuk a Buda-
pesti Szerzédés feltételei szerint; ezek az alabbi letéti
szamot kaptak:

lambda—gtl1 ATCC A letét napja
HCV cDNS-kényvtar 40394  1987. december 1.
81. klén 40388 1987. november 17.
91. kion 40389 1987. november 17.
1-2. kién 40390  1987.november 17.
5-1-1. klon 40391 1987. november 18.

A jelzett deponalt torzseket harminc (30) éves id6-
tartamon 4t fenn kell tartani a deponalds id6tartamatol
szamitva vagy 6t (5) évig a deponalt térzsre valo leg-
utolso igényléstSl szamitva, vagy az amerikai egyesiilt
allamokbeli szabadalom alkalmazhat6 élettartamdig —
attol fliggben, melyik hosszabb. Ezek a deponalt tor-
zsek és mas itt emlitett deponalt torzsek csak a kony-
nyebb alkalmazast szolgaljak, és nem feltétleniil sziik-
ségesek a jelen taldlméany gyakorlatba vételéhez az itt
mellékelt leirds alapjan. Az 8sszes deponalt anyagban
1év6 HCV cDNS-szekvencidk referenciaként épiilnek
be a jelen bejelentésbe.

A fenti leirds, amelyben a genomot ,sétaltatjuk”
atfedd cDNS-szekvencidkat izolalva a HCV lamb-
da—gtl1 kdnyvtarbol, olyan eljarast nyujt, amellyel a
teljes HCV-genomnak megfeleld cDNS-ek izolalhatok.
Az itt megadott informécidk alapjan mas, ezeknek a
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cDNS-eknek az izolalasara szolgalo eljarasok nyilvan-
valok azok szamara, akik a szakteriileten jartasak. Ezek
koziil a médszerek koziil néhanyat leirunk a késébbiek-
ben.

Viruspolipeptidek és fragmentumaik eloallitasa

A cDNS-szekvenciak hozzaférhetsége, akar azoké,
amelyek az 1-32. dbrakon 1évé cDNS-szekvenciak al-
kalmazaséaval izoldlunk, amint ezt késébb leirjuk, akar
az ezeken az ibrikon 1év8 cDNS-szekvenciaké, lehets-
vé teszi a barmelyik szalban kodolt polipeptid antigén-
szempontbol aktiv teriiletét kodold kifejezGvektorok
megalkotasat. Ezek az antigénszempontbol aktiv teriile-
tek szarmazhatnak a burkolo- vagy ,,burok”-antigének-
bél, vagy a belsé antigénekbdl, ide értve példaul a poli-
nukleotidk6tS fehérjéket, polinukleotid polimerazt vagy
polimerazokat, és mas olyan virusfehérjéket, amelyek
sziikségesek a virusrészecskék replikacidjahoz és/vagy
oOsszeallitasahoz. A kivant polipeptideket kodolo frag-
mentumok a cDNS-klonokbol szarmaznak hagyoma-
nyos restrikcidés emésztést vagy szintetikus eljarasokat
alkalmazva, és olyan vektorokba vannak ligélva, ame-
lyek tartalmazhatjak példaul fuzios szekvencidk részeit;
ilyen fzios szekvencidk lehetnek példaul a béta-galak-
tozidaz vagy szuperoxid-diszmutaz (SOD), elénydsebb
a SOD. Azok az eljarasok és vektorok, amelyek olyan
polipeptidek elfallitasara alkalmasak, amelyek SOD fu-
zi6s szekvencidit tartalmazzak, a 0,196,056 szamn eu-
ropai szabadalmi kozzétételi iratban vannak leirva; ez
1986. oktober 1-jén lett kdzzétéve. SOD- és HCV-poli-
peptidek fuzids polipeptidjeit, vagyis az NANBs_,_j-et,
NANB;,-et és C100—3-at — amelyek HCV c¢DNS-ek
osszetett termékében kddolédnak — kodolo vektorokat
a tovabbiakban irjuk le. Egy nyitott leolvasokeretet tar-
talmaz6o HCV ¢DNS barmilyen kivant részét, barmelyik
nértelmes” szalban, megkaphatjuk rekombinans poli-
peptidként, igymint érett vagy fuzids fehérjét; egy ma-
sik médszer szerint a cDNS-ben kddolt polipeptidet ké-
miai szintézissel kaphatjuk meg.

A kivant polipeptidet kodolo DNS-t, akdr fizids
vagy érett formaban van, akdr tartalmaz egy szignal-
szekvenciat a kivalasztas lehetGvé tételére, akar nem,
ligalhatjuk barmilyen megfelel gazdaszervezethez al-
kalmas kifejez6vektorba. Mind eukariota-, mind proka-
riota-rendszereket alkalmaznak jelenleg rekombinédns
polipeptidek képzésére, és tobb kozds szabalyozé rend-
szer és gazdasejtvonal Osszefoglalasa van megadva a
késSbbiekben. A polipeptidet azutan a lizalt sejtekb6l
vagy a tenyészkozegbdl izolaljuk, és addig a mértékig
tisztitjuk, amely széndékolt felhasznalasihoz sziikse-
ges. A tisztitds a szakteriileten ismert technikakkal le-
hetséges, példaul séfrakcionalassal, ioncserélé gyantan
végzett kromatografaldssal, affinitiskromatografiaval,
centrifugdlassal és hasonlokkal. A Methods in Enzymo-
logy cimii sorozat szamos médszert k6zol fehérjék tisz-
titisara. Az ilyen polipeptidek alkalmazhatdk diagnosz-
tikumként, vagy azokat, amelyek semlegesitéantiteste-
ket idéznek el8, vakcinakka szerelhetjiik ki. Az ezek
ellen a polipeptidek elleni antitesteket is alkalmazhatjuk
diagnosztikumként, vagy passziv immunteripidhoz.
Ezenkiviil, amint ezt kés6bb leirjuk, az ezen polipepti-
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dek elleni antitestek alkalmasak HVC-részecskék izola-
laséra és azonositasara.

A HCV-antigéneket izolalhatjuk HCV-virionokbdl
is. A virionokat ndveszthetjiik HCV-vel fertézétt sej-
tekben szovettenyészetben, vagy valamely fert8zott
gazdaszervezetben.

Antigénpolipeptidek eléallitdsa és konjugdldsa hor-
dozoval

Valamely polipeptid antigénteriilete altaldban vi-
szonylag kicsiny — tipikusan 8—10 aminosav hosszusa-
gu, vagy révidebb. Akar 5 aminosavbol 4116 fragmentu-
mok is jellemezhetnek mar egy antigénteriiletet. Kovet-
kezésképpen a HCV cDNS-ét alkalmazva alapként a
HCV-polipeptidek révid szegmenseit kodolo DNS-eket
fejezhetiink ki akar fiazids fehérjeként, akar izolalt po-
lipeptidként. Ezenkiviil rovid aminosavszekvenciakat
koénnyen megkaphatunk kémiai szintézissel. Azokban a
példakban, ahol a szintetizalt polipeptid korrekt konfi-
guracioju gy, hogy a korrekt epitopot nyujtja, de til
kicsi ahhoz, hogy immunogén legyen, a polipeptidet
megfeleld hordozohoz kapcsolhatjuk.

Sok olyan technika ismeretes a szakteriileten,
amellyel ilyen kapcsolasok elvégezhetdk, ide értve a di-
szulfidkotések képzését N-szukcinimidil-3-(2-piridil-
tio)-propionatot (SPDP) és szukcinimidil-4-(N-maleimi-
do-metil)-ciklohexé4n-1-karboxilatot (SMCC) alkalmaz-
va, amelyek a Pierce Company (Rockford, Illinois) ter-
mékei (ha a peptidben nincs szulfhidrilcsoport, ezt egy
ciszteingydk hozzaadasaval lehet biztositani). Ezek a re-
agensek diszulfidkotést alakitanak ki maguk és a peptid
ciszteingyokok kozott az egyik fehérjén, és amidkotést
alakitanak ki egy lizinen 1év6 epszilon-amino-csoporttal,
vagy mas szabad aminocsoporttal a mésik fehérjén. Sok-
féle ilyen diszulfid/amid képzé 4gens ismeretes. Ezzel
kapcsolatban lasd példaul Immun. Rev., 62, 185 (1982).
Mas bifunkcionalis kapcsoloagensek diszulfidkotések
helyett tio-étert képeznek. Ezek koziil a tio-éter-képzd
agensek koziil sok kaphato a kereskedelmi forgalomban,
ide tartoznak a 6-maleimido-kapronsav, 2-bréom-ecetsav,
2-jéd-ecetsav, 4-(N-maleimido-metil)-ciklohexan-1-kar-
bonsav reaktiv észterei, és hasonlok. A karboxilcsopor-
tokat gy aktivéalhatjuk, hogy kombindljuk ezeket szuk-
cinimiddel vagy 1-hidroxi-2-nitro-4-szulfonsav natrium-
soval. A fentebb leirt lista nem meriti ki az 6sszes lehe-
toségeket, és természetesen a nevezett vegyiiletek modo-
sulatait is alkalmazhatjuk.

Barmilyen hordoz6t alkalmazhatunk, amely 6nma-
gaban nem valtja ki a gazdaszervezetre karos antitestek
képzSdését. A megfelelé hordozok tipikusan nagy, las-
san metabolizalé makromolekuldk, példaul fehérjék,
poliszacharidok, példaul latexfunkcionalizalt Sepha-
rose, agardz, celluldzgyongydk és hasonlok; polimer
aminosavak, péld4ul poliglutaminsav, polilizin és ha-
sonlék, aminosavkopolimerek és inaktiv virusrészecs-
kék, lasd példaul a kovetkezd fejezetet. Kiilondsen
hasznos fehérjeszubsztraitumok a szérumalbuminok,
Keyhole—Limpet-hemicianin, immunglobulin-mole-
kulék, tiroglobulin, ovalbumin, tetanusz toxoid és mas
fehérjék; mindezek jol ismertek azok szdmara, akik a
szakteriileten jartasak.
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HCV-epitépokat tartalmazé hibrid részecskeimmu-
nogének eldallitisa

A HCV-epitopjainak immunogén voltat fokozhatjuk
gy is, hogy emlds- vagy élesztrendszerekben allitjuk
el6 ezeket részecskeképzd fehérjékkel fuzionalva vagy
osszekapcsolva, példaul hepatitis B feliileti antigénnel
dsszekapcsolva. Azok a konstrukciok, ahol az NANBV-
epitop kozvetleniil van dsszekapesolva a részecskeképzé
fehérjét kodoloszekvenciaval, olyan hibrideket képez-
nek, amelyek immunogének a HCV-epitdp tekintetében.
Ezenkiviil az dsszes elBallitott vektor olyan epitopokat
foglal magaban, amelyek HBV-re fajlagosak, és az im-
munogenicitas kiilonbdz8 fokozataival birnak, ilyen pél-
déul a pre-S peptid. fgy azok a részecskék, amelyek
HCV-szekvenciakat magukban foglalé részecskeképzd
fehérjékbdl vannak megalkotva, immunogének a HCV-t
és a HBV-t illetéen.

A hepatitis feliileti antigénrdl (HBSAg) kimutattak,
hogy képezhetd, és részecskékbe allithaté Ossze S.
cerevisiae-ban [Valenzuela és munkatarsai (1982)], va-
lamint példaul emlGssejtekben [Valenzuela P. ¢és mun-
katarsai (1984)]. Az ilyen részecskék keletkezésérdl ki-
mutattik, hogy fokozzdk a monomer alegység immu-
nogén voltat. A konstrukciok magukban foglalhatjak a
HBSAg immundomindns epitopjat is, ez az eléfeliileti
(pre-S) teriilet 55 aminosavat foglalja magaban [Neurath
és munkatarsai (1984)). Az élesztében kifejezhet pre-S
HBSAg-részecskéket a 174,444 szamu eurdpai szaba-
dalmi kozzétételi irat ismerteti; a heterolog virusszek-
venciakat magaban foglal6 hibrideket élesztd kifejezés-
hez a 175,261 szaml eurdpai szabadalmi kozzétételi
irat ismerteti. Mindkét bejelentést a jelen talalmany be-
jelentéi tették, ezek a jelen bejelentésbe referenciaként
épiilnek be. Ezek a konstrukciok kifejezhetSk emldssej-
tekben is, példaul kinaihorcsogpetefészek-(CHO) sej-
tekben, SV40-dihidrofolat reduktaz vektort alkalmazva
[Michaelis és munkatérsai (1984)].

Ezenkiviil a részecskeképz8 fehérjét kodoloszek-
vencia részeit helyettesiteni lehet valamely HCV-epi-
topot kodolé kodonokkal. Ebben a helyettesitésben
azok a teriiletek, amelyek nem szilkségesek az egységek
szecskék keletkezzenek éleszt6kben vagy emldsokben,
kiiktathaték, igy kikiiszobdlhetdk tovabbi HBV-antigén
helyek a HCV-epitoppal vald versengésbdl.

Vakcindk eléallitisa

Vakcinakat allithatunk eld HCV ¢cDNS-b6l szarma-
26, valamint az 1—32. abrakon 1év6 cDNS-szekvenciak-
bol szarmazo, vagy olyan HCV-genombol szadrmazd
immunogén polipeptidb8l vagy polipeptidekbél, ame-
lyek a genomnak megfelelnek. A megfigyelt homologia
a HCV és a Flavivirusok kozott informéciot nyajt azo-
kat a polipeptideket illetéen, amelyek valdszinileg leg-
hatékonyabbak vakcinaként, valamint a genom azon te-
rilleteit illetéen, amelyekben ezek kodolédnak. A Fla-
vivirusgenom altalanos szerkezetét Rice és munkatar-
sai targyaljak (1986). A Flavivirusgenom-RNS-r6l ugy
véljiik, hogy csak virusspecifikus mRNS-fajta, €s ha-
rom virus szerkezeti fehérjévé, vagyis a C-, M- és E-fe-
hérjékké, valamint két nagy, nem szerkezeti fehérjék
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komplex sorozativa transzlatalodik. Ismeretes, hogy a
Flavivirushoz tartozé nagyobb semlegesitGepitop, az E
(burkolati) fehérjében tartézkodik [Roehrig (1986)].
A megfeleld HCV E-gén és polipeptidkodolé teriilet ki-
kovetkeztethet a Flavivirushoz valé homolégia alap-
jan. Igy a vakcinak olyan rekombinans polipeptidekbdl
allhatnak, amelyek a HCV E-epitopjait tartalmazzak.
Ezek a polipeptidek kifejez6dhetnek baktériumokban,
élesztBben vagy emldssejtekben, vagy mas mddszer
szerint izolalhatok viruskészitményekbdl. Az is eldre
jelezhetd, hogy a tovabbi szerkezeti fehérjék szintén
tartalmazhatnak olyan epitopokat, amelyek véddhatdst
anti-HCV-antitesteket alakitanak ki. gy az E-, C- és
M-epitopokat tartalmazé polipeptidek szintén alkal-
mazhaték a HCV-vakcindkban, akar egyediil, akar
kombinacidban.

A fentieken kiviil kimutattak, hogy az immunizalas
NS1-gyel (1. szamt nem szerkezeti fehérje) védelmet
eredményez a sargalaz ellen [Schlesinger és munkatérsai
(1986)]. Ez valoban igaz, bar az immunizalés nem alakit
ki semlegesitGantitesteket. fgy kiilonosen azért, mertez a
fehérje, gy tlinik, nagymértékben megérzott a Fla-
vivirusok kozott, valoszindi, hogy a HCV NSI szintén
védBhatasi a HCV-fert6zés ellen. SGt ez azt is mutatja,
hogy nem szerkezeti fehérjék is nytjthatnak védelmet
viruspatogenitas ellen, még akkor is, ha ezek nem idézik
eld semlegesitdantitestek kialakulasat.

A fentiekre tekintettel HCV elleni multivalens vakei-
nak tartalmazhatnak egy vagy tobb szerkezeti fehérjét
és/vagy egy vagy tobb nem szerkezeti fehérjét. Ezek a
vakcindk 4llhatnak példaul rekombinans HCV-polipep-
tidekbdl és/vagy a virionokbol izolalt polipeptidekbdl.
Ezenkiviil lehetséges inaktivalt HCV-t is alkalmazni
vakcinakban; az inaktivalas torténhet viruslizdtumok
eléallitdsaval vagy mas, a szakteriileten ismert médon,
amely a Flavivirusok inaktivalasat idézi el6; ilyen lehet
példaul a kezelés szerves oldoszerekkel vagy detergen-
sekkel, vagy kezelés formalinnal. Ezenkiviil vakcindkat
készithetiink gyengitett HCV-torzsekbdl is. A legyengi-
tett HCV-torzsek elBallitasat a késébbiekben irjuk le.

Ismeretes, hogy bizonyos fehérjék a Flavivirusokban
nagymértékben megdrzott teriileteket tartalmaznak, igy
bizonyos immunolégiai keresztreaktivitis varhaté a
HCV- és mas Flavivirusok kozott. Lehetséges, hogy a
Flavivirusok és HCV kozt osztozd epitopok valtanak ki
védbantitesteket az ezen patogén agensek altal okozott
egy vagy tobb rendellenesség ellen. Ezért lehetséges
ezen ismeret alapjan tobbcéla vakcinakat tervezni.

Olyan vakcindk elGallitasa, amely aktiv alkotorész-
ként immunogén polipeptidet vagy polipeptideket tar-
talmaz, ismeretes azok szamara, akik a szakteriileten
jartasak. Az ilyen vakcinak tipikusan injektalhat6 vak-
cinaként késziilnek, vagy folyékony oldatokként, vagy
szuszpenzidkkeént; készithet6k olyan szilard formak is,
amelyek injektélds el6tt alakithatok at oldatokka vagy
szuszpenziokka. A készitmény lehet emulgealt forma-
ban is, vagy a fehérje lehet liposzomakba burkolva. Az
aktiv immunogén alkotorészek gyakran Ossze vannak
keverve kotdanyagokkal, amelyek gyogyaszatilag elfo-
gadhatok, és osszeférhetSk az aktiv alkotérésszel. Meg-
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feleld kot6anyagok példaul a viz, fiziologids sdoldat,
gliikdz, glicerin, etanol vagy hasonldk, és ezek kombi-
néaci6i. Ezenkiviil, ha sziikséges, a vakcina tartalmazhat
kis mennyiségben kiegészité anyagokat, példaul nedve-
sit6- vagy emulgedldszereket, pH-pufferolo agenseket
és/vagy olyan adjuvansokat, amelyek fokozzak a vakci-
na hatékonysagat. Hatékony adjuvansokra példak lehet-
nek (de nemcsak ezekre korlatozédnak) az aluminium-
hidroxid, N-acetil-muramil-L-treonil-D-izoglutamin
(trh-MDP), N-acetil-nor-muramil-L-alanil-D-izogluta-
min (GGP 11 637, amelyet nor-MDP-nek is neveznek),
N-acetil-muramil-L-alanil-D-izoglutaminil-L-alanin-2-
(1°-2’-dipalmitoil-sn-glicero-3-hidroxi-foszforil-oxi)-
etil-amin (CGP 19835A, amelyet MTP-PE-nek is ne-
veznek) és RIBI, amely hdrom komponensbd! all, bak-
tériumokbdl extrahdlva: monofoszforil lipid A-bol, tre-
haléz dimikolatbdl és sejtfalvazbol (MPL+TDM+CWS)
2% szkvalén/Tween 80 emulzidban. Egy adjuvans ha-
tékonysagat ugy hatarozhatjuk meg, hogy mérjiik egy
HCV-antigén szekvenciat tartalmaz6 immunogén poli-
peptid ellen irdnyulé antitestek mennyiségét, ahol ez
ezen polipeptid olyan vakcindkban valé beaddsanak
eredménye, amely a kiilonb6z6 adjuvansokat is tartal-
mazza.

A vakcindkat alkalmasan parenteralisan, injekcié
formajdban adjuk be, példaul szubkutan vagy intra-
muszkulérisan. A tovabbi kiszerelések kozott, amelyek
alkalmasak a beadas méas modjaihoz, talaljuk a végbél-
kiipokat és bizonyos esetekben az oralis kiszereléseket.
A végbélkiipoknal a hagyomanyos kot6anyagok és hor-
dozoék kozott talaljuk példaul a poliatkiénglikolokat
vagy a triglicerideket; az ilyen végbélklipokat olyan
keverékbdl alakithatjuk ki, amelyben az aktiv alkoté-
rész 0,5—10% kozti tartomanyban, elénydsen az 1-2%
kozotti tartoméanyban van. Az oralis kiszereléseknél al-
kalmazhatjuk a normalisan hasznélt segédanyagokat,
példaul gybgyaszati minSségl mannitot, laktozt, kemé-
nyitét, magnézium-sztearatot, szacharin-natriumot, cel-
lulézt, magnézium-karbonatot és hasonlokat. Ezek a
kompoziciok oldatok, szuszpenziok, tablettdk, piruldk,
kapszulak, hosszan tart6 kibocsatasi kiszerelések vagy
porok formajat vehetik fel, és 10-95%, elényGsen
25-70% aktiv alkotorészt tartalmaznak.

A fehérjéket a vakcindkban semleges vagy so for-
majaban szerelhetjiik ki. A gydgyszerészetileg elfogad-
hat6 sék kozott talaljuk a savaddicibs sokat (amelyek a
peptid szabad aminosavaival képzédnek), azokat, ame-
lyek szervetlen savakkal képzGdnek, ilyenek példaul a
sosav vagy foszforsav, és azokat, amelyek szerves sa-
vakkal képzddnek, ilyenek példaul az oxalsav, borkd-
sav, maleinsav stb. A szabad karboxilcsoporttal képzett
sok szarmazhatnak szervetlen bazisokboél, példaul nétri-
um-, kalium-, ammoénium-, kalcium- vagy vas(IIl)-hid-
roxidokbol és szerves bazisokbol, példéil izopropil-
aminbol, trimetil-aminbol, 2-etil-amino-etanolbdl, hisz-
tidinbdl, prokainbél stb.

A vakcindk adagoldsa és beaddsa

A vakcindkat olyan modon adjuk be, hogy ez illesz-
kedjék a dozis kiszereléséhez, és olyan mennyiségben,
amely profilaktikusan és/vagy terdpidsan hatékony.
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A beadandé mennyiség, amely altaldban 5 mikro-
gramm €s 250 mikrogramm antigén k6z6tt van adagon-
ként, fiigg a kezelend6 egyéntdl, az egyének immun-
rendszerének kapacitdsitol antitestek szintetizaldsara,
¢és a kivant védelem mértékétdl. A beadando, sziikséges
aktiv alkotérész pontos mennyisége fiigg a gyakorld
orvos megitélésétdl, és egyénenként valtozo.

A vakcinat be lehet adni egyedi d6ziskezelési menet-
ben, vagy elényoGsen tébbszords doziskezelési menetben.
Egy t6bbszords doéziskezelési menet példaul olyan,
amelyben a vakcinalas els6 menete 1-10 kiilon dozis-
ban térténik, ezt kovetik masodik dozisként ettdl eltérd
doézisok az ez utani id6k6z6kben, amelyek az immunva-
lasz fenntartasdhoz vagy tjraélesztéséhez sziikségesek,
példéul 1—-4 honapon at, és ha sziikséges, kovetkezhet-
nek még tovabbi dozisok tobb honap utan is. Az adago-
lasi munkamenetet — legaldbbis részben — meghataroz-
hatjdk az egyéni sziikségletek, és fliggenek a gyakorld

Ezenkiviil az immunogén HCV-antigént vagy -anti-
géneket tartalmazoé vakcinat beadhatjuk mas immun-
szabalyoz6 agensekkel, példaul immunglobulinokkal
egyiitt is.

HCV-epitépok elleni antitestek elédllitasa

A fentebb leirtak szerint eléallitott immunogén po-
lipeptideket alkalmazhatjuk mind poliklonalis, mind
monoklonalis antitestek elallitasara. Ha poliklonalis an-
titesteket kivanunk, egy kivélasztott emlst (példaul ege-
ret, nyulat, kecskét, lovat stb.) immunizdlunk valamely,
HCV-epitopot vagy -epitdopokat hordozé immunogén
polipeptiddel. Az immunizalt allatb6l a szérumokat
Osszegytijtjiik, és ismert eljarasok szerint kezeljik. Ha
egy HCV-epitdp elleni poliklonalis antitesteket tartalma-
z0 szérum mds antigén elleni antitesteket tartalmaz, a
poliklonélis antitesteket immun-affinitaskromatografia-
val tisztithatjuk. A poliklonalis antiszérumok tisztitasdra
és feldolgozasara szolgald technikak a szakteriileten is-
mertek, lasd példaul Mager és Walker munkajat (1987).

Egy masik médszer szerint poliklonalis antitesteket
izolalhatunk olyan eml8sbdl, amelyet el6zéleg HCV-
vel fertéztiink. Egy kés6bbi fejezetben adunk példat
HCV-epitopok elleni antitestek tisztitdsara fertdzott
egyénekbdl szarmazd szérumbdl, az eljaras affinitas-
kromatografian alapul, és SOD-fuziés polipeptidet és
egy, az 5-1-1. ¢cDNS-klonon beliil kddolt polipeptidet
hasznosit.

HCV-epitopok ellen iranyulé monoklonalis antites-
teket barki, aki a szakterlileten jaratos, konnyen készit-
het. Az altalanos moddszertan monoklonalis antitestek
eléallitasara hibridomakkal jol ismert. Nem pusztuléva
tett, antitesttermeld sejtvonalakat alakithatunk ki sejt-
fzioval vagy mas technikakkal, példéaul B limfocitak
kozvetlen transzformalasaval onkogén DNS-sel, vagy
Epstein—Barr-virussal végzett atfertézéssel [lasd példa-
ul Schreier M. és munkatarsai (1980); Haemmerling és
munkatarsai (1981); Kennett és munkatarsai (1980); a
4,341,761, 4,399,121, 4,427,783, 4,444,887, 4,466,917,
4,472,500, 4,491,632 és 4,493,890 lajstromszami ame-
rikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi leirasok}. HCV-
epitdpok ellen termelt monoklondlis antitestek paneljeit
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kiilénboz6 tulajdonsagokra vizsgalhatjuk at (példaul
izotipus, epitopaffinitas stb.).

Mind a monoklonalis, mind a poliklonalis antitestek,
amelyek HCV-epitopok ellen iranyulnak, kiilondsen
hasznosak a diagnézisban, és azok, amelyek semlegesi-
tenek, hasznosak a passziv immunterapiaban is. A mo-
noklonalis antitesteket kiilondsen elényosen alkalmaz-
hatjuk antiidiotipus antitestek kivaltasara.

Az antiidiotipusos antitestek olyan immunglobuli-
nok, amelyek a fert6z6 agens, amely ellen a védelem
iranyul, antigénjének ,belsd kép”-ét hordozzak [lasd
példaul Nisonoff A. és munkatarsai (1981) és Dreesman
¢és munkatarsai (1985)].

Az antiidiotipusos antitestek kivaltasinak technikai
jOl ismertek a szakteriileten [lasd példaul Grzych (1985);
MacNamara és munkatirsai (1984) és Uytdehaag és
munkatarsai (1985)]. Ezek az antiidiotipusos antitestek
alkalmasak lehetnek NANBH kezelésére, valamint
HCV-antigének immunogén teriiletei megvilagitasara.

Diagnosztikus oligonukleotid vizsgalomintik és
készletek

Alapként az izolalt HCV bemutatott részleteit al-
kalmazva, ide értve azokat, amelyeket az 1-32. abra-
kon mutatunk be, mintegy 8 vagy tobb nukleotidbél
allo oligomereket allitunk el6 vagy kimetszéssel, vagy
szintézissel, amely oligomerek hibridizalnak a HCV-
genommal, ¢s alkalmasak a virusagens vagy -agensek
azonositasara, a virusgenom vagy -genomok tovabbi
Jjellemzésére, valamint a virus vagy virusok kimutata-
sara beteg egyénekben. Ezek a HCV-polinukleotidok-
hoz szolgald vizsgalomintak (természetesek vagy szar-
mazékok) olyan hosszsaguak, hogy hibridizalassal le-
hetséges legyen egy egyedi virusszekvencia kimutata-
sa. 6—8 nukleotid mar munkaba foghatd hosszisag,
10-12 nukleotid elényds, és mintegy 20 nukleotid tii-
nik optimalisnak. Ezek a szekvencidk eldnydsen olyan
teriiletekbdl szarmaznak, amelyek nélkiildzik a hetero-
gén jelleget. Ezeket a vizsgalomintakat rutin modsze-
reket alkalmazva allithatjuk el6, ide értve az automat-
izalt oligonukleotidszintézis eljardsait. Az alkalmas
vizsgalomintak kozott talaljuk példaul az 5-1-1. klont,
valamint tobb, itt ismertetett klont, tovabba kilonb6z4
oligomereket, amelyek cDNS-konyvtarak atvizsgala-
sara alkalmasak, ilyeneket a késGbbiekben ismerte-
tink. A komplementaritas a HCV-genom barmely
egyedi részére megfelelé lehet. Vizsgalomintaként
val6é alkalmazashoz teljes komplementaritds kivana-
tos, bar ez sziikségtelen is lehet, amikor a fragmentum
hossza megnovekszik.

Abbol a célbdl, hogy az ilyen vizsgalomintikat
diagnosztikumként alkalmazhassuk, az analizdlandé bi-
ologiai mintat, példaul vért vagy szérumot kezeljiik, ha
kivanatos, hogy extrahaljuk a benniik 1év3 nukleinsava-
kat. A mintabol szarmaz6 nukleinsavakat gélelektrofo-
rézisnek vagy mas méret szerinti elkiilonitésnek vetjiik
ala; egy masik modszer szerint a nukleinsavakat folt-
ként feljuttathatjuk méret szerinti elkiilonités nélkiil.
A vizsgalomintakat azutan jelzéssel latjuk el. A megfe-
lel6 jelzések és az eljarasok a vizsgalomintak jelzésére
ismeretesek a szakteriileten, ezek kozott taldljuk példaul
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a radioaktiv jelzést, amelyet hézag- (nick) transzlacio-
val vagy kindzos kezeléssel vezetiink be, a biotint, a
fluoreszcens vizsgalomintikat és a kemilumineszcens
vizsgédlomintdkat. A mintabdl kivont nukleinsavakat
azutan megfeleld szigortsdgn hibridizacidés korilmé-
nyek kozott kezeljiik a jelzett vizsgadlomintaval.

A vizsgalémintakat teljesen komplementerként ké-
szithetjiik el a HCV-genomhoz. Ennek megfelelGen alta-
laban nagy szigortisagi feltételek kivanatosak abbol a
célbdl, hogy kizarjuk a hibas pozitiv eredményeket.
A nagy szigorusagu feltételeket azonban csak akkor al-
kalmazzuk, ha a vizsgalomintak a virusgenomnak azon
teriileteivel komplementerek, amelybdl hianyzik a hete-
rogenitas. A hibridizalas szigorlisagat egy sor tényezd
hatarozza meg a hibridizalas soran és a mosasi munkafo-
lyamat soran, beleértve a hémérsékletet, ionerdsséget,
idétartamot és formamidkoncentraciot. Ezeket a ténye-
z6ket példaul Maniatis T. (1982) kdrvonalazza.

Altalaban vérhat6, hogy a HCV-genom szekvenciak
a fert6zott egyének szérumdaban viszonylag alacsony
szinten vannak jelen; ez mintegy 102—103 szekven-
cia/ml. Ez a szint sziikségessé teheti, hogy sokszorozasi
technikdkat alkalmazzunk a hibridizacios vizsgalatok-
ban. Az ilyen technikék a szakteriileten ismertek. Igy
példaul az Enzo Biochemical Corporation ,,Bio-Bridge”
rendszere terminalis dezoxinukleotid transzferazt alkal-
maz, hogy nem médositott 3’-poli-dT-farkakat adjon
egy DNS-vizsgalémintdhoz. A poli-dT-farokkal ella-
tott vizsgdléminta hibridizal a cél-nukleotidszekven-
cidhoz, majd egy biotinnal modositott poli-A-hoz.
A 124221 szamu kozzétett eurdpai szabadalmi bejelen-
tés olyan DNS-hibridizicios vizsgalatot ir le, amely-
ben: (1) az elemzend6 anyagot egy olyan egyszalu
DNS-vizsgaldmintadhoz kétik, amely komplementer egy
enzimmel jelzett oligonukleotiddal; és (2) az igy létre-
Jov6, farokkal ellatott duplexet egy enzimmel jelzett
oligonukleotidhoz hibridizaljak. A 204510 szamu eu-
ropai szabadalmi bejelentés olyan DNS-hibridizacios
vizsgalatot ir le, amelyben a vizsgaland6 DNS-t egy
olyan vizsgalomintival hozzuk érintkezésbe, amelynek
farka, példaul poli-dT farka és egy sokszorozészila
van, amelynek olyan szekvenciaja van, amely hibridizal
a vizsgaléminta farkahoz, példaul poli-A-szekvencia, és
amely képes a jelzett szalak tobbségéhez k6tddni. Egy
kiilondsen alkalmas technika el6szér magédban foglal-
hatja a cél HCV-szekvencidk sokszorozésat a szérum-
ban mintegy 10 000-szeresre, vagyis mintegy 106 szek-
vencia/ml-re. Ez kivihet6 példdul Saiki és munkatéarsai
technikajaval (1986). A sokszorozott szekvencidkat
azutan hibridizalasi vizsgalatot alkalmazva mutathatjuk
ki. Ez a hibridizacios vizsgalat, amely kimutathatja a
szekvencidkat 106/ml szinten, olyan nukleinsav-multi-
mereket alkalmaz, amelyek egy egyszalu vizsgilando
nukleinsavhoz kotédnek, és amelyek kotédnek egysza-
1a jelzett oligonukleotidok sokasagahoz is. Egy meg-
feleld oldatfazisu szendvicsvizsgélat, amelyet alkal-
mazhatunk a jelzett polinukleotid vizsgalémintakkal,
és eljarasok az ilyen vizsgalomintdk eldallitaséra a
225807 szdmu eurdpai szabadalmi kozzétételi iratban
vannak leirva; ezt a bejelentést is a jelen bejelentés
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bejelentdi nydjtottak be, és ez ebbe a bejelentésbe refe-
renciaként épiil be.

A vizsgalémintak diagnosztikus készletekbe lehetnek
csomagolva. A diagnosztikus készletek tartalmazhatjak a
vizsgaléominta DNS-t, amely jelezve lehet; egy masik el-
jarés szerint a vizsgalominta DNS jelzetlen, ¢s a jelzéshez
sziikséges alkotorészek a készletben talalhatok. A készlet
tartalmazhat més alkalmasan becsomagolt reagenseket és
anyagokat is, amelyek a széban forgé hibridizaciés mun-
kamenethez sziikségesek, példaul standardok, valamint
utmutatasok a vizsgalat kivitelezésére.

Immunesszé és diagnosztikus készletek

Mindkét polipeptid, amely immunolégiailag reagal a
HCV-antitesteket tartalmaz6 szérummal, példaul azok-
kal az antitestekkel, amelyek a tovabbiakban leirt klo-
nokbdl szarmaznak, vagy azon beliil kddoldédnak, vagy
ezek szarmazékaival és azokkal az antitestekkel, ame-
lyek az ezekben a polipeptidekben 1évé HCV-fajlagos
epitopok ellen alakulnak ki, alkalmazhaté immunesszék-
ben HCV-antitestek jelenlétének kimutatasara, vagy a
virus és/vagy virusantigének kimutatasara biologiai min-
takban is, ide értve a vér- vagy szérummintakat. Az
immunesszék tervezésében sokféle valtozat érvényesiil-
het, ezek a szakteriileten j61 ismertek. igy példaul alkal-
mazhatunk egy virusantigént, példaul egy olyan poli-
peptidet, amely a késdbbiekben leirt HCV cDNS-t tartal-
mazd klonok barmelyikébdl szarmazoé polipeptid, vagy
abbol a HCV-genombol szarmazoé polipeptid, amely ge-
nombdl a cDNS ezekben a klonokban szérmazik; egy
masik modszer szerint az immunesszé az ezekbdl a for-
rasokbdl szarmazd virusantigének kombinacidjat alkal-
mazhatja. Lehet alkalmazni példaul olyan monoklonaélis
antitestet, amely egy virusepitép vagy -epitépok ellen
irdnyul; egy virusantigén ellen irdnyulé monoklonalis
antitestek kombinacidjat; azonos virusantigén ellen ira-
nyuld poliklonalis antitesteket, vagy eltérd virusantigé-
nek ellen irdnyuld poliklondlis antitesteket. A munkame-
net alapulhat példaul versengésen, vagy kozvetlen reak-
cion vagy szendvics tipusu vizsgalatokon. A munkame-
netek alkalmazhatnak példaul szilard rogzitGanyago-
kat is vagy végezhet$ a vizsgalat immunkicsapassal is.
A legtobb vizsgalat magaban foglalja jelzett antitest
vagy polipeptid alkalmazasat; a jelzés lehet példaul fluo-
reszcens, kemilumineszcens, radioaktiv, vagy festékmo-
lekula. Ismeretesek olyan vizsgélatok is, amelyekben a
vizsgalomintabol szarmazo szignalok sokszorozva van-
nak, ilyenekre példak azok a vizsgalatok, amelyek bio-
tint vagy avidint alkalmaznak, valamint az enzimjel-
zett és enzimkozvetitett immunesszék, mint példaul az
ELISA-vizsgalatok.

A HCV Flavivirusmodelije lehetdvé teszi a becslé-
seket a diagnosztikus epitopok valoszini elhelyezkedé-
sét illetGen a virion szerkezeti fehérjéknél. A C-, pre-M-
és E-tartomanyok valészinileg mind tartalmaznak virus
antigének kimutatasara jelentds potenciéllal bird epi-
topokat, amelyek elsGsorban diagnoézis céljara szolgal-
hatnak. Hasonloképpen a nem szerkezeti fehérjék tarto-
manyainal is elvarhato, hogy tartalmazzanak fontos di-
agnosztikus epitopokat (példaul NS5, amely egy vélt
polimerazt kodol, és NS1, amely egy vélt komplement-
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kot6 antigént kédol). Azok a rekombinans polipeptidek
vagy viruspolipeptidek, amelyek epitopokat foglalnak
magukban ezekbdl a fajlagos tartomanyokbdl, alkalma-
sak lehetnek virusantitestek kimutatasara véradok vagy
fertSzott betegek vérében.

Ezenkiviil az E- és/vagy M-fehérjék ellen irAnyuld
antitesteket alkalmazhatjuk virusantigének kimutatisa-
ra szolgdl6 immunesszékben olyan betegeknél, akik
HCYV Ailtal okozott NANBH-ban szenvednek, vagy vér-
adoknal a fertézés kimutatasara. Ezenkiviil ezek az anti-
testek kiilondsen hasznosak akut fazisban 1évé donorok
és betegek kimutatasara.

Olyan készleteket, amelyek immundiagno6zishoz al-
kalmasak, és tartalmazzak a megfelel§ jelzett reagense-
ket, konstrudlhatunk a megfelelé anyagok megfelels
csomagolasaval megfeleld taroldoedényekbe, beleértve a
jelen taldlmany szerinti polipeptideket, amelyek HCV-
epitopokat tartalmaznak, vagy olyan antitesteket, ame-
lyek HCV-epitopok ellen iranyulnak, a tovabbi reagen-
sekkel és anyagokkal egyiitt, amelyek a vizsgalat kivite-
lezéséhez sziikségesek, valamint a vizsgalati instrukci-
6k megfeleld leirasaval egyiitt.

A HCV-genom, virionok és virusantigének tovibbi
Jjellemzése a virusgenomhoz tartozo cDNS-b6! szarma-
20 vizsgalomintakat alkalmazva

A HCV cDNS-szekvencia informaciokat, amelyek a
késdbbiekben ismertetett klonokban és az 1—32. ibra-
kon talalhatok, alkalmazhatjuk tovabbi informaciok
gytjtésére a HCV-genom szekvenciajaval kapcsolatban,
valamint a HCV-agens azonositasahoz és izolalasédhoz,
igy ezek segitséget nydjthatnak a jellemzéshez, beleértve
a genom természetét, a virusrészecskék szerkezetét, és
azoknak az antigéneknek a szerkezetét, amelyekbdl ezek
Ossze vannak allitva. Ezek az informaciok viszont tovab-
bi polinukleotid vizsgalémintdkhoz, HCV-genombol
szarmazé polipeptidekhez és HCV-epitdpok ellen ira-
nyulé olyan antitestekhez vezethetnek, amelyek alkal-
masak lehetnek a HCV 4ltal okozott NANBH diagnozi-
sahoz és/vagy kezeléséhez.

A fentebb emlitett klonokban lévé cDNS-szekvencia
informaciok alkalmasak vizsgalomintdk tervezésére to-
vabbi cDNS-szekvencidk izoldlaséra, amelyek annak a
HCV-genomnak vagy genomoknak még nem definialt
teriileteib8l szarmaznak, amelyekbdl a klénokban 1évé
cDNS-ek szarmaznak. fgy példaul mintegy 8 vagy tobb
nukleotidot, elénydsen 20 vagy tobb nukleotidot, ame-
lyek az 1., 3., 6., 9., 14. és 32. abrakon bemutatott HCV
cDNS-szekvencidk csalddjanak 5’-terminélisdhoz vagy
3’-terminalisahoz kozeli teriiletb6l szarmaznak, tartal-
mazo6 szekvenciat tartalmazo jelzett vizsgalomintékat al-
kalmazhatunk atfedd cDNS-szekvenciak izolalasara
HCV cDNS-konyvtarakbdl. Ezek a szekvencidk, ame-
lyek a cDNS-eket atfedik a fentebb emlitett klonokban,
de amelyek olyan szekvencikat is tartalmaznak, ame-
lyek azokbdl a genomteriiletekbdl erednek, amelyekbdl
cDNS-ek a fentebb emlitett kldbnokban nem szarmaznak,
alkalmazhatok ezutan vizsgalomintak szintéziséhez mas,
olyan atfedéfragmentumok izolalasahoz, amelyek nem
sziikségszerlien fedik at a klonokban 1év6 cDNS-eket.
Hacsak a HCV-genom nincs szegmentalva, és a szeg-
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mensekbdl hidnyoznak a k6zos szekvencidk, lehetséges
a teljes virusgenom vagy -genomok szekvencia-elemzé-
se a virusgenombodl vagy -genomokbol szarmazé atfedd
cDNS-ek izolaldsanak technikajat alkalmazva. Bar ez
nem valoszinii, ha a genom olyan szegmensekbél all6
genom, amelyekbdl hidnyoznak a k6zos szekvencidk, a
genom szekvencidjat gy hatdrozhatjuk meg, hogy
lambda—gt11 HCV cDNS-kényvtarat szeroldogiai mod-
szerekkel vizsgaljuk at, amint ezt az 5-1-1. klon izolala-
sanal alkalmazzuk, a c¢DNS-izoldtumokat szekvencia-
elemzésnek vetjik ald, és az izolalt cDNS-eket alkal-
mazzuk atfedéfragmentumok izolalasara azt a technikat
alkalmazva, amelyet a klonok izolalasara és szekvencia-
elemzésére irunk le. Az izolalt genomszekvenciakat az-
utédn klénozhatjuk, és szekvencidjukat elemezhetjiik. gy
az itt nyfjtott informacidval lehet a HCV-genomot vagy
-genomokat klonozni, és szekvencidjukat elemezni ter-
mészetiiktd! fliggetlentil.

A cDNS-konyvtarak megalkotasanak eljarasai isme-
retesek a szakteriileten, ezeket targyaltuk a korabbiakban
is, és targyaljuk a késGbbiekben is (lasd példaul a HCV
c¢DNS-konyvtarak megalkotasara szolgald egyik elja-
rast). A cDNS-kényvtarak azonban, amelyek alkalma-
sak nukleinsav vizsgalomintak atvizsgalasara, megalkot-
haték mads, a szakteriileten ismert vektorokban is, példa-
ul lambda—gt10-ben [Huynh és munkatarsai (1985)]. Az
1-32. abrékon 1évé cDNS-ekbdl szarmazo, vizsgalo-
mintakkal kimutatott, és az ezekb8l a cDNS-ekbdl szar-
mazé polinukleotidokbdl szintetizalt vizsgalomintakbol
eredd HCV-eredetli cDNS-t a klonbdl izolalhatjuk az
izolalt polinukleotid emésztésével megfeleld restrikcios
enzimmel vagy enzimekkel, majd szekvencia-elemzés-
nek vethetjiik ala. A tovabbiakban modszereket ismerte-
tink azoknak a HCV cDNS-eknek az izolalasara és
szekvenciaelemzésére alkalmazott technikakkal kapcso-
latban, amelyek atfednek HCV c¢DNS-t az 5-1-1. klon-
ban; azoknak a HCV cDNS-eknek az izolalasara és
szekvenciaelemzésére alkalmazott technikakkal kapcso-
latban, amelyek atfednek HCV ¢cDNS-t a 81. klonban; és
egy olyan klén izoldlasaval és szekvenciaclemzésével
kapcsolatban, amely egy masik olyan klont (36. kidn)
fed at, amely a 81. klont fedi at.

Az ezekbdl az atfed6 HCV cDNS-ekbdl eredé szek-
venciainformaciok alkalmasak a virusgenomon vagy
-genomokon beliil a homolégia és heterogenitas teriilete-
inek meghatarozasara, amelyek jelezhetik a genom kii-
16nbo6z6 torzseinek jelenlétét, és/vagy a hidnyos részecs-
kék populacidjanak jelenlétét. Ez alkalmas hibridizacios
vizsgalomintak tervezésére is HCV- vagy HCV-antigé-
nek, vagy HCV-nukleinsavak kimutatasira biologiai
mintakban, és a HCV izolalasa soran (amelyet késbb
targyalunk). Ezenkiviil az atfed6 cDNS-eket alkalmaz-
hatjuk kifejezévektorok megalkotasara olyan HCV-ge-
nombdl vagy -genomokbdl szarmazé polipeptidekhez,
amely genomok az 5-1-1., 36., 81., 91. és 1-2. klonok-
ban, és méas klénokban kodolt polipeptideket is kodol-
nak. Az ezeknek a HCV-epitdpokat tartalmazoé polipep-
tideknek megalkotasara szolgalo technikak, valamint az
ezeken beliil talalhaté HCV-epitopok ellen iranyulo anti-
testekhez szolgald technikak, valamint ezek alkalmaza-
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sai analogok azzal, amelyet az 5-1-1., 32., 35., 36., 1-2.,
81. és 91. klonokon beliil talalhato NANBV ¢DNS-szek-
venciakbol szérmazd polipeptideknél leirunk, és a ko-
rabbiakban targyaltunk, vagy a késGbbiekben targyalunk.

Az 5-1-1,, 32, 35, 36, 81, 91., 1-2. és mas klo-
nokban talalhatdé cDNS-szekvencidjan beliil kdédolva
vannak olyan epitépot tartalmazd antigének, amelyek
egyedinek tlinnek HCV-re; vagyis azok az antitestek,
amelyek ezek ellen az antigének ellen irdnyulnak, hia-
nyoznak azokbdl az egyénekbdl, amelyek HAV-val
vagy HBV-vel vannak fert§zve, valamint azokb6l az
egyénekbdl, akik nincsenek HCV-vel fert6zve (lasd a
szerologiai adatokat). S6t ezen cDNS-ek szekvencia-in-
formacidjanak Gsszehasonlitisa a HAV-, HBV-, HDV-
szekvencidkkal és a Genebankban 1év6 szekvenciikkal
azt is jelzi, hogy csak miniméalis homoldgia létezik ezek
kozott a cDNS-ek és a fenti forrasokbol szarmazd poli-
nukleotidszekvenciak kozott. Igy a jelen klénok cDNS-
ein beliil kodolt antigének ellen iranyulé antitestek alkal-
mazhatok fert6zott egyénekbdl izolalt BB—NANBV-ré-
szecskék izolalasira. Ezenkiviil ezek alkalmasak az
NABH-4gensek izollasara is.

HCV-részecskéket izolalhatunk BB-NANBV-vel
fert6zott egyének szérumaibdl vagy sejttenyészetekbdl
a szakteriileten ismert barmely eljarassal, ide szamitva
példéul a méretelkiilonitésen alapulé technikakat, pél-
daul az ilepitési vagy kizarasos eljarasokat, vagy a sii-
rdségen alapuld technikakat, példaul az ultracentrifuga-
last sGriséggradiensben vagy a kicsapast bizonyos sze-
rekkel, példaul polietilénglikollal, vagy a kromatografi-
at kiilonb6z6 anyagokon, példiul anion- vagy kation-
cseréld anyagokon, és olyan anyagokon, amelyek hid-
rofobicitas alapjan kétnek, valamint affinitdsoszlopo-
kon. Az izolalési eljaras soran a HCV jelenlétét az ext-
rahalt genom hibridizacids elemzésével mutathatjuk ki,
olyan vizsgalomintakat alkalmazva, amelyek a fentebb
leirt HCV cDNS-ekbdl szarmaznak, vagy immunesszé-
vel, vizsgalomintaként olyan antitesteket alkalmazva,
amelyek az 1-32. dbrakon bemutatott cDNS-szekven-
cidk csaladjan beliil kodolt HCV-antigének ellen ira-
nyulnak, vagy amelyek a fentebb targyalt atfedd HCV
cDNS-szekvencidkon beliil kédolt HCV-antigének el-
len irdnyulnak. Az antitestek lehetnek monoklonali-
sok vagy poliklonalisok, és kivanatos lehet az antitestek
megtisztitasa felhasznalasuk el6tt. Az 5-1-1. klonon be-
lil kodolt antigén vagy antigének ellen iranyuld po-
liklondlis antitestek tisztitdsi munkamenetét a kovet-
kez8kben irjuk le; analdg tisztitasi eljarasokat alkal-
mazhatunk mas HCV-antigének ellen irdnyul6 antites-
tekhez.

Az 1-32. példakban bemutatott, cDNS-ek csaladjan
beliil kodolt HCV-antigének ellen, valamint az atfedd
HCV c¢DNS-eken beliil kddolt antigének ellen irdnyuld
antitestek, amelyek szilard tadmasztéanyaghoz vannak
rogzitve, alkalmasak a HCV izolalasahoz immunaffini-
tas-kromatografiaval. Az immunaffinitas-kromatogra-
fiahoz szolgald technikak ismeretesek azok szdmara,
akik a szakteriileten jartasak, ide értve az antitestek rog-
zitését szilard tdmasztéanyagra gy, hogy megtartsak
immunszelektiv aktivitisukat; ezek a technikak lehetnek
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olyanok, amelyekben az antitestek adszorbealva vannak
a tdmasztbéanyagra (lasd példaul Kurstak és munkatar-
sai: ENZYME IMMUNDIAGNOSIS, 31-37. oldal),
valamint olyanok, amelyekben az antitestek kovalensen
vannak kdtve a tamasztéanyaghoz. Altaldban ezek a
technikdk hasonléak azokhoz a technikdkhoz, amelyeket
antigének kovalens kapcsolasahoz alkalmaznak szildrd
tdmasztéanyaghoz; a bifunkcionalis kapcsoléagensek-
ben azonban térkozbiztositd (spacer) csoportok is lehet-
nek jelen, hogy az antitest antigén kotShelye hozzaférhe-
t6 maradjon.

A tisztitasi munkamenet soran a HCV jelenlétét nuk-
leinsavhibridizalassal mutathatjuk ki és/vagy igazolhat-
juk, vizsgalémintaként az 1-32. 4brdkon bemutatott
HCV cDNS-szekvencidk csaladjabol szarmazo, vala-
mint a fentebb leirt atfedd HCV cDNS-szekvencidkbol
szarmazo6 polinukleotidokat alkalmazva. Ebben az eset-
ben a frakcidkat olyan koriilmények kozott kezeljiik,
amelyek a virusrészecskék szétzuzasat idézik eld, pél-
daul detergensekkel keltaképzé szerek jelenlétében, és a
virusnukleinsavak jelenlétét a hibridizacids technikaval
hatérozzuk meg. Annak tovabbi igazolasat, hogy az izo-
lalt részecskék azok az agensek, amelyek HCV-t indu-
kalnak, megkaphatjuk csimpanzok fert6zésével az izo-
lalt virusrészecskékkel, amelyet annak meghatirozasa
kovet, vajon az NANBH tiinetei a fert6zésbdl erednek-¢.

A tisztitott készitményekbdl valé virusrészecskéket
azutan tovabb jellemezhetjiik. A genom nukleinsavat
tisztitjuk. RN-4zra valo érzékenysége és DN-az I-re vald
érzéketlensége alapjan Ggy tinik, hogy a virus RNS
genombdl all. Az dsszefonddottsagot és kor alakba szer-
vezettséget vagy kor alakba nem szervezettséget olyan
technikakkal hatarozhatjuk meg, amelyek a szakteriile-
ten ismertek, ilyenek példaul ennek megjelenitése elekt-
ronmikroszkopidval, ennek vandorlasa slriiséggradiens-
ben, és ennek tilepedési jellemzGi. A befogott HCV-ge-
nom hibridizaldsa alapjan a HCV ¢DNS-ek negativ sza-
lathoz ugy tlinik, hogy a HCV egy pozitiv szald RNS
genombol dllhat. Ezek olyan technikak, amelyeket pél-
daul a METHODS IN ENZYMOLOGY cimii sorozat-
ban ismertetnek. Ezenkiviil a tisztitott nukleinsavakat
klénozhatjuk, és szekvencidjukat elemezhetjiik ismert
technikakkal, ide értve a reverz transzkripciot, mivel a
genomanyag RNS [lasd példaul Maniatis (1982) és
Glover (1985)]. A virusrészecskékbdl szarmazd nukiein-
savakat alkalmazva lehetséges a teljes genom szekven-
ciaelemzése, akar szegmentalva van, akar nincs.

A 14i.—39c. kombinalt kloénok (lasd 26. abra) folya-
matos ORF-jein beliil kodolt polipeptid homologiajanak
vizsgéalata azt mutatja, hogy a HCV-polipeptid homo-
logiateriileteket tartalmaz a Flavivirusok meg6rzott terii-
leteiben 1évé megfeleld fehérjékkel. Ez a felfedezés na-
gyon fontos kdvetkezményekkel jar. El8szor ez a bizo-
nyiték azokkal az eredményekkel egyiitt, amelyek azt
mutatjak, hogy a HCV pozitiv szalu genomot tartalmaz,
amelynek mérete mintegy 10000 nukleotid, egybevag
azzal a sejtéssel, hogy a HCV Flavivirus vagy Flaviszerd
virus. A Flavivirus-virionok és genomjaik viszonylag
kovetkezetes szerkezettel és szervez6déssel birnak, ame-
lyek ismertek [lasd Rice és munkatirsai (1980) és
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Brinton M. A. (1988)]. igy a C-, pre-M/M ¢és E-poli-
peptideket kodolod struktirgének a genom 5’°-terminali-
saban helyezkedhetnek el a 141. kléntol folfelé. Ezenki-
viil az 6sszehasonlitast alkalmazva mas Flavivirusokkal,
elére jelezhetjiik az ezeket a fehérjéket kodoloszekven-
ciak pontos elhelyezkedését.

A 14i. klénban 1év6 szekvenciaktol folfelé 16v szek-
venciak izolalasat sokféle modon végezhetjiik, amelyek
az itt megadott informaciok alapjan nyilvanvaldak azok
szdmara, akik a szakteriileten jartasak. igy példaul a ge-
nom-, sétaltatdsi” technikat alkalmazhatjuk tovébbi
szekvencidk izollasara, amelyek 5’-iranyban vannak a
14i. klonban 1év6 szekvenciaktol, de amelyek atfedik ezt
a klont; ez viszont tovabbi szekvenciak izolalasahoz ve-
zet. Ezt a technikat a késébbiekben bdségesen demonst-
raljuk. Ismeretes példaul az is, hogy a Flavivirusoknak
vannak meg68rzott epitopjaik, és megdrzott nukleinsav-
szekvencidk teriileteivel is rendelkeznek. A megdrzott
szekvencidkat tartalmazé polinukleotidokat olyan vizs-
galomintaként alkalmazhatjuk, amelyek a HCV-genom-
hoz kotédnek, igy lehetévé valik ezek izolaldsa. Ezenki-
viil ezeket a megdrzott szekvencidkat azokkal egyiitt,
amelyek a 22. dbran bemutatott HCV c¢DNS-bdl szar-
maznak, alkalmazhatjuk primerek tervezésére olyan
rendszerekben valo felhaszndlasra, amelyek sokszoroz-
zak a 14i. kldnban 1évé szekvencidktol folfelé 1€vo ge-
nomszekvencidkat, a polimerazlancreakcié-technolégiat
alkalmazva. Erre a kés6bbiekben adunk példat.

A HCV szerkezetét is meghatarozhatjuk, és kompo-
nenseiket izolalhatjuk. A morfologiat és méretét meg-
hatérozhatjuk példaul elektronmikroszkopiaval. A faj-
lagos viruspolipeptid-antigének, példaul a burkolati
vagy ,.boriték”-antigének vagy beliil 1év3 antigének,
mint példaul nukleinsavkotd fehérjék, belsé (mag) anti-
gének és polinukleotid polimerazok azonositasa és el-
helyezkedése szintén meghatarozhaté példaul azt meg-
hatarozva, vajon az antigének nagyobb vagy kisebb vi-
ruskomponensekként vannak-¢ jelen, vagy olyan anti-
testeket alkalmazva vizsgalomintaként, amelyek az izo-
lalt ¢cDNS-eken beliil kodolt fajlagos antigének ellen
irAnyulnak. Ez az informaci6 hasznos vakcinak tervezé-
sében, igy példaul elényos, ha kiilsé antigén taldlhato
egy vakcinakészitményben. Multivalens vakcindk tar-
talmazhatnak egy szerkezeti fehérjét, példaul E-fehérjét
kodolé genombol szarmazo polipeptidet, valamint a ge-
nom egy masik részébdl vald polipeptidet, példaul vala-
mely szerkezeti vagy nem szerkezeti polipeptidet.

Sejttenyésztd rendszerek és dllatimodell-rendszerek
HCYV replikaciojahoz

Az a feltételezés, hogy a HCV Flavivirus vagy
Flaviszerii virus informéciokat nyijt a HCV noveszté-
sének eljarasaira is. A ,,Flaviszeri” kifejezés azt jelen-
ti, hogy a virus jelent8s mennyiségii homolégiat mutat
a Flavivirusok ismert meg6rzott teriileteivel, és hogy a
genomok t6bbsége egy egyedi ORF. A Flavivirusok
tenyésztésére szolgald eljarasok ismertek azok szama-
ra, akik a szakteriileten jartasak [lasd példaul Brinton
(1986) és Stollar V. (1980) osszefoglalé munkait]. Al-
talaban a HCV tenyésztéséhez megfeleld sejtek és sejt-
vonalak ko6zott talaljuk azokat, amelyekrél ismert,
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hogy elbsegitik a Flavivirusok replikdcidjat, ilyenek
példaul az aldbbiak: majomvese-sejtvonalak (példaul
MK,, VERO), sertésvese-sejtvonalak (példaul PS),
horesoghjsziilottvese-sejtvonalak (példaul BHK), rag-
csalé makrofag sejtvonalak (példaul P388DI1, MK,
Mm!), humén makrofag sejtvonalak (példaul U-397),
humaén periférias vérleukocitdk, human tapadé mono-
citak, hepatocitak vagy hepatocita-sejtvonalak (példaul
HUH7, HEPG2), embridk vagy embrionalis sejtek
(példaul csirkeembrid-fibroblasztok), vagy gerinctele-
nekbdl szarmazé sejtvonalak, elsésorban rovarokbél
szdrmazd sejtvonalak (példaul Drosophila sejtvona-
lak), vagy még elénydsebben izeltlabuakbol szarmazo
sejtvonalak, példaul sziunyog (A. albopictus, Aedes
aegypti, Cutex tritaeniorhynchus) sejtvonalak, vagy
kullancs- (példdul RML -14 Dermacentor parumaper-
tus) sejtvonalak.

Lehetséges primer hepatocitdkat tenyészteni, majd
HCV-vel fertézni, vagy egy masik moédszer szerint a
hepatocitatenyészetek szdrmazhatnak a fert6zott egyé-
nek (példaul emberek vagy csimpanzok) majabol. Az
utdbbi eset olyan sejtekre példa, amelyek in vivo van-
nak fertézve, és in vitro passzalva. Ezenkiviil kiilonbo-
z6 nem pusztulova tételi eljarasokat is alkalmazhatunk,
hogy olyan sejtvonalakat kapjunk, amelyek hepatocita-
tenyészetekb6l szarmaznak. Igy példaul primer majte-
nyészeteket (a hepatocita populacié disitasa eldtt és
utan) fuzionalhatunk kiilonféle sejtekkel, hogy fenntart-
suk a stabilitast. Igy példaul tenyészeteket fertdzhetiink
transzformalo virusokkal, vagy fertdzhetiink transzfor-
mal6 génekkel abbdl a célbdl, hogy allando vagy félig
allandé sejtvonalakat kapjunk. Ezenkiviil példaul maj-
tenyészetekben 1évé sejteket fuziondlhatunk, hogy meg-
alapozott sejtvonalakat kapjunk (példaul HepG2).
A sejtfizio eljarasai ismeretesek azok szamadra, akik a
szakteriileten jartasak, ezek kozott talaljuk példaul fa-
zi6s agensek, példaul polietilénglikol, Sendai-virus és
Epstein—Barr-virus alkalmazisat.

Amint fentebb targyaltuk, a HCV Flavivirus vagy
Flaviszerii virus. Ennek megfelelSen val6szind, hogy a
sejtvonalak HCV-fert6zését olyan technikdkkal valosit-
hatjuk meg, amelyek a szakteriileten ismertek Flavivi-
rusokkal valo sejtfertézésre. Ezek kozott taldljuk pél-
daul a sejtek inkubalasat viruskészitményekkel olyan
koriilmények kozott, amely lehetévé teszi a virus belé-
pését a sejtbe. Ezenkiviil lehet virustermelést elgidézni
a sejtek transzformalasaval izolalt viruspolinukleoti-
dokkal. Ismeretes, hogy a Togavirus és Flavivirus RNS-
ek fert6z8ek sokféle gerinces sejtvonalban [Pfefferkomn
és Shapiro (1974)], és szunyogsejtvonalban [Peleg
(1969)]. Az eljarasok szdvettenyészet sejtjeinek fertézé-
sére RNS-duplexekkel, pozitiv szala RNS-ekkel és
DNS-ekkel (ide értve a cDNS-eket is) ismeretesek a
szakteriileten, ezek kozott talaljuk példéaul azokat a
technikdkat, amelyek elektroporaciot alkalmaznak,
vagy azokat, amelyek kicsapast tartalmaznak DEAE-
dextrannal vagy kalcium-foszfattal. A HCV RNS bésé-
ges forrasat kaphatjuk meg a komplett genomnak meg-
feleld HCV cDNS in vitro atirasainak kivitelezésével.
Az atfertdzés ezzel az anyaggal vagy klonozott HCV
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cDNS-sel viralis replikaciét és a virus in vitro szapori-
tasat eredményezheti.

A tenyésztett sejteken kiviil allatimodell-rendszere-
ket is alkalmazhatunk virusreplikdciohoz; azok az éllati
rendszerek, amelyekben a Flavivirusok tenyésznek, is-
meretesek azok szamara, akik a szakteriileten jartasak
[lasd példaul Monath osszefoglalé munkajat (1986)].
Igy a HCV-replikacié nem csupéan csimpanzokban me-
het végbe, hanem példaul selyemmajomban és szopos
egerekben is.

Virusellenes dgensek datvizsgalasa HCV-re

A sejttenyészetek és allatimodell-rendszerek hozza-
férhetésége HCV-re lehet6vé teszi olyan virusellenes
szerek atvizsgalasit is, amelyek gatoljdk a HCV-rep-
likaciot, és fSleg olyan szerek atvizsgalasat, amelyek
elényosen lehet6vé teszik a sejtndvekedést és -sokszo-
rozodast, mikozben gatoljak a virusreplikaciot. Ezek az
atvizsgalasi modszerek ismeretesek azok szdmara, akik
a szakteriileten jaratosak. Altaldban a virusellenes sze-
reket kiilonbdz6 koncentraciokban vizsgaljuk egyrészt
a virusreplikacié megel8zésére kifejtett hatdsukra sejt-
tenyésztd rendszerekben, amelyek el6segitik a virus-
replikaciot, majd a fert6zGképesség €s a viruspatoge-
nités (és az alacsony szintii toxicitas) gitlasara allati-
modell-rendszerekben.

Az itt HCV-antigének és HCV-polinukleotidok ki-
mutatasara nyujtott eljarasok és kompoziciok alkalma-
sak virusellenes szerek atvizsgédldsira is, amennyiben
ezek egy masik és talan érzékenyebb eszkdzt nyujtanak
az 4gens hatdsanak kimutatisira a virusreplikaciéra,
mint a sejttarfoltvizsgalat és az IDs;-vizsgalat. igy pél-
déul az itt leirt HCV-polinukleotid vizsgalémintak alkal-
mazhatdk egy sejttenyészetben termelt virus nukleinsav
mennyiségének mérésére. Ezt példaul a fertdzott sejt
nukleinsavak hibridizalasival vagy versengd hibridiza-
lasaval hajthatjuk végre egy jelzett HCV-polinukleotid
vizsgalomintaval. fgy példaul anti-HCV-antitesteket al-
kalmazhatunk HCV-antigén vagy -antigének azonositd-
sara sejttenyészetekben az itt leirt immunesszét alkal-
mazva. Ezenkiviil, mivel kivanatos lehet HCV-antigé-
nek mennyiségének mérése fert6zott sejtekben versengd
vizsgalattal, az itt leirt HCV cDNS-eken beliil kodolt
polipeptidek alkalmasak ezekben a verseng@ vizsgala-
tokban. Altalaban a HCV cDNS-b8l szarmazd rekom-
binans HCV-polipeptid jelezve lehet, és ezen jelzett
polipeptid egy HCV-polipeptidhez valo kotésének gatla-
sat, amely a sejttenyészté rendszerben termelt antigén-
nek tulajdonithaté, kévethetjiik. Ezenkiviil ezek a tech-
nikak kiiléndsen hasznosak azokban az esetekben, ahol a
HCV-képes lehet replikalodni egy sejtvonalban anélkiil,
hogy a sejt pusztulasat okozna.

Altaldnos médszerek

A genomnak a virusbdl valé kivondsaban, egy
cDNS-kényvtar eléallitasaban és atvizsgilasiban, klo-
nok szekvenciaelemzésében, kifejezévektorok megalko-
tasaban, sejtek transzformaldsiban, immunologiai vizs-
galatok, példaul radioimmunesszé €s ELISA-vizsgilatok
kivitelezésében, sejtek tenyészetben valé novesztésében
stb. alkalmazott altaldnos technikak ismeretesek a szak-
teriileten, és szamos laboratériumi kézikonyv all rendel-
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kezésre, amely ezeket a technikakat leirja. Altalanos ve-
zérfonalként azonban az alabbiakban ismertetiink né-
hany forrést, amely az ilyen munkamenetekhez rendel-
kezésre 4ll, és bizonyos anyagokat, amelyek ezek kivite-
lezéséhez alkalmazhatok.

Gazdaszervezetek és kifejezd szabdlyozoszekvencidk

Mind prokariéta, mind eukariéta gazdasejteket al-
kalmazhatunk kivant kodolészekvencidk kifejez6dése-
hez, amikor megfeleld szabalyozoszekvencidkat, ame-
lyek osszeférhetSk a tervezett gazdaszervezettel, alkal-
mazunk. A prokari6ta gazdaszervezetek koziil az E. co-
lit alkalmazzuk a leggyakrabban. A prokariétakhoz al-
kalmazott kifejezést szabalyozoszekvencidk kozott ta-
laljuk a promotorokat, amelyek kivant esetben opera-
torrészeket tartalmaznak, és riboszomakotd helyeket.
A prokariéta gazdaszervezetekkel dsszeférhetd transz-
fer vektorok 4ltalaban példaul a pPBR322-bdl szarmaz-
nak, amely ampicillin- és tetraciklinrezisztenciat atadd
operonokat tartalmazé plazmid, vagy a pUC-vektorok-
bél szdrmaznak, amelyek szintén tartalmaznak antibio-
tikum rezisztencia markereket atadé szekvencidkat.
Ezeket a markereket alkalmazhatjuk a sikeres transz-
formansok kinyerésére szelekcio révén. Az altalanosan
alkalmazott prokariota szabalyozoszekvencidk kozott
talaljuk a béta-laktamaz (penicillindz) és laktozpro-
motor-rendszereket [Chang és munkatarsai (1977)], a
triptofan (trp) promotor rendszert [Goeddel és munka-
tarsai (1980)], a lambda eredetii P -promotort és N-gén
ribosz6makoété helyet [Shimatake és munkatarsai
(1981)] és a hibrid tac promotort [De Boer és munkatar-
sai (1983)], amely a trp és lac UVS-promotorok szek-
venciibél szarmazik. A felsorolt rendszerek kiilonésen
dsszeférhetSk E. colival; ha sziikséges, més prokaridta
gazdaszervezeteket is alkalmazhatunk, példéul Bacillus
vagy Pseudomonas torzseket, megfeleld szabalyozo-
szekvencidkkal.

Az eukaridta gazdaszervezetek magukban foglaljak
az élesztdket és emlBssejteket tenyésztSrendszerekben.
A Saccharomyces cerevisiae €s a Saccharomyces carls-
bergensis a leggyakrabban alkalmazott éleszt8-gazda-
szervezetek és alkalmas gomba-gazdaszervezetek. Az
élesztBvel Hsszeférhetd vektorok alkalmazhatjék a 2 mik-
ronos replikacios origot [Broach és munkatérsai (1983)],
a CEN3 és ARSI kombinécidjat, vagy mas olyan eszkd-
zoket, amelyek replikaciét biztositanak, példaul olyan
szekvencidkat, amelyek egy megfelel6 fragmentum be-
épiilését eredményezik a gazdasejt genomba. Az €leszt6-
vektorokhoz vald szabilyozovektorok ismeretesek a
szakteriileten, ezek kozé tartoznak a glikolitikus enzimek
szintéziséhez tartozé promotorok [Hess és munkatarsai
(1968); Holland és munkatarsai (1978)], kozéttik a 3-
foszfoglicerat kinaz [Hitzeman (1980)]. Terminatorok is
értenddk ide, példaul azok, amelyek az enolazgénbdl
szirmaznak [Holland (1981)]. Kiilonosen alkalmas kont-
rollrendszerek azok, amelyek a gliceraldehid-3-foszfat
dehidrogenaz (GAPDH) promotort vagy alkohol dehid-
rogeniz (ADH) szabalyozhaté promotort tartalmaznak;
terminatorokat, amelyek szintén a GAPDH-b6l szarmaz-
nak, és ha kivalasztis kivanatos, vezet§szekvencidkat
éleszt8 alfa-faktorbél. Ezenkiviil az atirdsszabalyozé te-
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riillet és az atirds-beinditd teriilet, amelyek miikodSképe-
sen kapcsolddnak, olyanok lehetnek, amelyek a ter-
mészetben nem kapcsolédnak 0ssze vad tipusit mikroor-
ganizmusokban. Ilyen rendszereket ir le részletesen a
120,511 szamu eurdpai szabadalmi kozzétételi irat, az
EPO 116,201 szamu eurbpai szabadalmi kozzétételi irat
és az EPO 164,556 szamu eur6pai szabadalmi kbzzétételi
irat; ezeket mind a jelen taldlmany bejelentdi jelentették
be, és a jelen bejelentésbe referenciaként épiilnek be.

A kifejezéshez gazdaszervezetként rendelkezésre allo
emldssejtvonalak ismeretesek a szakteriileten, ezek ko-
z06tt talalunk sok nem pusztulova tett sejtvonalat, amelyek
az American Type Culture Collectionndl (ATCC) rendel-
kezésre allnak, ilyenek a HeLa sejtek, kinaihdrcsogpe-
tefészek- (CHO) sejtek, jsziilotthorcsogvese- (BHK)
sejtek, €s egy sor mas sejtvonal. Az emldssejtekhez vald
alkalmas promotorok a szakteriileten szintén ismeretesek,
ezek koz6tt talalunk viruspromotorokat, példaul a Simian
Virus 40-b8l (SV40) [Fiers (1978)], Rous-szarkomavi-
rusbél (RSV), adenovirusbdl (ADV) és szarvasmarha-
papilldmavirusbol (BPV) valé promotorokat. Az emlds-
sejtek igényelhetnek terminatorszekvenciakat és poli-A
hozzatett szekvencidkat;, fokozoszekvencidk, amelyek
novelik a kifejez6dést, szintén lehetnek benniik, tovabba
kivanatosak lehetnek olyan szekvencidk is, amelyek a
gén sokszorozasat idézik el6. Ezek a szekvenciak a szak-
teriileten ismeretesek. Az emldssejtekben vald replika-
cidhoz alkalmas vektorok kozott lehetnek virusrepli-
konok vagy olyan szekvencidk, amelyek biztositjak az
NANBV-epitopokat kodolé megfelelé szekvencidk in-
tegralasat a gazdaszervezet genomba.

Transzformalasok

A transzformalas torténhet barmely ismert eljardssal,
amely polinukleotidok bevezetésére szolgal valamely
gazdasejtbe; ilyen eljarasok példaul a polinukleotid ,,be-
csomagolasa” valamely virusba és valamely gazdasejt at-
fertGzése a virussal, vagy a polinukleotid kozvetlen felvé-
tele. Az alkalmazott transzformalasi munkamenet fiigg a
transzforméalando gazdaszervezettdl. gy példaul az E. co-
li gazdasejtek transzformaldsat a BB-NANBV-szekven-
cidkat tartalmaz6 lambda—gtl 1-gyel a példak kozott tar-
gyaljuk. A baktériumok transzformélésa kozvetlen felvé-
tellel altalaban kalcium- vagy rubidium-kloriddal végzett
kezelést tartalmaz [Cohen (1972); Maniatis (1982)]. Az
élesztGk transzformaldsa kdzvetlen felvétellel kivitelez-
hetS Hinnen és munkatarsai (1978) eljérasaval.

Az emlGssejtek transzformalasat kozvetlen felvétel-
lel Graham és Van der Eb (1978) kalcium-foszfatos
kicsapasi eljarasaval végezhetjiik, vagy ennek kiilonbo-
z6 ismert modositasaival.

Vektoralkotas

A vektorok megalkotisa olyan technikékat alkal-
maz, amelyek a szakteriileten ismertek. A helyspecifikus
DNS-hasitast a megfeleld restrikciés enzimekkel vég-
zett kezeléssel hajtjuk végre olyan koriilmények kozott,
amelyet ezen kereskedelmi forgalomban kaphaté enzi-
mek gyartoi altalaban elSirnak. Altalaban mintegy
1 mikrogramm plazmidot vagy DNS-szekvenciat hast-
tunk 1 egység enzimmel mintegy 20 mikroliter puffer-
oldatban 1-2 6ras inkubalasi id6 alatt 37 °C hémérsek-
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leten. A restrikcios enzimmel végzett inkubalas utin a
fehérjét fenol/kloroformos extrahélassal eltavolitjuk, és
a kinyert DNS-t etanollal kicsapjuk. A hasitott frag-
mentumokat poliakrilamid- vagy agardzgél-elektrofo-
rézist alkalmazva elkiilonitjiik, az aldbbi irodalmi he-
lyen talalhato altalanos eljaras szerint: Methods in Enzy-
mology, 65, 499560 (1980).

A tapados végi hasitasi fragmentumokat tompa vé-
givé tehetjiik E. coli DNS polimeraz I-et (Klenow) al-
kalmazva a keverékben 1évé megfelelé dezoxinukleo-
tid-trifoszfatok (ANTP-k) jelenlétében. Alkalmazhatjuk
a kezelést S1 nukleazzal, amely mindenféle egyszala
DNS-rész hidrolizisét eredményezi.

A ligélast standard puffereket és hémérsékleti ko-
riilményeket hasznalva és T4 DNS-ligazt, valamint
ATP-t alkalmazva hajtjuk végre; a tapaddsvég-liga-
lasok kevesebb ATP-t és kevesebb ligazt igényelnek,
mint a tompavég-ligalasok. Amikor a ligalasi keverék
részeként vektorfragmentumokat alkalmazunk, a vek-
torfragmentumot gyakran kezeljiik bakterialis alkali-
kus foszfatazzal (BAP) vagy borjubél alkalikus fosz-
fatazzal, hogy eltavolitsuk az 5’-foszfatot, és igy meg-
akadalyozzuk a vektor Wijraligalasat; egy masik eljaras
szerint a nem kivant fragmentumok restrikcios enzi-
mes emésztését alkalmazhatjuk a ligalas megakadalyo-
zasara.

A ligalasi keveréket megfeleld klonozé gazdaszer-
vezetbe, példaul E. coliba transzformaljuk, és sikeres
transzformansokat szelektalunk példaul antibiotikumre-
zisztencia alapjan, ¢és ezeket a korrekt konstrukciora at-
vizsgaljuk.

Kivant DNS-szekvenciak megalkotasa

Szintetikus oligonukleotidokat allithatunk el6 auto-
matizalt oligonukleotidszintetizalé berendezést alkal-
mazva, amint ezt Warner (1984) leirja. Ha sziikséges, a
szintetikus szalakat jelezhetjitk 32P-vel polinukleotid
kinazzal végzett kezeléssel 32P—ATP jelenlétében, a
reakciohoz standard koriilményeket alkalmazva

A DNS-szekvenciakat, beleértve a cDNS-konyvta-
rakbdl izolalt szekvencidkat is, ismert technikakkal moé-
dosithatjuk, beleértve példaul a helyre iranyulé mutage-
nezist, amint ezt Zoller leirja (1982). Roviden: a médosi-
tandé DNS-t fagba burkoljuk egyszalas szekvenciaként,
és kettBs szala DNS-sé alakitjuk DNS polimerazzal, pri-
merként olyan szintetikus oligonukleotidot alkalmazva,
amely a DNS modositandé részével komplementer, és
rendelkezik a kivant modositissal sajat szekvencidjaba
beépitve. Az igy létrejove kettds szaln DNS-t fagsegits
gazdabaktériumba transzformaljuk. A transzformélt bak-
tériumok tenyészeteit, amelyek a fag egyes szalainak rep-
likait tartalmazzak, agarat szélesztjlik, hogy tarfoltokat
kapjunk. Elméletileg az {jj tarfoltok 50%-a olyan fagot
tartaimaz, amely a mutalt szekvencidval bir, és a tovabbi
50% az eredeti szekvenciaval bir. A tarfoltok replikait
jelzett szintetikus vizsgalomintakhoz hibridizéljuk olyan
hémérsékleten és olyan kériilmények kozott, amelyek le-
hetévé teszik a hibridizalast a korrekt szallal, de nem
teszik lehetdvé a nem modositott szekvenciaval. Azokat a
szekvencidkat, amelyeket hibridizalassal azonositunk, ki-
nyerjiik, és klonozzuk.
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Hibridizadlas vizsgalmintaval

A DNS-konyvtarakat atvizsgélhatjuk Gruenstein és
Hogness (1975) munkamenetét alkalmazva. Roviden is-
mertetve, ebben az eljarasban az atvizsgalandd6 DNS-t
nitro-cellul6z-szirékon immobilizaljuk, denaturaljuk, és
eléhibridizaljuk olyan pufferrel, amely 0—50% for-
mamidot, 0,75 mol/l NaCl-t, 75 mmol/l Na-citratot,
0,02-0,02% (tomeg/térfogat) szarvasmarha-szérumalbu-
mint, polivinil-pirrolidont és Ficollt, 50 mmol/l Na-fosz-
fatot (pH 6,5), 0,1% SDS-t (natrium-lauril-szulfat) és
100 mikrogramm/ml hordoz6 denaturalt DNS-t tartal-
maz. A formamid szézaléka a pufferben, valamint az el8-
hibridizalasi, majd hibridizalasi lépések idSbeli €s hGmér-
sékleti feltételei a kivant szigorasagtol fliggnek. Azoknal
az oligomer vizsgaldomintaknal, amelyek alacsonyabb
szigorasagi feltételeket igényelnek, altalaban kisebb sza-
zalékban alkalmazunk formamidot, és rovidebb hibridi-
zacids id6t és alacsonyabb hémérsékletet alkalmazunk.
Azoknal a hibridizaciés mintaknal, amelyek t6bb, mint
30 vagy 40 nukleotidot tartalmaznak, példaul azoknal,
amelyek cDNS- vagy genomszekvencidkbol szarmaznak,
altaldban magasabb hémérsékletet, példaul mintegy
40-42 °C-t alkalmazunk, és magasabb ardnyban alkal-
mazunk formamidot, példaul 50%-ban. Az elShibridiza-
last kdvetden 5°—32P-vel jelzett oligonukleotid vizsgalo-
mintat adunk a pufferhez, és a sziir8ket ebben a keverék-
ben inkubaljuk hibridizacids koriillmények kozott. Mosds
utan a kezelt szlirSket autoradiografianak vetjiik ala, hogy
kimutassuk a hibridizalt vizsgalominta elhelyezkedését;
az eredeti agarlemezen megfeleld elhelyezkedésben 1évd
DNS-t alkalmazzuk a kivant DNS forrasaként.

A konstrukcio igazoldsa és szekvenciaelemzés

Rutinszertien készitett vektorkonstrukcidknal a liga-
cios keveréket E. coli HB101 térzsbe vagy mas alkalmas
gazdaszervezetbe transzformaljuk, és antibiotikumre-
zisztenciaval vagy mas markerekkel a sikeres transz-
formansokat szelektaljuk. A transzforménsokbol azutin
plazmidokat allitunk el Clewell és munkatarsai eljara-
saval (1969), altalaban kléramfenikolos sokszorozast
kovetSen [Clewell (1972)]. A DNS-t izolaljuk, és ele-
mezziik altalaban restrikcios enzimes elemzéssel és/vagy
szekvenciaelemzéssel. A szekvenciaelemzés torténhet
Sanger és munkatarsai didezoxieljarasaval (1977), amint
ezt Messing is leirta (1981) vagy Maxam €s munkatérsai
eljarasaval (1980). A kotésosszecsiiszassal kapcsolatos
gondokat, amelyek néha megfigyelheték GC-ben gaz-
dag teriiletekben, T-dezoxi-guanozin alkalmazéséval kii-
szoboljiik ki Barr és munkatdrsai szerint (1986).

Enzimmel kapcsolt immunszorbens vizsgalatok

Az enzimmel kapcsolt immunszorbens vizsgalatot
(ELISA) alkalmazhatjuk vagy az antigén vagy az antitest
koncentracidjanak meghatarozasara. Ez az eljaras egy en-
zim hozzakapcsolasatol fiigg vagy egy antigénhez, vagy
egy antitesthez, és a kotott enzim aktivitdsat alkalmazza
mennyiségi jelként. Abbdl a célbdl, hogy az antitestet
mérjiik, az ismert antigént szilard fazishoz rogzitjiik (pél-
d4ul mikrolemezhez vagy miianyag edényhez), inkubal-
juk a vizsgalt szérum higitasaival, mossuk, inkubdl-
juk egy enzimmel jelzett antiimmunglobulinnal, és ismét
mossuk. Azok az enzimek, amelyek a jelzéshez alkalma-
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sak, a szakteriileten ismertek, ide tartozik példaul a torma
peroxidaz. A szilard fazishoz kotott enzimaktivitast a faj-
lagos szubsztratum hozzdadasaval és a termékképzGdés
vagy szubsztritumfelhaszndlds kolorimetrias meghatéaro-
zasaval mérjiik. A kotott enzimaktivitas a kotott antitest
mennyiségének kozvetlen fliggvénye.

Abbdl a célbdl, hogy antigént mérjiink, egy ismert,
fajlagos antitestet rogzitiink szilard fazishoz, az antigént
tartalmaz6 vizsgalandd anyagot hozzdadjuk, inkubalas
utan a szilard fazist mossuk, és egy masodik, enzimmel
Jelzett antitestet adunk hozza. Mosas utan szubsztratumot
adunk hozza, és az enzimaktivitast kolorimetridsan meg-
becsiiljiik, majd az antigénkoncentraciora vonatkoztatjuk.

Példak

Az aldbbiakban példékat adunk meg a jelen talal-
ményra, amelyek csak a bemutatas céljat szolgaljak, és
nem korlatozzak a taldlmany oltalmi korét. A jelen le-
iras fényében szamos kiviteli mod sziilethet az igény-
pontok oltalmi kérén beliil, amelyek nyilvanvaloak
azok szamara, akik a szakteriileten jartasak. Meg lehet
ismételni példaul a kdvetkezdkben leirt eljarasokat, ha
igy kivanatos, de nem feltétleniil sziikséges, mivel sza-
mos technika all rendelkezésre kivant nukleotidszek-
vencidk megalkotasahoz a jelen taldlmanyban nyujtott
informacidk alapjan. A kifejezést a példakban E. coli-
ban valdsitjuk meg, azonban maés rendszerek is allnak
rendelkezésre, amint ezt az elGbbiekben részletesebben
leirtuk. A genomszerkezetbdl szarmaz tovébbi epito-
pok is elballithatok és felhasznalhatok antitestek kiala-
kitasara, amint ezt a késébbiekben ismertetjiik.

HCV c¢DNS eléallitasa, izoldlasa és szekvencia-
elemzése

HCV ¢DNS eloallitisa

Az NANB-4gens forrasa kronikus NANBH-ban szen-
vedd csimpanzbol szarmazo plazmagytijtemény. A csim-
panzokat el6z6leg kisérleti iton fertdztiik masik, kroni-
kus NANBH-ban szenveddé csimpanzbdl szdrmazé vér-
rel, ahol viszont ez a masik csimpanz &sszegy(jtott hu-
t6z6tt torzstenyészetben 1évé HCV-vel végzett fertézés
kovetkeztében fert6zott. A csimpanzplazma-gytijteményt
tobb plazmaminta egyesitésével kapjuk, amely mintak
magas alanin-aminotranszferdz-aktivitas szintekkel bir-
nak; ez az aktivitas majkarosodas eredménye, amely a
HCV-fert6zés soran alakul ki. Mivel 1 ml ennek az
Osszegy(ijtott szérumnak a 10-6 higitasabol i. v. beadva
NANBH-t okoz egy masik csimpanzban, ennek CID-ér-
téke legalabb 106/ml, azaz ennek igen magas a virustitere.

A magas titer(i plazmagyiijteménybdél a cDNS-
kdnyvtérat az alabbi mddon alakitjuk ki. El6szér a virus-
részecskéket izolaljuk a plazmabdl; egy 90 ml-es alik-
votot higitunk 310 ml oldattal, amely 50 mmol/l
trisz.HCI-t (pH 8,0), 1 mmol/l EDTA-t és 100 mmol/l
NaCl-t tartalmaz. A térmeléket 20 percen at 20 °C hé-
mérsékleten 150000 xg-nél végzett centrifugalassal ta-
volitjuk el. Az igy 1étrejové feliiliszoban a virusrészecs-
keéket centrifugalassal iiledékbe vissziik Beckman SW238
rotorban 28 000 fordulat/percnél 5 6ran at 20 °C hémér-
sékleten. Abbdl a célbol, hogy a virusgenomot kiszaba-
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ditsuk, a részecskéket Osszeziizzuk olyan médon, hogy
az liledéket 15 ml oldatban, amely 1% natrium-dode-
cilszulfatot (SDS), 10 mmol/l EDTA-t, 10 mmol/l
trisz.HCI-t (pH 7,5), valamint 2 mg/ml proteinazt tartal-
maz, szuszpendéljuk, majd 45 °C hémérsékleten 90 per-
cen 4t inkubaljuk. A nukleinsavakat Gigy izolaljuk, hogy
hordozoként 0,8 mikrogramm MS2 bakteriofag RNS-t
(ATCC No. 15597—-B1) adunk hozza, és a keveréket
négyszer extrahdljuk fenol:kloroform 1:1 elegyével
[ahol a fenol 0,5 mol/l trisz.HCI-t (pH 7,5), 0,1% (térfo-
gat/térfogat) béta-merkapto-etanolt és 0,1% (t6meg/tér-
fogat) hidroxi-kinolont tartalmaz6 oldattal van telitve],
majd kétszer extrahdljuk kloroformmal. A vizes fazist
1-butanollal koncentraljuk, majd 2,5 térfogat abszolut
etanollal kicsapjuk egy éjszakan 4t —20 °C hémérsékle-
ten. A nukleinsavakat centrifugalassal nyerjiik ki Beckman
SW41 rotorban 40000 fordulat/percnél 90 percig 4 °C
hémérsékleten, és olyan vizben oldjuk fel, amelyet el6-
z6leg 0,05% (tomeg/térfogat) dietil-pirokarbonattal ke-
zeltiink, és autoklavoztunk.

A fenti munkamenettel kapott nukleinsavat (~2 mik-
rogramm) 17,5 mmol/l CH;HgOH-val denaturaljuk;
cDNS-t szintetizdlunk, templatként ezt a denaturalt nuk-
leinsavat alkalmazva, és lambda—gt11 fag EcoRI helyé-
be klénozzuk a Huynh (1985) altal leirt eljarasokkal,
azzal a kivétellel, hogy random primerek helyettesitik az
oligo(dT)12—18-at az els6 cDNS-szal szintézise soran
reverz transzkriptazzal [Taylor és munkatarsai (1976)].
Az igy 1étrejové kettds szali cDNS-eket méret szerint
frakcionaljuk Sepharose CL-4B oszlopra; a mintegy
400, 300, 200 és 100 bazispar atlagméretd elualt anyagot
az 1., 2., 3., illetve 4. cDNS-gytijteményekbe gyijtjik.
A lambda—gtl]1 ¢cDNS-kényvtarat a 3. gyljteményben
1év8 cDNS-bél alakitjuk ki.

A 3. gylijteménybdl kialakitott lambda—gt11 cDNS-
kényvtérat olyan epitopokra vizsgaljuk at, amelyek faj-
lagosan kotédnek olyan betegbdl szarmazd szérumok-
kal, akik kordbban mar atestck NANBH-n. Mintegy 106
fagot vizsgalunk at betegszérummal Huynh és munka-
tarsai (1985) eljarasat alkalmazva, azzal a kiilénbséggel,
hogy kot6tt human antitestet olyan juh-anti-human Ig
antiszérumokkal mutatunk ki, amelyet el6z6leg radioak-
tivan jeleztiink 125I-vel. Ot pozitiv figot azonositunk és

5-TCC CTT GCT CGA
ACT CTT CCA TCT CAT CGA ACT
CAG GT-%

A lambda—gtl1 kényvtarat ezzel a vizsgalomintaval
atvizsgaljuk, a Huynh (1985) altal leirt eljarast alkalmaz-
va. 50000 kloénonként mintegy 1 hibridizal a vizsgalo-
mintdval. Azt a harom klont, amely olyan cDNS-eket
tartalmaz, amelyek hibridizalnak a szintetikus vizsgalo-
mintaval, 81., 1-2. és 91. névvel latjuk el.

Az 5-1-1. klonban lévé cDNS-sel dtfedé HCV ¢cDNS-
ek nukleotidszekvencia-elemzése

A 81, 1-2. és 91. klonokban jelen 1évé harom
¢DNS nukleotidszekvenciait l1ényegében igy hataroz-
zuk meg, amint ezt az eldzGekben leirtuk. Ezeknek a
klénoknak a szekvenciajat az 5-1-1. figban 1év6 HCV
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tisztitunk. Az 6t pozitiv fagot azutin atvizsgaljuk kotési
fajlagosségra 8 killonb6z6 emberb6l szarmazé szérum-
hoz, akik elézdleg fertézve voltak NANBH-4genssel; az
atvizsgalashoz ugyanazt az eljarast alkalmazzuk. A fa-
gok koziil négy olyan polipeptidet kodol, amely immu-
noldgiailag csak egy human szérummal reagil, vagyis
csak egy olyan szérummal, amelyet a fagkényvtar pri-
mer atvizsgalasihoz alkalmazunk. Az 6todik fag (5-1-1.)
olyan polipeptidet kodol, amely a vizsgalt 8 szérum ko-
zill ottel reagal. Ezenkiviil ez a polipeptid nem reagal
immunolégiailag 7 normalis vérad6 szérumaval. Ennél-
fogva ugy tlinik, hogy az 5-1-1. klén olyan polipeptidet
kodol, amelyet fajlagosan immunoldgiailag felismemek
az NANBH-betegekbdl valo szérumok.

A HCV cDNS-szekvencidi a rekombindns 5-1-1. fag-
ban, és az ezen a szekvencian beliil kédolt polipeptid-
szekvencidk

Az 5-1-1. rekombinéns fagban 1évé cDNS-t szekven-
ciaclemzésnek vetjik ald Sanger és munkatarsai (1977)
eljarasaval. Az eljards lényegét ismertetve, a cDNS-t
EcoRI-gyel kimetssziik, és méret szerinti frakcionaléssal,
gélelektroforézissel izolaljuk. Az EcoRI restrikcios frag-
mentumokat az mp18 és mp19 M13 vektorokba szubklo-
nozzuk, és szekvenciaelemzésnek vetjiik ald Sanger és
munkatérsai (1977) didezoxi-lanctermincai6s eljarasat al-
kalmazva. A kapott szekvenciat az 1. 4bran mutatjuk be.

Az 1. 4brén kodolt polipeptid, amely a HCV cDNS-
ben kédolodik, ugyanabban a transzlacios keretben van,
mint az N-termindlis béta-galaktozidéz-rész, amelyhez
fuzionalva van. Amint a korabbi fejezetben bemutattuk,
az 5-1-1. transzlacids nyitott leolvasokerete (ORF) olyan
epitopot vagy epitopokat kodol, amelyeket az NANBH-
fertézésben szenved6 betegekbdl és csimpanzokbdl vald
szérumok fajlagosan felismerik.

Az 5-1-1. klonban lévé ¢cDNS-sel atfedé HCV ¢cDNS
izoldldsa

Az 5-1-1. klénban 1évé cDNS-sel atfedd HCV
cDNS-eket kapunk olyan médon, hogy ugyanazt a lamb-
da—gtl1 kényvtarat, amelyet az eldz6ekben leirtak sze-
rint alkottunk meg, az S-1-1. kiénban 1év8, az 1. 4bran
bemutatott HCV c¢DNS-szekvenciabdl szarmazo szinte-
tikus polinukleotiddal atvizsgaljuk. Az étvizsgilashoz
alkalmazott polinukleotid szekvenciaja az alabbi:

TGT ACG GTA AGT GCT GAG AGC
CTC GGT AGA GGA CTT CCC TGT
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c¢DNS-szekvenciahoz viszonyitva a 2. abran mutatjuk
be, amely bemutatja a kimutatott HCV-epitopot ko-
dold szélat, és ahol a homolodgidkat a nukleotidszek-
venciaban fiiggdleges vonallal jeloljiik a szekvencidk
kozott.

A klénozott HCV c¢DNS-ek szekvenciai nagymér-
tékben homolégok az é4tfeddteriiletekben (lasd a 2. ab-
rat). A két teriiletben azonban vannak kiilonbségek.
A 67. nukleotid az 1-2. klonban timidin-, mig a masik
hérom klén citidingyokot tartalmaz ezen a helyen. Meg
kell jegyezniink azonban, hogy azonos aminosav kbdo-
lodik, akér C, akar T foglalja el ezt a helyet.
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A misodik kiilénbség az, hogy az 5-1-1. klén
28 olyan bazispart is tartalmaz, amely nincs jelen a ma-
sik harom klonban. Ezek a bazisparok az 5-1-1.-ben
1évd cDNS-szekvencia rajtjanal fordulnak eld, és ezeket
kisbettikkel jeloljiik. A radioimmunesszé-adatok alap-
jan, amelyet késébb targyalunk, lehetséges, hogy egy
HCV-epitop kodolddik ebben a 28 bp-s teriiletben.

Az 5-1-1. 28 bazisparjanak hianya a 81., 1-2. és 91.
klonokbol azt is jelentheti, hogy a ¢cDNS ezekben a
klénokban hidnyos HCV-genomokbdl szarmazik; egy
masik valtozat szerint a 28 bp-s teriilet egy mesterséges
terminalis képz6dmény lehet az 5-1-1. klénban.

A kisbetiis szekvencidk a &1. és 91. klénok nuk-
leotidszekvencidjaban egyszerlien azt jelzik, hogy eze-
ket a szekvenciadkat nem talaljuk meg méas cDNS-ekben,
mivel az ezeket a teriileteket atfed6 cDNS-eket még
nem izolaltuk.

5’-CTG TCA GGT ATG ATT

Az eljaras lényegében azonos azzal, amelyet Huynh
leirt (1985), azzal a kiilonbséggel, hogy a kényvtarhoz
alkalmazott szlir6knek két mosast adunk szigort koriil-
mények kozott, vagyis a mosasokat 5xSSC-t és 0,1%
SDS-t tartalmazé oldattal végezziik 30-30 percig.
50000 klonbol mintegy 1 hibridizalodik ezzel a vizsgalo-
mintdval. Egy pozitiv rekombinans fagot, amely tartal-
mazza azt a cDNS-t, amely a szekvencidval hibridizal,
izolalunk és tisztitunk. Ezt a fagot 36. klonnak nevezziik el.

5’-TTT GGC TAG TGG TTA

Egy pozitiv rekombinans fagot, amely olyan cDNS-t
tartalmaz, amely hibridizal ez utdbbi szekvencidval,
izolalunk és tisztitunk, ezt nevezziik 32. klénnak.

A 36. klonban léve HCV cDNS nukleotidszekvencidja

A 36. klonban lévé cDNS nukleotidszekvenciajat
lényegében gy hatirozzuk meg, amint ezt az el5z8ek-
ben leirtuk. Ennek a cDNS-nek a kettds szali szekven-
cidit, ennek a 81. klonban 1év6 HCV c¢DNS-sel atfedd
teriileteit és az ORF 4ltal kddolt polipeptidet az 5. abran
mutatjuk be.

A 36. klonban 1év6 ORF azonos transzlacios keretben
van, mint a 81. klonban kodolt HCV-antigén. fgy kombi-
néalva a 36. és 81. klonokban 1évé ORF-ek olyan poli-
peptidet kodolnak, amelyet egy nagy HCV-antigén részét
képviselik. Ennek a vélt HCV-polipeptidnek és az ezt
kodold kettés szali DNS-nek, amely a 36. és 81. klo-
nokban 1évé HCV c¢DNS-ek kombinalt ORF-jeibdl szar-
mazik, a szekvencidjat a 6. abran mutatjuk be.

A 32. klonban levé HCV ¢DNS nukleotidszekvencidgja

A 32. klénban 1évé cDNS nukleotidszekvencidjat lé-
nyegében ugy hatdrozzuk meg, amint ezt a korabbiakban
leirtuk az 5-1-1. szekvencianal. A szekvenciaadatok azt
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Az 5-1-1, 81., 1-2. és 91. klénokban 1évd atfedé
cDNS-ekbdl szarmazé sszetett HCV ¢cDNS-szekvenci-
at a 3. dbran mutatjuk be. Ezen az 4brin azonban az
5-1-1. klén egyedi 26 bazisparjat elhagyjuk. Az 4bra
bemutatja az osszetett HCV ¢DNS ORF-jén beliil ko-
dolt polipeptid szekvencijat is.

A 81. kionban lévé cDNS-sel atfedé HCV c¢DNS-ek
izoldldsa

A 81. klonban 1évé cDNS-t8] felfelé 16v8, és azzal
atfedd HCV cDNS-szekvenciak izolalasat az alabbi mo-
don végezziik. A lambda—gtl1 cDNS-kdnyvtarat, ame-
lyet ugy allitottunk el6, amint ezt az el6z8ekben leirtuk,
atvizsgéaljuk olyan szintetikus polinukleotid vizsgalo-
mintaval, amely a 81. klon 5°-terminalis szekvencijaval
homolég. A 81. klén szekvencijat a 4. abran mutatjuk
be. Az atvizsgalashoz alkalmazott szintetikus polinuk-
leotid szekvencidja az alabbi:

-3

Lefelé 1évé cDNS-szekvencidkat, amelyek atfedik a
81. klonban 1év3 karboxilvég-szekvencidkat, izolalunk
olyan munkamenetet alkalmazva, amely hasonl6 a felfelé
lévé cDNS-szekvenciak izolaldsanak munkamenetéhez,
azzal a kiilonbséggel, hogy olyan szintetikus vizsgalo-
mintat allitunk el6, amely a 81. kléon 3’-terminélis szek-
vencidjdhoz homoldg. Az atvizsgalashoz alkalmazott
szintetikus polinukleotid szekvencidja az alabbi:

GTG GGC TGG TGA CAG-3¥
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kiilonb6z6 forrasbol szarmazik. A cDNS egyik fragmen-
tuma a HCV-genombol szarmazo 418 nukleotidbdl all; a
masik fragmentum az MS2 bakteriofdg-genombol szar-
mazo 172 nukleotidbol all, amelyet el6z6leg hordozoként
alkalmaztunk a lambda—gtll-plazmid cDNS-kényvtar
elkészitése soran.

A 32. klonban 1év6 cDNS szekvencidjat, amely
megfelel a HCV-genom szekvencidjanak, a 7. abran
mutatjuk be. Azoknak a szekvencidknak a tartomanyat,
amelyek atfedik a 81. klon szekvencigjat és az ORF
altal kodolt polipeptid szekvencidjat, szintén jeloljiik az
abran. Ez a szekvencia egy folyamatos ORF-et tartal-
maz, amely azonos transzlacios keretben van, mint a 81.
klén altal kodolt HCV-antigén.

A 36. klonban lévé ¢DNS-sel atfedé HCV ¢cDNS-ek
izoldldasa

A 36. klonban 1évé cDNS-t6l felfelé 1évd, és azzal
atfedé6 HCV cDNS-szekvencidk izolalasat agy végez-
ziik, amint ezt mar leirtuk azoknal a szekvencidknal,
amelyek atfedik a 81. klon cDNS-t, azzal a kivétellel,
hogy a szintetikus polinukleotid a 36. klén 5’-teriiletén
alapul. Az étvizsgéalashoz alkalmazott szintetikus poli-

jelzik, hoogy a 32. rekombindns fagban 1év8 cDNS két 55 nukleotid szekvenciaja az aldbbi:

5’-AAG CCA CCG TGT GCG

50000 klonbol mintegy 1 hibridizalodik a vizsgalo-
mintdval. Azt az izolalt, tisztitott rekombindnsfag-

CTA GGG CTC AAG CCC-3

klént, amely tartalmazza azt a cDNS-t, amely ehhez a

60 szekvenciahoz hibridizal, 35. klénnak nevezziik.
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A 35. klonban lévé HCV cDNS nukleotidszekven-
cidja

A 35. klénban 1évé cDNS nukleotidszekvenciajat
lényegében Ugy hatarozzuk meg, amint ezt mar leirtuk.
A szekvenciat, ennek atfed§ teriiletét a 36. klénban 16v6
szekvencidval és az ebben kddolt vélt polipeptidet a 8.
abran mutatjuk be.

A 35. klén lathatoan egy egyedi, folyamatos ORF-et
tartalmaz, amely egy polipeptidet kédol ugyanabban a
transzlacios keretben, mint a 36. klén, 81. klon és 32.
klén éltal kodolt polipeptidek. A 9. dbra mutatja be a
hosszi, folyamatos ORF-et, amely végigterjed a 35.,
36., 81. és 32. klénokon, és bemutatja az ebben kédolt

5’-CAG GAT GCT GTC TCC

50000 klonbdl mintegy 1 klon hibridizal a vizsgalo-
mintival. A rekombindns fag izolalt, tisztitott klénjat,
amely tartalmazza azt a cDNS-t, amely ehhez a szek-
venciahoz hibridizal, 37. klénnak nevezziik.

A 37b. klonban lévé HCV nukleotidszekvencidja

A 37b. klénban 1évé ¢cDNS nukleotidszekvenciajat
lényegében gy hatdrozzuk meg, amint ezt a megfeleld
fejezetben leirtuk. A szekvenciat, ennek atfedd teriiletét
a 35. klonban jelen 1év6 cDNS-sel és az ebben kodolt
vélt polipeptidet a 10. 4bran mutatjuk be.

A 35. kl6n 5°-terminalis nukleotidja T, mig a 37b.
klénban az ennek megfelelé nukleotid A. A harom
fiiggetlen klont, amelyeket ennek az eljirasnak a so-
ran izoldltunk, amelyben a 37b. klont izolaljuk, és
amelyet az el6z8 fejezetben irtunk le, szintén szekven-
ciaelemzésnek vetjik ald. Az ezekb8l a klénokbél
val6é cDNS-ek szintén A-t tartalmaznak ezen a helyen.
fgy a T 5’-terminalis a klénozasi munkamenet mester-

5’-AGT GCA GTG GAT GAA

A cla klonbol valé nukleotidszekvenciat alkalmazva
egy maésik szintetikus nukleotidot szintetizalunk, amely
az alabbi szekvencijval bir:

S-TTC TGA GGC GAC TGC

A cla klon eredeti szekvenciat alkalmazva vizsgalo-
mintaként a lambda—gt11 atvizsgalasa mintegy 1 pozi-
tiv telepet szolgaltat 50 000-b3l. Egy izolalt, tisztitott
klont, amely ezzel a vizsgdlomintéval hibridizal, 33b.
klénnak neveziink.

A 33b. Klonban lévé HCV ¢DNS nukleotidszekven-
cidja

A 33b. klénban 1évé cDNS nukleotidszekvenciajat
lényegében figy hatdrozzuk meg, amint ezt az el6zdek-
ben leirtuk. A szekvenciat, ennek atfedd teriiletét a 32.
klénban 1év6 cDNS szekvencigjaval, és az ebben kodolt
polipeptid vélt szerkezetét a 11. dbran mutatjuk be.

A 33b. klon lathatdan egy folyamatos ORF-et tar-
talmaz, amely a 37b., 35., 36., 81. és 82. atfeddklo-

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

10

vélt HCV-polipeptidet. A kombinalt szekvenciat azo-
nos lambda—gtll ¢cDNS-kényvtarbol szirmazd mas,
fiiggetlen cDNS-cket alkalmazva igazoljuk.

A 35. kionban 1évé ¢cDNS-sel dtfedé HCV ¢DNS-ek
izoldldsa

A 35. klénban 1év6 cDNS-t6l felfelé 1évs, és azzal
atfedd HCV cDNS-szekvencidk izolalasat ugy végez-
ziik, amint ezt a korabbi fejezetben azoknal a szekven-
cidknal leirtuk, amelyek atfedik a 36. klén cDNS-t,
azzal a kivétellel, hogy a szintetikus polinukleotid a
35. klon 5’-teriiletén alapul. Az 4tvizsgaldshoz al-
kalmazott szintetikus polinukleotid szekvencidja az
alabbi:

CGC ACT CAA CGT-3
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séges terméke lehet. Ismeretes, hogy mesterséges ter-
mékek gyakran felbukkannak a ¢cDNS-molekulak 5°-
terminalisanal.

A 37b. klén lathatdan egy folyamatos ORF-et tar-
talmaz, amely olyan polipeptidet kddol, amely abban
az ORF-ben kodolt polipeptid folytatisa, amely ORF
végigterjed a 35, 36., 81. és 32. atfedSklénokon.

A 32. kionban 1évé cDNS-sel dtfedé HCV ¢DNS
izoldldsa

A 32. kléntol lefelé 1évé HCV ¢DNS-szekvenciak
izolélasat az alabbiak szerint végezziik. El6szor a cla
klont izoléljuk olyan szintetikus hibridizalé vizsgalé-
mintat alkalmazva, amely a 32. klénban 1évé c¢DNS-
szekvencia nukleotidszekvencidjan alapul. Az eljaras
lényegében az, amelyet a korabbiakban leirtunk, azzal a
kiilénbséggel, hogy a szintetikus vizsgdléminta szek-
vencidja az alabbi:

CCG GCT GAT AGC CTT-3’

40

ACC AGT GGA TAA GCT-%¥

45

50

55

nokban 1évé ORF-¢ek kiterjesztése. A 33b. klonban ko-
dolt polipeptid azonos transzlaciés keretben van, mint
ezeknek az atfedSklonoknak a kiterjesztett ORF-jében
kodolt polipeptid.

A 33b. kionban lévé ¢cDNS-sel és a 37b. kidnban
lévé cDNS-sel atfedé HCV ¢cDNS-ek izoldldsa

Abbdl a célbdl, hogy olyan HCV ¢cDNS-eket izolal-
junk, amelyek atfedik a 37b. és 33b. klénokban 1év6
¢DNS-eket, az aldbbi szintetikus oligonukleotidvizs-
galo mintdkat, melyek az ezekben a kldénokban 18-
v6 cDNS-ekbdl szarmaznak, alkalmazzuk a lamb-
da—gtl1 konyvtar atvizsgalésara, lényegében a korab-
biakban leirt eljarast alkalmazva. Az alkalmazott vizs-
galomintak:

és

5’-TCC TGA GGC GAC TGC ACC AGT GGA TAA GCT-3
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ezekkel mutatunk ki olyan telepeket, amelyek a 37b.,
illetve 33b. klénokban 1évé cDNS-eket atfedd HCV
c¢DNS-szekvencidkat tartalmaznak. Mintegy 1 telepet
mutatunk ki 50000 telepbdl az egyes vizsgalomintak-
kal. Egy olyan klént, amely a 37b. kiénban 1évé cDNS-
tél felfelé 1évo, és ezt atfed§ cDNS-t tartalmaz, 40b.
klénnak neveziink. Egy olyan klént, amely a 33b. klon-
ban 1év6 ¢cDNS-t8l lefelé 1év8, és ezt atfed6 cDNS-t
tartalmaz, 25c¢. klénnak neveziink.

A 41b. klonban és 25c. kionban lévé HCV ¢DNS
nukleotidszekvenciai

A 40b. klonban és 25c. klonban 1év8 cDNS-ek
nukleotidszekvencidit 1ényegében tgy hatirozzuk meg,
amint ezt az el6zéekben leirtuk. A 41b. és 25¢. szekven-
cidit, az atfedGtertiileteiket a 37b. és 33b. klénokban 1évd
¢DNS-ekkel €s a benniik kodolt vélt polipeptideket a 12.
abran (40b. klon), illetve a 13. &bran (25c. kloén) mutat-
juk be.

A 40b. klén 5’-terminalis nukleotidja G. Ot masik
fiiggetlen klonbol, amelyeket annak a munkamenetnek
a soran izolaltunk, amellyel a 40b. klont izolaltuk,
amint ezt az el6zéekben leirtuk, szarmazo cDNS-eket
szintén szekvenciaelemzésnek vetiink ald. Az ezekbdl a
klonokbol valo ¢cDNS-ek T-t tartalmaznak ezen a he-
lyen. Igy a G valésziniileg mesterséges klonozasi ter-
meéket képvisel.

A 25c. klénban az 5’-terminalis ACT, de a cla klén-
ban (a szekvenciat nem mutatjuk be) és a 33b. klonban
ennek a teriiletnek a szekvencidja TCA. Ez a kiilonbség
szintén képviselhet mesterséges klonozasi terméket,
akarcsak a 28 tobblet 5’-terminalis nukleotid az 5-1-1.
klénban.

A 40b. és 25c. klonok egyarant nyilvanvaldan
olyan ORF-et tartalmaznak, amely az el§z6ekben szek-
venciaelemzett klénokban 1évé folyamatos ORF kiter-
jesztése. A 40b., 37b., 35., 36., 81., 32., 33b. és 25c.
klonokon keresztiil terjed6 ORF nukleotidszekvencia-
jat, és az ebben kodolt vélt polipeptid aminosavszek-
venciajat a 14. abran mutatjuk be. Az ébran a lehetsé-
ges mesterséges termékeket elhagyjuk a szekven-
ciabol, helyette a tobbszérosen atfedd klonok nem 5°-
terminalis teriileteinek megfelelé szekvencidit mutat-
juk be.

Osszetett HCV cDNS elédllitisa a 36., 81. és 32.
klonokban lévé cDNS-ekbdl

A C100 dsszetett HCV cDNS-t az aldbbiak szerint
alkotjuk meg. Elészor a 36., 81. és 32. klénokbdl a
cDNS-eket EcoRI-gyel kimetssziik. Az egyes klonokbol
a cDNS EcoRI fragmentumét egyenként klénozzuk a
pGEM3-blue vektor (Promega Biotec) EcoRI helyébe.
Az igy létrejovo rekombinans vektorokat, amelyek a 36.,

5’-ATC AGG ACC GGG GTG

A 33c. kloénban 1évé HCV cDNS-szekvencidjat és a
40b. klonban 1évd szekvenciaval valé atfedést a 15.
abran mutatjuk be, amely bemutatja az ezen beliil kodol
aminosavakat is.

5’-AGA GAC AAC CAT GAG
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81. és 32. klonokbdl valé cDNS-eket tartalmazzak,
pGEM3-blue/36-nak, pGEM3-blue/81-nek, illetve
pGEM3-blue/32-nek nevezzik. A pGEM3-blue/81
megfelelSen orientalt rekombinansat Nael-gyel és Narl-
gyel emésztjiik, és a nagy (~2850 bp) fragmentumot
tisztitjuk, és ligaljuk a pGEM3-blue/36-bol val6 tisztitott
kis (~570 bp) Nael/Narl restrikciés fragmentumhoz.
A 36. és 81. klonokbdl valo cDNS-eknek ezt az dsszetett
termékét alkalmazzuk tovabbi pGEM-blue vektor kiala-
kitasara, amely az ezeken a klénokon beliil 1év8 atfeds
c¢DNS-eken beliil 1évé folyamatos HCV ORF-et tartal-
mazza. Ezt az 1j plazmidot azutan Pvull-vel és EcoRI-
gyel emésztjik, hogy egy mintegy 680 bp-s fragmentu-
mot szabaditsunk ki, amelyet azutan a megfeleléen ori-
entilt pGEM3-blue/32-plazmidbol izolalt kis (580 bp)
Pvull/EcoRI fragmentummal ligalunk, és a 36., 81. és
32. klonokbol valé sszetett cDNS-t az EcoRI-gyel
linearizalt pSODcfl vektorba ligaljuk, amelyet egy ké-
sébbi fejezetben irunk le, és amelyet az 5-1-1. klon kife-
jezésére alkalmazunk baktériumokban. Olyan rekombi-
nansokat szelektalunk, amelyek az Gsszetett HCV ¢cDNS
(C100) ~1270 bp-s EcoRI fragmentumét tartalmazzak,
és ezekbdl a plazmidokbol a cDNS-t EcoRI-gyel kihasit-
Jjuk, és tisztitjuk.

A 14i, 11b, 71, 7e., 8h., 33c., 14c., 8f, 33f, 33g. és
39c. kionokban lévé HCV ¢DNS-szekvencidk izoldldsa
és nukleotidszekvenciai

A 14i,11b, 7f, 7e., 8h,, 33c., l4c., 8f, 33f, 33g. és
39c. klénokban 1évé HCV cDNS-eket az atfedé ¢cDNS-
ek HCV cDNS-¢k lambda—gtl1 kényvtarabol valé izo-
lalasanak technikajaval izolaljuk, amint ezt mar leirtuk.
Az alkalmazott technika lényegében az, amelyet az ¢lé-
z6ekben leirtunk, azzal a kiilonbséggel, hogy az al-
kalmazott vizsgalomintékat a kombinalt HCV-szekven-
ciak 5’- és 3’-végébdl vald utolsd izolalt klonok nuk-
nak a gyakorisaga, amelyek az alabb leirt vizsgalémin-
takkal hibridizalnak, mintegy 1 az 50000-ben mind-
egyik esetben.

A 141, 71, 7e., 8h., 33c., 14c., 8f., 33f., 33g. és 39c.
klénokban lévé HCV cDNS-ek nukleotidszekvenciait
lényegében uigy hatarozzuk meg, amint ezt az elébbiek-
ben leirtuk, azzal a kivétellel, hogy az ezekbdl a fagok-
bél kimetszett cDNS-ek helyettesitik az 5-1-1. fagbol
izolalt cDNS-t.

A 33c. klont olyan hibridizal6 vizsgalémintat alkal-
mazva izolaljuk, amely a 40b. klénban 1év6 nukleotid
szekvenciajan alapul. A 40b. klon nukleotidszekven-
ciajat a 12. abran mutatjuk be. A 33c. izoldlasahoz al-
kalmazott vizsgdlominta nukleotidszekvencidja az

alabbi:

AGA ACA ATT ACC ACT-¥

55

A 84. klont olyan vizsgalémintat alkalmazva izo-
laljuk, amely a 33c. klonban 1év6 nukleotidszekven-
cién alapul. A vizsgélominta nukleotidszekvencigja az
alabbi:

GTC CCC GGT GTIT C-3’.
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A 8h. klonban 1évé HCV c¢DNS-szekvenciat és a
33c. klénban 1év4 szekvencidval valé atfedést, vala-

mint az ebben kddolt aminosavakat a 16. 4bran mutat-
juk be.

5’-TCG GAC CTT TAC CTG

A 7e. klénban 1évé HCV c¢DNS-szekvenciajat, a 8h.
klonnal val6 atfedést és az ebben kodolt aminosavakat a
17. dbrdn mutatjuk be.

A 14c. klént olyan vizsgalomintat alkalmazva izo-
laljuk, amely a 25c. kloénban 1év6 nukleotidok szekven-

5’-ACC TTC CCC ATT AAT

A l4c. klonban 1évé HCV cDNS-szekvencijjat, a
25c. klonban 1év8 szekvenciaval vald atfedését és a
benne koédolt aminosavakat a 18. dbran mutatjuk be.

5’-TCC ATC TCT CAA GGC

A 8f. klonban lévé6 HCV cDNS-szekvenciajat, a
14c. klénban 1évé szekvencidval valo atfedését és a
benne kédolt aminosavakat a 19. 4bran mutatjuk be.

5-TCC ATG GCT CGC TTC
A 33f klénban 1évé HCV ¢cDNS-szekvenciajat, a 8f.

klonban 1évé szekvencidval vald atfedését és a benne
kédolt aminosavakat a 20. abran mutatjuk be.

5~-GCG ACA ATA CGA CAA
A 33g. klénban 1évé HCV cDNS-szekvencidjat, a

33f. klonban 1évd szekvenciaval valo atfedését és a ben-
ne kodolt aminosavakat a 21. dbran mutatjuk be.

5’-AGC AGA CAA GGG GCC
A 7f. klénban 1évé HCV cDNS-szekvencigjat, a 7e.

klonban 1év6 szekvenciaval valo atfedését és a benne
kédolt aminosavakat a 22. 4bran mutatjuk be.

5’-CAC CTA TGT TTA TAA

A 11b. klonban lévé HCV cDNS-szekvencijat, a

7f. klénban 1év8 szekvenciaval valo atfedését és a ben-
ne kodolt aminosavakat a 23. abran mutatjuk be.

5-CTC TGT CAC CAT ATT

A 14i. klénban 1évé HCV cDNS-szekvencigjat, a

11b. klénban 1évé szekvenciaval vald atfedését és a
benne kodolt aminosavakat a 24. 4brdn mutatjuk be.

5-CTC GIT GCT ACG TCA

A 7e. klont olyan vizsgalémintat alkalmazva izolal-
juk, amely a 8h. klénban 1év6 nukleotidok szekvencia-
jan alapul. A vizsgaléminta nukleotidszekvencija az
alabbi:

GTC ACG AGG CAC-3

cidjan alapul. A 25c. kidén szekvencidjat a 13. dbran
mutatjuk be. A 14c. klon izolalasaban alkalmazott vizs-
10 galati minta az alabbi szekvencidval bir:

GCC TAC ACC ACG GGC-3’

A 8f. klont olyan vizsgalomintat alkalmazva izolal-
juk, amely a 14c. klonban 1év6 nukleotidok szekvencia-
jan alapul. A vizsgalominta nukleotidszekvencidja az
alabbi:

AAC TTG CAC CGC TAA-3

A 33f. klont olyan vizsgalomintat alkalmazva izolal-
juk, amely a 8f. klénban 1évé nukleotidok szekvenciajan
25 alapul. A vizsgaldminta nukleotidszekvenciaja az alabbi:

CAC CTC CAA AGT-3

A 33g. klént olyan vizsgalomintat alkalmazva izo-
30 laljuk, amely a 33f. klonban 1évé nukleotidok szekven-
ciajan alapul. A vizsgdlominta nukleotidszekvenciaja

az alabbi:

CAT CCT CTG AGC CCG-3

A 7f. klont olyan vizsgalémintat alkalmazva izolal-
juk, amely a 7e. klénban 1év6 nukleotidok szekvencidjan
alapul. A vizsgalominta nukleotidszekvencidja az alabbi:

TCC TAG GGT GCA TAA T-¥

A 11b. klont olyan vizsgalomintat alkalmazva izolal-
juk, amely a 7f. klonban 1év6 nukleotidok szekvencidjan
alapul. A vizsgaléminta nukleotidszekvenciaja az alabbi:

CCA TCT CAC TCC TCT-3

A 14i1. klont olyan vizsgalémintat alkalmazva izolal-
juk, amely a 11b. klonban 1évd nukleotidok szekvencia-
50 jan alapul. A vizsgalominta nukleotidszekvencidja az

alabbi:
ACA AGC GCT ATA TCA-3’

55 A 39c. klont olyan vizsgalomintat alkalmazva izo-
laljuk, amely a 33g. klénban 1év6 nukleotidok szekven-
ciagjan alapul. A vizsgdlominta nukleotidszekvenciaja

az alabbi:

CCA CAA TTT GGT GTA-3
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A 39c. klénban 1évé HCV c¢DNS-szekvenciajat, a
33g. klonban lévé szekvencidval valo atfedését és a
benne kodolt aminosavakat a 25. abran mutatjuk be.

HCV ¢DNS-t tartalmazo izolalt klonokbdl szarmazé
osszetett HCV ¢cDNS-szekvenciak

A fentebb leirt izolalt klénokban 1év6 HCV ¢DNS-
szekvenciakat felsorakoztatjuk, hogy egy dsszetett HCV
c¢DNS-szekvenciat alkossunk meg. Az izolalt klonok,
amelyek 5’—3’ iranyban felsorakoznak, az alabbiak:
141, 7, 7e., 8h., 33c., 40b., 37b., 35., 36., 81., 32, 33b,,
25c., 14c., 8f,, 331, 33g. és 39c.

Egy, az izolalt klonokbdl szarmazé HCV c¢DNS
Osszetett szekvenciat és az ebben kodolt aminosavakat a
26. abran mutatunk be.

Az osszetett szekvencia megalkotasdban az alabbi
szekvenciaheterogenitisokat vessziik figyelembe. A 33c.
egy 800 bazisparos HCV cDNS-t tartalmaz, amely atfedi
a 40b. és 37c. klonokban 1év6 cDNS-eket. A 33c. klon-
ban, valamint 5 masik atfedéklonban a 789. nukleotid G.
A 37b. klénban azonban a megfelelé nukleotid A. Ez a
szekvenciakiilonbség nyilvanval6 heterogenitist alakit
ki az ebben kodolt aminosavakban, amely vagy CYS
vagy TYR lehet a G, illetve az A esetében. Ez a hetero-
genitas fontos eltérést jelenthet a fehérje Gsszehajtogata-
sa szempontjabol.

A 8h. HCV cDNS-ben 1év§ 2. nukleotidgyok T.
Amint azonban fentebb bemutattuk, a 7e. klonban a
megfelel gyok A, és A-t talalunk 3 masik izolalt atfe-
déklénban. fgy a T gydk a 8h. klénban egy mesterséges
klénozasi terméket képviselhet. Ennek megfelelGen a
26. abran a gyokot ebben a helyben A-nak jeloljiik.

A 8f. klon HCV cDNS-ében a 3’-terminalis nuk-
leotid G. A 33f. klonban azonban — és még 2 masik
atfedéklonban — a megfeleld szekvencia T. Ennek meg-
feleléen a 26. abrdn a gy6kot ebben a helyben T-nek
jeloljik.

5’-TGC TTG TGG ATG ATG

A 12f. klon HCV ¢DNS-szekvenciajat, a 14i. klon-
nal valé atfedését és a benne kddolt aminosavakat a 27,
abran mutatjuk be.

A 35f. klén, amely a 26. abran 1évé HCV ¢cDNS-t6l
lefelé 1évé cDNS-t tartalmazza, izolalasat a 39¢. klon-

5’-AGC AGC GGC GTC AAA

A 35f. klén HCV ¢DNS-szekvenciajat, a 39¢. klon-
ban 1év0 szekvenciaval valo atfedését és a benne kodolt
aminosavakat a 28. abran mutatjuk be.

5-TTC TCG TAT GAT ACC

A 19g. klon HCV c¢DNS-szekvenciajat, a 35f. klon-
ban 1év6 szekvencidval valo atfedését és a benne kédolt
aminosavakat a 29. 4brdn mutatjuk be.
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A 33f. klonban a HCV ¢DNS 3’-terminalis szekven-
cidja TTGC. A 33g. klonban és még két mésik atfeds-
klénban azonban ez ATTC. Ennek megfelel3en a 26.
abran a megfelel§ teriileteket ATTC képviseli.

A 33g. klonban a HCV ¢DNS 4. nukleotidgyoke T.
A 33f. klonban és még 2 masik 4tfedSklonban azonban
a megfeleld gyok A. Ennek megfelelden a 26. abran a
megfeleld gyokot A-nak jeloljiik.

A 14i. klonban 1év6 3’-terminalis AA, mig a 11b.-ben
¢és harom mésik klonban a megfelelé dinukleotid TA.
Ennek megfelelden a 26. dbran a TA-gyokdat tiintetjiik fel.

A tovabbi szekvenciaheterogenitaisok megoldasat
fentebb targyaltuk.

Az Osszetett HCV cDNS vizsgélata azt jelzi, hogy
ez egy nagy ORF-et tartalmaz. Ez azt sugallja, hogy a
virusgenom egy nagy polipeptiddé transzlatilodik,
amely feldolgozodik a transzlacidval egyiitt vagy azt
kovetSen.

A 12, 35f, 19g., 26g. és 15e. kionokban lévé HCV
cDNS-ek izoldlasa és nukleotidszekvencidi

A 12f., 351, 19g., 26g. és 15e. klonokban 1évé HCV
cDNS-cket 1ényegében azzal a technikaval izolaljuk,
amelyet a megfeleld fejezetben leirtunk, azzal a kiilénb-
séggel, hogy a vizsgalémintak az alabb leirtak. A klo-
nok, amelyek a vizsgalomintdkkal hibridizalnak, gya-
korisaga mintegy 1 az 50 000-ben, mindegyik esetben.
A HCV cDNS-ek nukleotidszekvenciajat ezekben a
klénokban lényegében tigy hatirozzuk meg, amint ezt
az clézdekben leirtuk, azzal a kivétellel, hogy a jelzett
klénokbol valo cDNS-ek helyettesitik az 5-1-1. kl6nbol
izolalt cDNS-eket.

A 12f. klén, amely a 26. dbran lévé HCV ¢DNS-t61
felfelé 1év6 cDNS-t tartalmazza, izolalaséat olyan hibri-
dizal6 vizsgalomintat alkalmazva végezzik, amely a
14i. kiénban 1év6 nukleotidok szekvenciajan alapul.
A vizsgalominta szekvenciaja az alabbi:

CTA CTC ATA TCC CAA-3

40

ban 1év6 nukleotidok szekvencidjan alapulé hibridizald
vizsgalomintdt alkalmazva hajtjuk végre. A vizsgalo-
minta nukleotidszekvenciaja az alabbi:

AGT GAA GGC TAA CTT-3

50

A 19g. klon izolaldsat olyan hibridizalé vizsgalo-
mintat alkalmazva hajtjuk végre, amely a 35f. klén 3°-
szekvencidjan alapul. A vizsgalominta nukleotidszek-
venciaja az alabbi:

CGC TGC TIT GAC TCC-3’

55

A 26g. klon izolalasat olyan hibridizalé vizsgalo-
mintat alkalmazva hajtjuk végre, amely a 19g. klon 3’-
szekvencidjan alapul. A vizsgdléminta nukleotidszek-
venciaja az alabbi:

5-TGT GTG GCG ACG ACT TAG TCG TTA TCT GTG-3’

28
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A 26g. klon HCV ¢DNS-szekvenciajat, a 19g. klon-
ban 1év6 szekvenciaval valo atfedését és a benne kodolt
aminosavakat a 30. 4bran mutatjuk be.

5’-CAC ACT CCA GTC AAT TCC

A 15e. klén HCV ¢DNS-szekvencijat, a 26g. klon-
ban 1évd szekvenciaval vald atfedését és a benne kodolt
aminosavakat a 31. abran mutatjuk be.

Az ebben a fejezetben leirt klonokat az ATCC-nél
deponaltuk; ezek az alabbi deponalasi szamot kaptak :

lambda-gt11 ATTC- A deponalas
szam datuma

12f. klon 40514 1988. november 10.

35f klon 40511 1988. november 10.

15e. klon 40513 1988. november 10.

k9-1. ki6n 40512 1988. november 10.

A fentebb leirt, izolalt klénokban 1évé HCV ¢cDNS-
szekvencidkat egymas mellé sorakoztatjuk fel, hogy
osszetett HCV cDNS-szekvenciat alkossunk meg. Az
izolalt klonok, amelyek 5°—3’ irdnyban egymas mellett
sorakoznak, az alabbiak: 12f., 14i., 7f., 7e., 8h., 33c.,
40b., 37b,, 35,, 36., 81., 32., 33b,, 25¢., 14c., 8f, 33f,
33g., 39c., 351, 19g., 26g. és 15¢. .

Az izolalt klonokbdl szarmazd osszetett HCV
cDNS-szekvenciat ¢s a benne kodolt aminosavakat a
32. abran mutatjuk be.

Masik eljaras a 12f. klonban lévé HCV cDNS-szek-
venciatol felfelé lévé cDNS-szekvencidk izolalasara

A 32, abran 1év4 legtobb 5° HCV-szekvenciara ala-
pozva, amely a 12f. klonban 1évé HCV c¢cDNS-bd! szar-
mazik, reverz transzkriptaz kis szintetikus oligonukleo-
tid primerjeit szintetizaljuk, és alkalmazzuk a HCV-ge-
nom RNS-ben 1évé megfeleld szekvencia kotésére, hogy
beinditsuk a felfelé 1évé szekvencidk reverz transzkrip-
cidjat. A primer szekvenciak proximalisak a 12f. klén
ismert 5°-terminalis szekvencidjahoz, de megfelelden le-
felé vannak ahhoz, hogy lehetévé tegyék a primer szek-
venciaktol lefelé 1év6 vizsgalominta-szekvencidk terve-
zését. A beinditas és klénozas ismert, standard eljardsait
alkalmazzuk. Az igy létrejové cDNS-konyvtérat olyan
szekvencidkkal vizsgaljuk at, amelyek a beinditohelyek-
t6l lefelé vannak (amint ez a 12f. klénban 1év4 megvila-
gitott szekvenciabol kovetkezik). A HCV-genom RNS-t
NANBH-ban szenved§ csimanzok plazma- vagy maj-
mintaibol nyerjiik, vagy NANBH-ban szenvedd embe-
rek hasonld mintaibol.

Masik eljdrds farokképzést alkalmazva a HCV-
genom 5 -termindlis teriiletébdl valé szekvencidk izola-
lasara

Abbdl a célbél, hogy a HCV RNS-genom tébblet
5’-terminalis szekvenciait izolaljuk, a reverz tarnszkrip-
cio els6 menetének cDNS-termékét, amely a templat
RNS-sel képez duplexet, oligo C farokkal latjuk el. Ezt
ugy hajtjuk végre, hogy a terméket terminalis transzfe-
razzal inkubaljuk CTP jelenlétében. A cDNS-szintézis
menetét, amely a cDNS els szalanak kiegészitését adja,
a reverztranszkriptiz-reakciohoz primerként oligo G-t

A 15e. kion izolalasat olyan hibridizalo vizsgald-
mintat alkalmazva hajtjuk végre, amely a 26g. klon 3°-
szekvenciajan alapul. A vizsgalominta nukleotidszek-
vencidja az alabbi:

TGG CTA GGC AAC-3’
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hasznositva hajtjuk végre. A genom HCV RNS forrasai
azok, amelyeket mar az eléz6ekben leirtunk. A farok-
képzési eljarast termindlis transzferazzal és a reverz
transzkriptazos reakciot tigy végezziik, amint azt
Maniatis €s munkatarsai leirtak (1982). A cDNS-termé-
keket azutdn klonozzuk, atvizsgaljuk, és szekvenciajukat
elemezziik.

Masik eljaras farokkepzést alkalmazva a HCV-genom
3 '-terminalis teriiletébdl valo szekvencidk izoldlasara

Ez az eljaras Flavivirus RNS cDNS-einek kléno-
zasahoz korabban alkalmazott eljarasokon alapul. Eb-
ben az eljarasban az RNS-t denaturalokoriilményeknek
vetjlik ald, hogy eltavolitsuk a szekunder szerkezeteket
a 3’-terminalisnal, majd farokkal latjuk el poli-A poli-
merazzal, szubsztratumként rATP-t alkalmazva. A poli-
A farokkal ellatott RNS reverz transzkripcidjat reverz
transzkriptazzal katalizaljuk, primerként oligo dT-t al-
kalmazva. A c¢cDNS masodik szalait szintetizaljuk, a
cDNS termékeket klonozzuk, atvizsgaljuk, és szekven-
cidjukat meghatarozzuk.

Nagyobb c¢DNS-beiktatasokat tartalmazé lamb-
da—gtl] HCV cDNS-kényvtarak megalkotasa

A lambda—gt11 konyvtarak megalkotasara €s atvizs-
galasdra alkalmazott eljarasok lényegében azok, amelye-
ket az elébbiekben leirtunk, azzal a kiilonbséggel, hogy
a konyvtarat a Sepharose CL—4B oszloprdl elualt, na-
gyobb méretii cDNS-ek gylijteményébdl alakitjuk ki.

HCV cDNS-kényvtarak megalkotdsa, primerként
szintetikus oligomereket alkalmazva

Uj HCV ¢DNS-kényvtarakat allitunk el az el6z6ek-
ben leirt fert§z6 csimpanzplazma-gyijteménybdl szar-
mazd RNS-bSl, és ennek a fert§zott allatnak a majabol
szarmazo poli-A+ RNS-frakciob6l. A cDNS-t lényegé-
ben fgy alkotjuk meg, amint ezt Gubler és Hoffman
(1983) leirtak, azzal a kivétellel, hogy az els6 cDNS-szal
szintézishez valé primerek szintetikus oligomerek, ame-
lyek a fentebb leirt HCV-genom szekvenciajan alapul-
nak. A 11b,, illetve 7e. klon szekvencidjan alapul6 pri-
merek az alabbiak:

5’-CTG GCT TGA AGA ATC-¥

és

5’-AGT TAG GCT GGT GAT TAT GC-3'.

Az igy létrejové cDNS-eket lambda-bakteriofag
vektorokba klonozzuk, €s kiillonb6z6 mas szintetikus
oligomerekkel vizsgaljuk at, amelyek szekvencidi a 32.
abran 1évé HCV-szekvencian alapulnak.

A HCV c¢DNS-eken beliil kédolt polipeptidek kifeje-
zése és a kifejezett termék azonositasa HCV-indukalt
antigénkent

Az 5-1-1. kionban kodolt polipeptid kifejezése

Az 5-1-1. klénon beliil kodolt HCV-polipeptidet
szuperoxid-diszmutazzal (SOD) képzett fizios polipep-
tidként fejezziik ki. Ezt az 5-1-1. klon ¢cDNS-beiktatis
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szubklonozdsaval hajtjuk végre a pSODcfl kifejezs-
vektorba [Steimer és munkatarsai (1986)] az alabbiak
szerint.

ElGszor a pSODcf1-bdl izolalt DNS-t BamHI-gyel
és EcoRlI-gyel kezeljiik. Ennek soran egy nagy linearis
DNS-fragmentumot és egy kisméret(i, kortilbeliil 10
nukleotidbél 4116 fragmentumot kapunk. Ezutan az alab-
bi kapcsolét ligaljuk a restrikcios enzimek éltal létreho-
zott nagy linearis DNS-fragmentumba

5’-GAT CCT GGA ATT CTG ATA A ¥

3’ GA CCT TAA GAC TAT TTT AA-5

A klénozas utan a beiktatast tartalmazo plazmidot
izolaljuk.

A beiktatast tartalmaz6 plazmidot EcoRI-gyel hasit-
juk. Az 5-1-1. klénban 1évé HCV cDNS-beiktatast
EcoRI-gyel kimetssziik, és ebbe az EcoRI-gyel linea-
rizalt plazmid DNS-be ligiljuk. A DNS keverékét al-
kalmazzuk E. coli D1210 torzs [Sadler és munkatarsai,
Gene, 8, p. 279 (1980)] transzformalasara. Azokat a
rekombinansokat, amelyek az 1. abran bemutatott ORF-
kifejez6désre nézve korrekt orientacidban tartalmazzak
az 5-1-1. cDNS-t, restrikcids térképezéssel és nukleo-
tidszekvencia-elemzéssel azonositjuk.

Az egyik klonbol val6é rekombinans baktériumokat
indukalunk, hogy fejezzenek ki SOD-NANB;_,_;-po-
lipeptidet a baktériumok ndvesztésével, IPTG jelenlé-
tében.

A 81. kionban kddolt polipeptid kifejezése

A 81. klonon belil 1év6 HCV cDNS-t
SOD—-NANBy, fuzids polipeptidként fejezziik ki. Az
eljaras ezt f1izids polipeptidet kodolo vektor eléallita-
sara analdg azzal, amelyet az SOD-NANBs_,_;-et ko-
doldé vektor megalkotasanal alkalmazunk, azzal a kii-
16nbséggel, hogy a HCV c¢DNS forrdsa a 81. klon,
amelyet a leirt médon izoldlunk, és amelynél a cDNS-
szekvenciat a leirt modon hatirozzuk meg. A 81. klon-
ban 1évé HCV cDNS nukleotidszekvenciajét és az eb-
ben kédolt polipeptid vélt aminosavszekvenciajat a 4.
abran mutatjuk be.

A 81. klonban 1évé HCV cDNS-beiktatast EcoRI-
gyel kimetssziik, ¢s a pSODcf1-be ligéljuk, amely tartal-
mazza a kapcsolot, és amely EcoRI-gyel végzett keze-
léssel linearizalva van. A DNS-keveréket alkalmazzuk
az E. coli D1210 torzs transzformalasara. A 4. dbran be-
mutatott ORF kifejez6déséhez megfelel6 orientaciéban
1év6 81. HCV cDNS-klénnal bir6 rekombinansokat rest-
rikcids térképezéssel és nukleotidszekvencia-elemzéssel
azonositjuk.

Az egyik klonboél vald rekombinans baktériumokat
indukaljuk agy, hogy SOD-NANBg,-polipeptid feje-
z8djék ki, amikor a baktériumokat IPTG jelenlétében
novesztjik.

Az 5-1-1. klonon beliil kédolt polipeptid, mint HCV-
vel és NANBH-val tarsult antigén azonositdsa

Az 5-1-1. klon HCV cDNS-én beliil kodolt poli-
peptidet Gigy azonositjuk NANBH-hez téarsult antigén-
ként, hogy bemutatjuk: az NANBH-val fert§zott csim-
panzok és emberek szérumai immunologiailag reagalnak
a SOD-NANB; _, fziés polipeptiddel, amely polipep-
tid szuperoxid-diszmutazt tartalmaz N-termindlisanal és
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keretben 1év6 5-1-1. antigén C-terminélasanal. Ezt Wes-
tern-foltképzéssel hajtjuk végre [Towbin és munkatérsai
(1979)] az alabbiak szerint.

A SOD-NANB;s__-polipeptidet kodold kifejez6-
vektorral transzformalt baktériumok egy rekombinans
torzsét, amelyet az el6zGekben irtunk le, indukaljuk
fuziés polipeptid kifejezésére olyan moédon, hogy
IPTG jelenlétében novesztjiik. A teljes baktériumliza-
tumot elektroforézisnek vetjiik ald poliakrilamid géle-
ken SDS jelenlétében Laemmli (1970) szerint. Az el-
kiilonitett polipeptideket nitro-celluléz-sziirkre visz-
sziik 4t [Towbin és munkatarsai (1979)]. A szlirGket
azutan vékony csikokra hasitjuk, és a csikokat egyen-
ként inkubaljuk kiilonb6z6 csimpanz- és human széru-
mokkal. A kotott antitesteket 1251-vel jelzett juh-anti-
human Ig-vel végzett tovabbi inkubalassal mutatjuk ki,
amint ezt az el6z6ekben leirtuk.

A Western-foltképzéshez alkalmazott csimpanzszé-
rumok jellemzését és az eredményeket, amelyeket az
autoradiografidnak aldvetett csikok fényképeiben muta-
tunk be, a 33. dbra szemlélteti. A polipeptideket tartal-
mazo nitro-celluldz-csikokat csimpanzokbdl szarmazé
szérumokkal inkubaljuk, ahol a szérumok akut
NANBH- (Hutchinson-t6rzs) fertézéseknek (1-16. csi-
kok), hepatitis A fertézésnek (17-24. és 26—33. csi-
kok) és hepatitis B fertézéseknek (34—44. csikok) kitett
allatokbél, kiilonb6z6 idépontokbdl szarmaznak. A 25.
¢és 45. csikok pozitiv kontrollok, amelyekben az im-
munfoltokat abb6l a betegbdl szarmazd szérummal
inkubaljuk, amelyet az 5-1-1. rekombinans kién azono-
sitasara alkalmaztunk a lambda—gtl1 cDNS-kényvtar
eredeti atvizsgalasaban.

A 33, dbran a 25. és 45. kontrollcsikokban lathato
csik a SOD fuziés polipeptid NANB;_;_-része elleni
antitestek kotését tiikkrozi. Ezek az antitestek nem mu-
tatnak kotést SOD-ra onmagéban, mivel ez negativ
kontrollt is jelent ezekben a mintdkban, és olyan moédon
tinik fel, mint a SOD-NANBs_,_; fuziés polipeptidnél
jelentésen gyorsabban vandorlo csik.

A 33. abra 1-16. csikjai antitestek kotését mutatjak
be 4 csimpénz szérummintaiban; a szérumokat kozvetle-
niil az NANBH-val végzett fert6zés eltt vessziik, majd
egymas utdn az akut fertézés soran. Amint az &brabol
lathat6, mig azok az antitestek, amelyek immunologiai-
lag reagalnak a SOD—-NANB;_;_-polipeptiddel, hia-
nyoznak a fert6z6 HCV-inokulum beadésa el6tt vett és a
fertGzés korai akut fazisa soran vett szérummintakbol,
addig mind a 4 éllat végiil is indukal ezen polipeptid
elleni cirkulalé antitesteket az akut fazis utolsé részében
és az akut fazist kovetSen. A 3. és 4. szamh csimpanzok
esetében az immunfoltokon megfigyelt tovabbi csikok a
gazda-bakterialisfehérj¢khez valo hattérkotésnek tulaj-
donithatok.

Az NANBH-vel fert6z6tt csimpanzokbdl valé szé-
rumokkal kapott eredményekkel ellentétben a fizids
polipeptid NANB;_,_; része elleni antitestek kifejlodé-
sét nem figyeltiik meg 4 olyan csimpéanznal, amelyek
HAV-vel voltak fertézve vagy 3 olyan csimpénznal,
amelyek HBV-vel voltak fert6zve. Ezekben az esetek-
ben az egyetlen kotés a hattérkotés a gazdabakteridlis-
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fehérjéhez, amely a HCV-vel fert6zott mintdkban is
eléfordul.

A Western-foltképzéshez alkalmazott huméan széru-
mok jellemzését és az eredményeket, amelyek autora-
diografidnak alavetett csikok fényképein lathatok, a 34.
abran szemléltetjiik. A polipeptideket tartalmazoé nitro-
celluloz-csikokat emberekbdl szdrmazé szérumokkal
inkubaljuk, ahol szérumok kiilonb6z6 idSpontokbol
szarmaznak a NANBH-val (1-21. csikok), HAV-val
(33-40. csikok) és HBV-vel (41-49. csikok) végzett
fert6zés soran. A 25. és 50. csikok pozitiv kontrollokat
jelentenek, amelyekben az immunfoltokat olyan beteg-
b8l szarmazd szérummal inkubaljuk, akit a lamb-
da—gt11 kényvtar eredeti atvizsgélasinal alkalmaztunk,
amint ezt fentebb leirtuk. A 22-24. és 26-32. csikok
olyan ,,nem fertézott” kontrollokat mutatnak, amelyek-
ben a szérum ,,normalis” véradoktol ered.

Amint a 34, abran lathatd, kilenc NANBH-betegbdl
szdrmazé szérum, ide értve a lambda—gtll konyvtar
atvizsgilasidhoz alkalmazott szérumot, tartaimazza a fi-
zi6s polipeptid NANB;_ | -része elleni antitesteket. Ha-
rom, NANBH-ban szenved§ betegbdl szarmazé szérum
nem tartalmazza ezeket az antitesteket. Lehetséges,
hogy az anti-NANB;_,_-antitestek késébbi iddpontban
fejlédnek csak ki ezekben a betegekben. Az is lehetsé-
ges, hogy a reakcio hianya egy, a betegséget el6idézd,
de eltér6 NANBV-agens kovetkezménye, és a nem va-
laszolé szérumok ilyen agenst tartalmaznak.

A 34. 4bra azt is megmutatja, hogy a HAV-val és
HBV-vel fertzott betegekbdl szarmazé szérumok nem
tartalmaznak anti-NANB;_,_j-antitesteket, és hogy ezek
az antitestek nincsenek jelen a ,,normalis” kontrollokbo!
szarmazo6 szérumokban sem. Bar az egyik HAV-beteg
(36. csik), ugy tiinik, tartalmaz anti-NANBs_; -antites-
teket, lehetséges, hogy ez a beteg el6z6leg HCV-vel is
volt fertézve, mivel az egybeesés NANBH-val nagyon
nagy, és mivel ez gyakran csak szubklinikai jellegd.

Ezek a szeroldgiai tanulmanyok azt jelzik, hogy az
5-1-1. klonban 1év6 cDNS olyan epitopokat kédol, ame-
lyeket BB—NANBV-vel fertGzitt betegekbdl és allatok-

5-AAT TTG GGA ATT CCA
AC CCT TAA GGT

Az EcoRI hely lehet6vé teszi olyan heterolog szek-
venciak beiktatasat, amely — amikor a kazettat tartalma-
zd vektorbol kifejezédik — olyan polipeptidet termel,
amely szuperoxid-diszmutazhoz van fuzionéalva az
alabbi aminosavszekvenciat tartalmazé oligopeptid
kapcsold utjan:

—asn—leu—gly—ile—arg—.

A pS356 egyik mintajat 1988. apirlis 29-én deponal-
tuk a Budapesti Szerzddés feltételei kozott az American
Type Culture Collection-nal (ATCC 12301, Rockville,
Maryland 20853), ahol ez az ATCC 67 683 deponélasi
szamot kapta. Ez a deponalt torzs kizarélag a kényelme-
sebb megoldast szolgalja, és nem feltétleniil szikséges a
jelen talalmany gyakorlati megvaldsitédsdban a jelen le-
iras alapjan. A deponalt térzsek a jelen bejelentésbe refe-
renciaként épiilnek be.
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bél kapott szérumok fajlagosan felismemek. Ezenkiviil,
ugy tiinik, a cDNS nem a féeml8sgenombdl szarmazik.
Egy, az 5-1-1. klonbol vagy 81. klonbol készitett hibridi-
z4l6 vizsgalominta nem hibridizal nem fertézétt egyé-
nekbdl szdrmazd kontroll human és csimpanzgenom
DNS Southern-foltjaival olyan kériilmények kozott,
ahol egyedi, egymasolati gének kimutathatok. Ezek a
vizsgalomintak nem hibridizalnak kontroll szarvasmar-
hagenom DNS Southern-foltjaihoz sem.

A 36., 81. és 32. kibnokban lévé HCV cDNS-ek
osszetett termékeiben kédolt polipeptidek kifejezése

A HCV-polipeptidet, amely a 36., 81. és 32. klo-
nokon keresztiil terjed8 ORF-ben kodolédik, SOD-zal
képzett fuziés polipeptidként fejezzik ki. Ezt a C100
Osszetett cDNS beiktatasaval hajtjuk végre a human szu-
peroxid-diszmutaz-gént tartalmazé kifejez6kazettaban,
majd a kifejez6kazetta beiktatasaval valamely kifejez6-
vektorba, és a polipeptid kifejezésével élesztében.

A 36., 81. és 32. klonokbol szarmazd Osszetett
C100 cDNS-t tartalmazo6 kifejez6kazettat ugy alkotjuk
meg, hogy a ~1270 bp-s EcoRI fragmentumot beiktatjuk
a pS3-56 (vagy mas néven pS356) vektor EcoRI helyé-
be, igy alakitva ki a pS3-56¢qo plazmidot. A C100 meg-
alkotasat az elGbbiekben irtuk le.

A pS3-56 vektor, amely pBR322 szdrmazek, olyan
kifejezOkazettat tartalmaz, amely az ADH2/GAPDH
hibrid élesztépromotorbol 41l a humén szuperoxid-disz-
mutaz-géntdl folfelé, és egy GAPDH transzkripcids ter-
minatorbdl lefelé. Egy hasonlé kazettat, amely ezeket a
szabalyozdelemeket tartalmazza, valamint a szuper-
oxid-diszmutaz-gént imnak le Cousens és munkatarsai
(1987) és a 196,056 szamu eurdpai szabadalmi kozzéteé-
teli irat, amelynek bejelentdi kozosek a jelen taldlmany
bejelentbivel. A pS3-56 kazetta azonban kiilonbozik
Cousens és munkatarsai (1987) kazettajatol, amennyi-
ben a heterolég proinzulingén és az immunglobulin-,,il-
lesztés” ki van iktatva, és annyiban, hogy a szuperoxid-
diszmutaz glu,s4-ét olyan adaptorszekvencia kdveti,
amely egy EcoRI helyet tartalmaz. Az adaptor szek-
venciaja az alabbi:

TAA TGA G
ATT ACT CAG CT-%
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Miut4n olyan rekombinéansokat izoldltunk, amelyek
korrekt orienticiéban tartalmazzak a C100 cDNS-t, a
C100 c¢DNS-t tartalmazd kifejezGkazettat kimetssziik
BamHI-gyel a pS3-56(,40-bol, és egy ~3400 bp-s frag-
mentumot, amely a kazettat tartalmazza, izoldlunk és
tisztitunk. Ezt a fragmentumot azutdn a pAB24 éleszt6-
vektor BamHI helyébe iktatjuk.

A pAB24, amelynek jelentSsebb vonasait a 35. dbran
mutatjuk be, élesztd .ingazd” vektor, amely tartalmazza
a replikiciohoz a teljes 2 mikronos szekvenciat [Broach
(1981)], és tartalmaz pBR322 szekvencidkat. Ez tartal-
mazza az Yep24 plazmidbol [Botstein és munkatarsai
(1979)] szarmazé élesztd URA3 gént, és a pCl/1
plazmidbol szarmazé éleszté LEU2d gént (116,201 sza-
mu eurdpai szabadalmi kozzétételi irat). A pAB24 plaz-
midot ugy alkotjuk meg, hogy az Yep24-et EcoRI-gyel



1 HU 216017 B 2

emésztjiik, és a vektort jraligaljuk, hogy eltavolitsuk a
részleges 2 mikronos szekvencidkat. Az igy létrejott
plazmidot, az YEP24deltaRI-t Clal-gyel végzett emész-
téssel linearizaljuk, és ligdljuk a komplett 2 mikronos
plazmiddal, amelyet el6z8leg Clal-gyel linearizaltunk.
Az igy létrejétt plazmidot, a pCBou-t azutan Xbal-gyel
emésztjiik, és a 8605 bp-s vektorfragmentumot gélen
izolaljuk. Ezt az izolalt Xbal fragmentumot a pC1/1-bél
izolalt LEU2d gént tartalmazé 4460 bp-s Xbal fragmen-
tummal ligaljuk; a LEU2d gén orientacidja ugyanabban
az irAnyban van, mint az URA3 gén. A kifejez3dés
baiktatisa a pPBR322 szekvencia egyedi BamHI helyén
van, igy megszakitva a tetraciklin irdnti baktérium re-
zisztenciat szolgalo gént.

A pAB24C100-3 rekombinans plazmidot, amely
tartalmazza az SOD-C100 kifejez8 kazettat, JSC 308
élesztGtorzsbe, valamint mas élesztbtorzsekbe transzfor-
maljuk. A sejteket gy transzformiljuk, amint ezt
Hinnen és munkatarsai (1978) leirtak; és ureaszelektiv
lemezekre szélesztjikk. Egyedi telepeket izolalunk leu-
szelektiv tapkozegekre, és telitettségig ndvesztjiik. A te-
nyészetet SOD-C100 polipeptid (amelyet C100—3-nak
is neveznek) kifejezésére indukaljuk, 1% gliikézt tartal-
mazo6 YEP-ben novesztve.

A JSC 308 torzs MAT+, leu2, ura3(del),
DMI15(GAP/ADR1) genotipusi, az ADR1 16kusznal
integralva. A JSC 308-ban a pozitiv aktivatorgén-ter-
mék, az ADRI, tilkifejezése hiperderepressziét ered-
ményez (az ADR1 vad tipust kontrolthoz viszonyitva),
€s a kifejezett heterolog fehérjék jelent8sen magasabb
kitermeléseit eredményezi, amikor az ilyen fehérjéket
ADH2 U AS szabélyozoérendszer révén szintetizaljuk.
A JSC 308 egyik mintajat az ATCC-nél a Budapesti
Szerz8dés feltételei szerint helyeztiik letétbe, ahol ez az
ATCC 20879 szamot kapta.

A pAB24C100-3-ban kodolt komplett C100-3 fu-
zi6s polipeptid tartalmazza a human SOD 154 aminosa-
vat az aminoterminalisnal, az EcoRI helyet tartalmazé
szintetikus adaptorbdl szarmazé 5 aminosavat, a C100
cDNS-bé] szarmaz6 363 aminosavgyokét és az MS2
nukleotidszekvenciabdl szdrmazd 5 karboxiterminalis
aminosavat a 32. klonban 1év8 HCV ¢DNS-szekvencia-
val érintkezve. Ezen polipeptid karboxiterminalisdnak
vélt aminosavszekvenciajat, amely az SOD utolsé el6tti
Ala gyokénél kezdédik, a 36. dbran mutatjuk be; a po-
lipeptidnek ezt a részét kodoldé nukleotidszekvenciat
szintén bemutatjuk.

A C100-on beliil kédolt polipeptid azonositisa
NANBH-val tarsult antigénként

A pAB24100-3 plazmidbol a JSC 308 élesztbtorzs-
ben kifejezett C100—3 fizids polipeptidet jellemezziik
méret szerint, és a C100-on beliil kddolt polipeptidet
NANBH-val tarsult antigénként azonositjuk immunolé-
giai reaktivitasuk alapjan kronikus NANBH-ban szen-
vedd ember szérumaval.

A C100-3 polipeptidet, amelyet tigy fejeziink ki,
amint ezt a kordbbiakban leirtuk, az alabbiak szerint
elemezziik. Eleszté JSC 308 sejteket transzformalunk
pAB24-gyel vagy pAB24C100—3-mal, és gy indukal-
juk, hogy a heterolog plazmid kifejezze a kédolt
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polipeptidet. Az 1 ml tenyészetben (ODgsg nn, ~20) 16v6
indukalt élesztdsejteket 10000 fordulat/perccel 1 percen
at végzett centrifugalissal iiledékbe visszik, és lizaljuk
élénken forgatva Vortex késziiléken 2 térfogat oldat és
1 térfogat tiveggyongy (0,2 millimikron 4tméré) jelen-
létében. Az oldat 50 mmol/l trisz.HCI-t (ph 8,0),
1 mmol/l EDTA-t, 1 mmol/1 fenil-metil-szulfonil-fluo-
ridot (PMSF) és 1 mikrogramm/ml pepsztatint tartal-
maz. A lizditumban 1év6 oldhatatlan anyagot, amely ma-
gaban foglalja a C100-3 polipeptidet, centrifugalassal
(10000 fordulat/perc, 5 perc) 6sszegyijtjiik, és feloldjuk
5 percig forralva Laemmli SDS mintapufferrel [lasd
Laemmli (1970)]. Az indukalt élesztétenyészet 0,3 ml-
nyi mennyiségével ekvivalens mennyiségii polipeptidet
elektroforézisnek vetiink ala 10%-os poliakrilamid gélen
SDS jelenlétében [Laemmli (1970)]. Fehérjestandardo-
kat elektroforetizdlunk a géleken ezekkel egyiitt. A kife-
jezett polipeptideket tartalmazé géleket vagy Coomassie
brilliantkékkel festjiikk, vagy ,,Western”-foltképzésnek
vetjiik ala, kronikus NANBH-ban szenvedd betegbdl ka-
pott szérumot alkalmazva, hogy meghatirozzuk a
PAB24-bdl és pAB24C100-3-bol kifejezett polipepti-
dek immunoldgiai reaktivitasat.

Az eredményeket a 37. dbran mutatjuk be. A 37a.
4brén a polipeptideket Coomassie brilliantkékkel festjiik.
A pAB24-gyel transzformélt JSC 308-bél és a
pAB24C100—3-mal transzformalt JSC két kiilonbozs te-
lepébdl valo oldhatatlan polipeptideket az 1. csikban
(pAB24), illetve a 2. és 3. csikban mutatjuk be. A 2. és 3.
csikok Osszehasonlitasa az 1. vonallal egy ~54 000 dalton
molekulatdmegnek megfeleld indukalt polipeptidet mu-
tat, amely a pAB24C100-3-mal transzformalt JSC 308-
bol szarmazik; ez a PAB24-gyel transzformalt JSC 308-
ban nem indukélodik. Ezt a polipeptidet nyillal jelsljiik.

A 37b. abra a pAB24-gyel (1. csik) vagy
pAB24C100-3-mal (2. csik) transzformalt JSC 308-
ban kifejezett oldhatatlan polipeptidek Western-foltjai-
nak eredményeit mutatjia be. A pAB24-bdl kifejezett
polipeptidek immunolégiailag nem reaktivak egy
NANBH-ban szenvedé emberb§l valé szérummal.
Amint a nyil jelzi, a pABC24100-3-mal transzformalt
JSC 308 egy olyan ~54 000 dalton molekulatomegi po-
lipeptidet fejez ki, amely viszont immunolégiailag rea-
gél a human NANBH-szérummal. A tovabbi immuno-
légiailag reaktiv polipeptidek a 2. vonalban lehetnek
ennek a ~54 000 daltonos polipeptidnek bomlasi vagy
aggregalodasi termékei.

A C100-3 fizios polipeptid tisztitdsa

A C100-3 fuziods polipeptidet, amely az N-termina-
lisanal SOD-t tartalmaz és C-terminalisanal azonos ke-
retben C100 HCV-polipeptidet, tisztitjuk az extrahalt
gazda-€lesztSsejtek, amelyekben a polipeptid kifejezs-
dik, oldhatatlan frakcidjanak differencialextrakcidjaval.

A C100-3 fazi6és polipeptidet a pAB24C100-3-
mal transzformalt JSC 308 élesztStorzsben fejezziik ki,
amint ezt a IV.B 4. fejezetben kifejtjiik. Az élesztésejte-
ket azutan homogenizalassal lizéljuk, a lizitumban 16v8
oldhatatlan anyagot pH 12,0-ndl extrahaljuk, és a mara-
dék oldhatatlan frakciéban 1évé C100—3-at SDS-t tar-
talmazo pufferben szolubilizaljuk.
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Az élesztlizatumot lényegében tgy allitjuk eld,
amint ezt Nagahuma és munkatarsai (1984) leirjak.
Olyan élesztésejt-szuszpenziot allitunk el8, amelyben
33% (térfogat/térfogat) sejtet szuszpenddlunk olyan
oldatban (,A” puffer), amely 20 mmol/l trisz.HCl-t
(pH 8,0), 1 mmol/l ditiotreitolt és 1 mmol/l fenil-me-
til-szulfonil-fluoridot (PMSF) tartalmaz. A szuszpen-
zi6 (15 ml) egy alikvotjat osszekeverjitk azonos tér-
fogatl iiveggyonggyel (0,45-0,50 mm atmérd), és a
keveréket Vortex berendezésben [Super Mixer (Lab
Line Instruments, Inc.)] csicssebességnél 8 percig
forgatjuk. A homogenizatumokat és az iiveggydngyo-
ket elkiilonitjiikk, és az iiveggyongydket haromszor
mossuk azonos térfogat ,,A” pufferben, mint az erede-
ti betdltott sejtek térfogata. A mosdoldatok és a ho-
mogenizatum egyesitése utdn a lizdtumban 1év4 old-
hatatlan anyagot a homogenizdtum 7000xg-nél,
15 percen 4t 4 °C hémérsékleten végzett centrifu-
galasaval, az iiledéknek az eredetileg betoltott sejtek
kétszeres térfogataval azonos térfogati ,,A” pufferben
vald ujraszuszpendilasaval, és az igy kapott anyagnak
7000xg-nél 15 percen 4t végzett centrifugilasaval
kapjuk meg. Ezt a mosasi munkamenetet hiromszor
ismételjiik.

A lizitumbol az oldhatatlan anyagot pH 12,0-nal
extrahaljuk az alabbiak szerint. Az iiledéket olyan puf-
ferben szuszpendéljuk amely 0,5 mol/l NaCl-t és
1 mmol/l EDTA-t tartalmaz, ahol a szuszpendalé térfo-
gat az eredetileg betSltott sejtek 1,8-szorosa. A szusz-
penzié pH-jat beallitjuk 0,2 térfogat 0,4 mol/l-es Na-
foszfat-puffer (pH 12,0) hozzaadasaval. Osszekeverés
utin a szuszpenziot 7000xg-nél centrifugaljuk 15 per-
cig 4 °C homérsékleten, és a feliiliszot eltavolitjuk. Az
extrahalast kétszer megismételjiik. Az extrahalt iiledé-
ket mossuk olyan médon, hogy szuszpendaljuk ezeket
0,5 mol/l NaCl-t és 1 mmol/l EDTA-t tartalmaz6 oldat-
ban az eredeti betdltott sejtek kétszeres térfogatanak
megfelelé szuszpendalo térfogatot alkalmazva, ezt pe-
dig centrifugalas koveti 7000xg-nél 15 percen at 4 °C
h8mérsékleten.

Az extrahdlt iiledékben 1évé C100-3 polipeptidet
SDS-sel vegzett kezeléssel szolubilizaljuk. Az iledé-
ket az eredeti betoltott térfogat 0,9-szeres térfogataval
azonos mennyiségl ,,A” pufferben szuszpendaljuk, és
0,1 térfogat 2%-o0s SDS-t adunk hozzi. Miutin a
szuszpenzidt dsszekevertiik, 7000xg-nél centrifugaljuk
15 percen at 4 °C hémérsékleten. Az igy létrejott iile-
déket még haromszor extrahdljuk SDS-sel. Az igy 1ét-
rejovo feliiliszokat, amelyek C100—3-at tartalmaznak,
Osszegyljtjiik.

Ez a munkamenet a C100-3-at tobb, mint tizszere-
sen tisztitja az élesztGhomogenizatum oldhatatlan frak-

A fhzios polipeptid tisztitott készitményét poliak-
rilamidgél-elektroforézissel elemezziik Laemmli (1970)
szerint. E szerint az elemzés szerint a polipeptid 80%-
nal nagyobb tisztasagu, és latszélagos molekulatomege
~54 000 dalton.

RNS kimutatasa fertozétt egyenekben, amely RNS
hibridizal a HCV ¢cDNS-hez
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NANBH-ban szenvedd csimpdnz mdjiban lévé RNS
azonositdsa, amely RNS HCV cDNS-sel hibridizdl

NANBH-ban szenvedd csimpanz méjabol szarmazo
RNS-ben az alabbiak szerint mutatunk ki olyan RNS-
fajtat, amely Northern-foltképzéssel hibridizal a 81.
klénon beliil lévé HCV cDNS-hez.

Annak a csimpanznak, amelybdl a nagy titerd plazma
szarmazik, a méjabol biopszidval mintat vesziink, és eb-
b8l RNS-t izoldlunk azt a technikat alkalmazva, amelyet
Maniatis és munkatarsai (1982) irtak le a teljes RNS
izoldlasara emldssejtekbdl, és ezek elkiilonitésére poli-
A+ és poli-A™ frakciokra. Ezeket az RNS-frakcidkat
elektroforézisnek vetjiikk ald formaldehid/agaréz gélen
[1% (tomeg/térfogat)], és nitro-cellulézra vissziik at
[Maniatis és munkatéarsai (1982)]. A nitro-cellul6zsz(irg-
ket a 81. klonbol valo radioaktivan jelzett HCV ¢cDNS-sel
hibridizaljuk (lasd a 4. 4brat a beiktatis nukleotidszek-
vencidjaval kapcsolatban). Abbol a célbol, hogy radioak-
tiv vizsgalomintat allitsunk eld, a 81. klonbdl izolalt HCV
cDNS-beiktatast radioaktivan jelezziikk 32P-vel hézag-
(nick) transzlacié segitségével DNS-polimeraz I-et alkal-
mazva [Maniatis és munkatarsai (1982)]. A hibridizalast
18 6rén 4t végezziik 42 °C h6mérsékleten olyan oldatban,
amely 10% (tdmeg/térfogat) dextran-szulfatot, 50% (t5-
meg/térfogat) ionmentesitett formamidot, 750 mmol/l
NaCl-t, 75 mmol/l Na-citratot, 20 mmol/l Na,HPO,-et
(pH 6.,5) 0,1% SDS-t, 0,02% (témeg/térfogat) szarvas-
marha-szérumalbumint (BSA), 0,02% (tdmeg/térfogat)
Ficoll-400-at, 0,02% (tomeg/térfogat) poli(vinil-pirroli-
don)-t, 100 mikrogramm/ml! lazacsperma DNS-t (ame-
lyet el6zbleg ultrahangos kezeléssel nyirtunk és denatu-
raltunk) és 106 CPM/ml hézag- (nick) transzlatalt cDNS-
vizsgalomintat tartalmaz.

Az atvizsgalt sz(ir6 autoradiogramjit a 38. abran
mutatjuk be. Az 1. csik tartalmazza a 32P-vel jelzett
restrikciosfragmentum-markereket. A 2—-4. csikok tar-
talmazzék a csimpdnzméj RNS-eket az alibbiak sze-
rint: a 2. csik 30 mikrogramm teljes RNS-t tartalmaz; a
3. csik 30 mikrogramm poli-A™ RNS-t tartalmaz; és a
4. csik 20 mikrogramm poli-A+ RNS-t tartalmaz.
Amint a 38. abran lathatd, az NANBH-ban szenvedd
csimpanz méja rokon poli-A+ RNS-molekulak hetero-
gén populaciojat tartalmazza, amelyek a HCV ¢cDNS-
vizsgalomintahoz hibridizalnak, és amelyek, ugy tiinik,
mintegy 5000 nukleotid és mintegy 11000 nukleotid
kozti méretiiek. Ez az RNS, amely a HCV ¢DNS-sel
hibridizal, a virusgenomokat és/vagy a virusgenom faj-
lagos atiratait képviselheti.

Az alabbiakban leirt kisérlet egybevag azzal a felté-
telezéssel, hogy a HCV egy RNS-genomot tartalmaz.

HCV eredetii RNS azonositdsa fertézott egyedek
szérumaban

Nagy titerd csimpanz NANBH-plazmabdl izolalt
részecskékbdl nukleinsavakat extrahdlunk, amint ezt
az el6zéekben leirtuk. Az izolalt nukleinsavakbol
alikvotokat (1 ml eredeti plazmanak megfeleléket) 1ij-
raszuszpendalunk 20 mikroliter olyan oldatban, amely
50 mmol/l Hepes-t (pH 7,5), 1 mmol/l EDTA-t és
16 mikrogramm/ml oldhaté élesztd RNS-t tartalmaz.
A mintakat denaturaljuk 5 perces forralassal, amelyet
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azonnal fagyasztas kovet, majd RN-az A-val [5 mik-
roliter, amely 0,1 mg/ml RN-dz A-t, 25 mmol/l
EDTA-t és 40 mmol/l Hepes-t (pH 7,5) tartalmaz]
vagy DN-4z I-gyel [5 mikroliter, amely 10 mmol/l
MgCl,-t €s 25 mmol/l Hepes-t (pH 7,5) tartalmazd
oldatban 1 egység DN-az I-et tartalmaz] kezeljiik;
a kontrollmintakat enzim nélkil inkubaljuk. Az inku-
balast kovetden 230 mikroliter jéghideg 2xSSC-t,
amely még 2 mikrogramm oldhatd éleszt6 RNS-t is
tartalmaz, adunk hozza, és a mintakat nitro-celluléz-
szlirén szdrjiik. A szdréket a 81. klénbol valé ¢cDNS
vizsgalomintakkal hibridizéljuk, amely vizsgalomin-
takat elézbleg 32P-vel jeleztiink hézag- (nick) transzla-
cid segitségével. A 39. dbra a sziiré autoradiogramjat
mutatja be. A hibridizacios jelzéssel kimutathatok a
DN-azzal kezelt és kontrollmintdkban (2., illetve 1.
csikok), de nem mutathatok ki az RN-azzal kezelt
mintaban (3. csik). gy mivel az RN-4z kezelés elron-
csolja a részecskékbdl izoladlt nukleinsavakat, és a
DN-az I kezelésnek nincs hatasa, ez a bizonyiték erg-
sen sugallja, hogy a HCV-genom RNS-bél all.

HCYV nukleinsavszekvenciakbol szarmazé amplifikalt
HCV nukleinsavszekvenciak kimutatisa NANBH-ban
szenvedd csimpanzokbol valo mdj- és plazmamintikban

NANBH-ban szenvedd csimpéanzok és kontroll-
csimpanzok mdjaban ¢és plazméjaban jelen lévé HCV-
nukleinsavakat amplifikalunk, lényegében azt a poli-
meraz lancreakcios technikat (PCR) alkalmazva, ame-
lyet Saihi és munkatarsai (1986) leirtak. A primer oli-
gonukleotidok a 81. klonban vagy 36. és 37. klonban
1évé HCV cDNS-bél szdrmaznak. Az amplifikalt szek-
vencidkat gélelektroforézissel és Southern-foltképzés-
sel mutatjuk ki, vizsgalomintaként a megfeleld cDNS
oligomert alkalmazva abbdl a teriiletbdl valo szekvenci-
aval, amely a két primer kozott van, de a két primert
nem foglalja magaban.

Az amplifikaciés modszerrel vizsgalandd HCV-
szekvenciakat tartalmazé RNS-mintdkat harom,
NANBH-ban szenvedé csimpanz és két kontrollesim-
panz méjbiopszids mintdjébol izolaljuk. Az RNS-frakcid
izolalasat az elébbiekben leirt guanidium-tiocianatos el-
jaréassal végezzik.

Az RNS mintait, amelyet az amplifikicios mod-
szerek amplifikalni szandékozunk, izolaljuk két,
NANBH-ban szenved6 csimpanz plazmajabol, és egy
kontrollcsimpanz plazmajabdl, valamint kontrollcsim-
panzokbdl szarmazéd plazmék gylijteményébdl. Az
egyik fertézott csimpanznak 106, vagy nagyobb a
CID/ml értéke, és a masiknak 105, vagy nagyobb a
CID/ml értéke.

A nukleinsavakat a plazmabol az alabbiak szerint
vonjuk ki. Vagy 0,1 ml vagy 0,01 m! plazmat higitunk
1,0 ml végsd térfogatra TENB/K proteinaz/SDS oldat-
tal [0,05 mol/l trisz.HC1 (pH 8,0), 0,001 mol/l EDTA,
0,1 mol/l NaCl, 1 mg/ml K-proteinaz és 0,5% SDS],
amely még 10 mikrogramm/ml poliadenilsavat is tar-
talmaz, és inkubaljuk 37 °C hémérsékleten 60 per-
cig. Bz utin a K-proteindz emésztés utan az igy 1ét-
rej6vé plazmafrakciokat fehérjementesitjiik TE-vel
[10,0 mmol/l trisz.HCI (pH 8,0), 1 mmol/l EDTA] te-
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litett fenollal végzett extrahaldssal. A fenolos fazist
centrifugéalassal elkiilonitjik, és Gjbol extrahaljuk
0,1% SDS-t is tartalmazé TENB-vel. Az egyes
extrakciokbol igy kapott vizes fazisokat egyesitjik, és
kétszer extrahaljuk azonos térfogata keverékkel,
amely fenolt, kloroformot és izoamil-alkoholt tartal-
maz (1:1, illetve 99:2 aranyban), majd kétszer
extrahaljuk azonos térfogati masik keverékkel, amely
kloroformot és izoamil-alkoholt tartalmaz (99:1 tér-
fogatardnyban). A centrifugalassal végzett faziselkii-
16nitést kovetden a vizes fazist végsd koncentracio-
ként 0,2 molossa tessziik Na-acetatra, és a nukleinsa-
vakat két terfogat etanol hozzaadasaval kicsapjuk. A
kicsapott nukleinsavakat SW 41 rotorban 38K-nil
60 percen at 4 °C homérsékleten végzett ultracentrifu-
galassal kinyerjiik.

A fentieken kiviil a magas titeri csimpanzplazmat
és az Osszegytjtott kontrollplazmat egy masik eljaras
szerint 5 mikrogramm poli-A hordozéval extrahaljuk
Chomczyzski és Sacchi (1987) eljarasa szerint. Ez az
eljards savas guanidium-tiocianatos extrahalast alkal-
maz. Az RNS-t 10000 fordulat/percnél, Eppendorf
mikrocentrifugdban 10 percig 4 °C hémérsékleten vég-
zett centrifugalassal nyeniik ki.

Két esetben a cDNS szintézise eldtt a PCR-reak-
cioban a K-proteinaz (SDS) fenolos eljarassal plazma-
bol extrahalt nukleinsavakat tovabb tisztitjuk ,,S és S”
Elutip—R oszlopokhoz valé kotéssel, és errdl leoldassal.
Az eljarast a gyartdk eldirdsait kovetve hajtjuk végre
(,,S és S”: Schleicher & Schiill GmbH, Einbeut, Német-
orszag).

A PCR-reakcioban templatként alkalmazott
c¢DNS-¢k a fentebb leirtak szerint készitett nukleinsa-
vakbol késziilnek (vagy teljes nukleinsavak, vagy
RNS-ek). Az etanolos kicsapast kovetden a kicsapott
nukleinsavakat szaritjuk, és 4jbol szuszpendaljuk
DEPC-vel kezelt desztillalt vizben. A nukleinsavak-
ban 1év6 szekunder szerkezeteket 65 °C hémérsékle-
ten 10 percen at végzett kezeléssel szétzlizzuk, és a
mintakat jégen azonnal lehfitjiik. CDNS-t szintetiza-
lunk 1-3 mikrogramm, majbél eredd teljes csimpanz
RNS-t alkalmazva, vagy 10—100 mikroliter plazma-
b6l extrahalt nukleinsavakbél (vagy RNS-bél).
A szintézis reverz transzkriptazt alkalmaz, és 25 mik-
roliter reakcid-térfogatban megy végbe, a gyartd
(BRL) altal pontositott munkamenetet alkalmazva.
A cDNS-szintézisben szolgald primerck azok, ame-
lyeket a fentebb leirt PCR-reakciéban is alkalmazunk.
A cDNS-szintézishez alkalmazott Osszes reakcidke-
verék 23 egység RN-4z inhibitort tartalmaz [RNASIN
(Fisher/Promega)]. A cDNS-szintézist kovetden a reak-
ciokeverékeket vizzel higitjuk, 10 percig forraljuk, és
jégen gyorsan lehitjiik.

A PCR-reakciokat lényegében ugy hajtjuk végre,
ahogyan ezt a gyartok (Cetus, Perkin—Elmer) tmuta-
toi leirjak, azzal a kiilonbséggel, hogy 1 mikrogramm
RN-dz A-t adunk hozza. A reakciot 100 mikroliter
végsé térfogatban hajtjuk végre. A PCR-t 35 ciklusban
hajtjuk végre, 37 °C, 72 °C és 94 °C menetrendet al-
kalmazva.
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A primerek a cDNS-szintézishez és a PCR-reak-
ciokhoz vagy a 81., vagy a 36., vagy a 37b. kldonban
1év6 HCV cDNS-szekvenciakbol szarmaznak. (A 81.,
36. és 37b. klénok HCV c¢DNS-szekvenciait a 4., 5.,
illetve 10. abran mutatjuk be). A 81. klénbol szarmazo6
két 16-mer primer szekvenciaja az alabbi:

5’-CAA TCA TAC CTG ACA G-¥

és

5’-GAT AAC CTC TGC CTG A-3

A 36. klénbdl szarmazd primer szekvencidja az
alabbi:

5’-GCA TGT CAT GAT GTA T-3¥

A 37b. klénbdl szarmazo primer szekvencidja az
alabbi:

5’-ACA ATA CGT GTG TCA C-3

A PCR-reakciokban a primer parok vagy a 8l.
klonbol szarmazo két 16-merbdl, vagy a 36. klonbol
szarmaz6 16-merbdl és a 37b. klonbol szarmazo 16-
merbd! allnak.

A PCR-reakcidtermékeket a termékek alkalikus
gélelektroforézissel végzett elkiilonitésével elemezzik,
ahol az elkiilonitést Southern-foitképzés koveti, majd az
amplifikalt HCV ¢cDNS-szekvencidkat kimutatjuk HCV
¢DNS olyan teriiletéb6l szarmazd, 32P jelzett belsé oli-
gonukleotidvizsgalé mintaval, amely teriilet nem fedi at
a primert. A PCR-reakcidokeverékeket fenol/kloroform-
mal extrahdljuk, és a nukleinsavakat a vizes fazisbol
soval és etanollal kicsapjuk. A kicsapott nukleinsavakat
centrifugalassal 6sszegyljtjiik, és desztillalt vizben fel-
oldjuk. A minték alikvotjait elektroforézisnek vetjiik
ala 1,8%-o0s agarozgéleken. 60, 108 és 161 nukleotid
hossziisagh egyszalit DNS-eket molekulatdmeg-mar-
kerként egyiitt elektroforetizdlunk a géleken. Elekt-
roforézis utdn a gélen 1év6 DNS-cket atvissziik ,,Biorad
Zeta Probe” papirra. Az elShibridizalst, hibridizalast
és a mosasi koriilményeket a gyarto (Biorad) Gtmutata-
sai szerint alakithatjuk ki.

Az amplifikalt HCV ¢cDNS-szekvenciak hibridiza-
cids kimutatdsdhoz alkalmazott vizsgalémintdk az
alabbiak. Amikor a PCR-primerek parja a 81. klénbol
szarmazik, a vizsgalominta olyan szekvencidnak meg-
feleld 108-mer, amely szekvencia a két primer szek-
vencidja kozti teriileten helyezkedik el. Amikor a
PCR-primerek parja a 36. és 37b. klonokbdl szarma-
zik, a vizsgilominta a 35. klonbél szdrmazo, hézag-
(nick) transzlatalt HCV ¢cDNS-beiktatds. A primerek a
37b. klon beiktatas 155-170. nukleotidjaibol és a 36.
klon beiktatas 206—268. nukleotidjaibdl szarmaznak.
A 35. klonban 1év8 HCV cDNS-beiktatds 3’-vége at-
fedi a 37b. klonban 1évé 207-269. nukleotidokat
(vesd Ossze az 5., 8. és 10. abrakat). fgy a 35. klonban
1év8 cDNS-beiktatas atfogja a 36. és 37b. eredetd pri-
merek szekvencigja kozti teriilet egy részét, és alkal-
mas vizsgalomintaként azokhoz az amplifikalt szek-
vencidkhoz, amelyek ezeket a primereket magukban
foglaljak.

A majmintdkbo6l szarmazd RNS elemzését a fenti
munkamenet szerint végezziik mind a primerek, mind a
vizsgalomintak készletét alkalmazva. Az NANBH-ban
szenvedd harom csimpanz majabol valé RNS pozitiv
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hibridizacios eredményeket mutat a vart méretd (161 és
586 nukleotid a 81.-nél, illetve 36. és 37b.-nél) amp-
lifikalt szekvencidkra, mig a kontrollcsimpéanzok nega-
tiv hibridizaciés eredményeket mutatnak. Ugyanezeket
az eredményeket érjiik el akkor is, amikor a kisérletet
héromszor megismételjiik.

A plazmabol vald nukleinsavak és RNS elemzésé-
hez szintén a fenti munkamenetet alkalmazzuk, a 81.
klonbodl szarmazé primereket és vizsgalomintat alkal-
mazva. A plazmak az aldbbiak: két, NANBH-ban
szenvedd csimpanzbol vald plazma, egy kontrollcsim-
panzbol valé plazma, és kontrollcsimpanzbdl Gssze-
gytjtott plazma. Mindkét NANBH-plazma olyan nuk-
leinsavakat/RNS-eket tartalmaz, amelyek pozitiv ered-
ményeket adnak a PCR-amplifik4cios vizsgalatban,
mig mindkét kontrollplazma negativ eredményeket
nyujt.

Radioimmunesszé HCV-antitestek kimutatasdra fer-
t6zott egyénekbdl valo szérumokban

Szilard fazisi radioimmunesszét fejlesztiink ki
HCV-antigének ellen antitestek kimutatdsara, Tsu és
Herzenberg (1980) kozleménye alapjan. Mikrotitralo-
lemezeket (Immulon 2, Removawell csikok) burko-
lunk be HCV-epitdpokat tartalmazo tisztitott polipep-
tidekkel. A burkolt lemezeket vagy huménszérum-
mintikkal inkubaljuk, amelyekrdl feltételezhetd, hogy
HCV-epitopok elleni antitesteket tartalmaznak, vagy
megfelelé kontrollokkal inkubaljuk. Az inkubélas so-
ran az antitest, ha van jelen, immunolégiailag kotddik
a szilard fazist antigénhez. A nem kotott anyag eltadvo-
litdsa és a mikrotitralolemezek mosasa utan humén an-
titest—NANBV-antigén komplexeket mutatunk ki 125]-
vel jelzett jun-anti-human immunglobulinnal végzett
inkubalassal. A nem kotott jelzett antitestet leszivéassal
eltavolitjuk, és a lemezeket mossuk. A radioaktivitast
az egyes lregekben mérjiik; a kotdétt human anti-HCV-
antitest mennyisége aranyos az tiregben 1€v6 radioakti-
vitassal.

A SOD-NANBs;_;_, fuzids polipeptid tisztitdsa

A SOD-NANBs ;, fiaziés polipeptidet, amelyet
rekombinans baktériumokban fejeziink ki, amint ezt
az el@bbiekben leirtuk, a rekombinans E. colibdl a
sejtextraktumok karbamiddal végzett differencial-
extrakcigjaval tisztitjuk, amelyet anion- vagy kation-
cseréld oszlopon végzett kromatografia kovet az alab-
biak szerint.

1 liter tenyészetbdl vald fagyasztott sejteket ujra-
szuszpendalunk 10 ml 20%-os (tdmeg/térfogat) szacha-
rozoldatban, amely 0,01 mol/l trisz.HCI-t (pH 8,0) tar-
talmaz, és 0,4 ml 0,5 mol/l-es EDTA-oldatot (pH 8,0)
adunk hozza. 5 perces allas utan 0 °C hémérsékleten a
keveréket 4000xg-nél 10 percig centrifugéljuk. Az igy
létrejovo iiledéket 10 mi 25%-os (tomeg/térfogat) sza-
charézban szuszpendaljuk, amely 0,05 moV/1 trisz.HCI-t
(pH 8,0), 1 mmol/l fenil-metil-szulfonil-fluoridot
(PMSF) és 1 mikrogramm/ml pepsztatin A-t is tartal-
maz, majd 0,5 ml lizozimot (10 mg/ml) adunk hozza, és
0 °C hémérsékleten 10 percig inkubaljuk. 10 ml 1%
(térfogat/térfogat) Triton X-100 hozzaadasa utan,
amely 0,05 mol/l trisz.HCI-t (pH 8,0) és 1 mmol/l
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EDTA-t tartalmazo6 oldatban van, a keveréket tovabbi
10 percen 4t inkubaljuk 0 °C hémérsékleten, alkalman-
ként rdzogatva. Az igy létrejovd viszkodzus oldatot ho-
mogenizaljuk olyan médon, hogy hatszor atnyomjuk
steril, 20. kaliberi injekci6s fecskenddn, és centrifugal-
Jjuk 13 000xg-nél 25 percen at. Az iiledékbe vitt anyagot
5 ml 0,01 moV/literes trisz.HCl-ben (pH 8,0) szuszpen-
daljuk, és a szuszpenziot 4000xg-nél centrifugaljuk
10 percen at. Az iiledéket, amely SOD-NANB;_, , fu-
zi6s fehérjét tartalmaz, feloldjuk 5 ml 6 mol/l-es karba-
midban, amely 0,02 mol/l trisz.HCI-t (pH 8,0) és
1 mmol/] ditiotreitolt tartalmazé oldatban (,,A” puffer)
van, és ezt ,A” pufferrel kiegyensilyozott Q-Sepharose
Fast Flow oszlopra taplaljuk. A polipeptideket ,,A” puf-
ferben 1évé 0,0~0,3 mol/l NaCl linedris gradienssel
eludljuk. Az eludlds utan a frakciokat poliakrilamidgél-
elektroforézissel elemezziik SDS jelenlétében, hogy
meghatérozzuk SOD—NANB; | ;-tartalmukat. Az ezt a
polipeptidet tartalmazé frakcidkat 8sszegydjtjiik, és dia-
lizaljuk 0,02 mol/l natrium-foszfat-puffert (pH 6,0) és
1 mmol ditiotreitolt tartalmaz6 oldatban (,,B” puffer)
1évé 6 mmol/l karbamiddal szemben. A dializalt mintét
B’ pufferrel kiegyensulyozott S-Sepharose Fast Flow
oszlopra taplaljuk, és a polipeptideket ,,B” pufferben
1évé 0,0-0,3 mol/l NaCl linearis gradiensével eludljuk.
A frakciokat poliakrilamidgél-elektroforézissel elemez-
ziik SOD-NANB;_,; jelenlétére, és a megfeleld frakci-
okat 6sszegytijtjiik.

A SOD-NANBsg_ | -polipeptid végsé készitményét
elektroforézissel megvizsgaljuk poliakrilamid gélen
SDS jelenlétében. E szerint az elemzés szerint a készit-
mény tisztasaga 80%-nal tobb.

A SOD—NANBg, fuzios polipeptid tisztitdsa

A SOD-NANBy, fuziés polipeptidet, amelyet
rekombinans baktériumokban fejeziink ki, amint ezt az
elébbiekben leirtuk, a rekombinans E. colibdl a sejtext-
raktumok karbamiddal végzett differencialextrakcioja-
val tisztitjuk, amelyet anion- vagy kationcserélé oszlo-
pon végzett kromatografia kovet, azt a munkamenetet
alkalmazva, amelyet a SOD-NANB, , , fiiziés poli-
peptid izolalasanal leirtunk.

A SOD-NANBg,-polipeptid végsé készitményét
elektroforézissel megvizsgaljuk poliakrilamid gélen
SDS jelenlétében. E szerint az elemzés szerint a készit-
mény tisztasaga 50%-nal tobb.

HCV-epitopok elleni antitestek kimutatdsa szilard
Jfazisu radioimmunesszével

32 betegbdl, akikrdl azt diagnosztizalték, hogy
NANBH-ban szenvednek, szdrmazd szérummintat
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elemziink radioimmunesszével (RIA), hogy meghata-
rozzuk, a SOD-NANBs_ ., és SOD-NANBg, fuzids
polipeptidekben jelen 1évé HCV-epitopok elleni anti-
testek kimutathatok-e.

Mikrotitralélemezeket burkolunk be olyan
SOD-NANB;__-gyel vagy SOD—-NANBg,-gyel, ame-
lyet részlegesen megtisztitottunk az el3z8 fejezetekben
leirtak szerint. A vizsgalatokat az alabbiak szerint hajt-
juk végre.

0,1-0,5 mikrogramm SOD-NNABs_ -et vagy
SOD—-NANBg, -et tartalmazo 100 mikroliteres alikvo-
tokat, amelyek 0,125 mol/l-es Na-borat-puffert (pH
8,3) és 0,075 mol/l NaCl-t tartalmazé oldatban (BBS)
vannak, adunk egy mikrotitraldlemez (Dynatech Im-
mulon 2, Removawell csikok) egyes liregeihez. A le-
mezt 4 °C hémérsékleten inkubaljuk egy éjszakén 4t
nedves kamraban, amely utan a fehérjeoldatot eltavo-
litjuk, és az iireget haromszor mossuk 0,02% Triton
X—-100-at tartalmazé BBS-sel (BBST). Abbdl a cél-
bol, hogy megel6zzik a nem fajlagos kotéseket, az
iiregeket szarvasmarha-szérumalbuminnal (BSA) bur-
koljuk BBS-ben lévé BSA 5 mg/ml-es oldatabol
100 pl hozzaadéséaval, amelyet 1 6rds inkubélas kovet
szobahOmérsékleten; ez utdn az inkubdalas utan a
BSA-oldatot eltavolitjuk. A burkolt tiregekben 1év6
polipeptideket reagéltatjuk szérummal olyan médon,
hogy 1:100 aranyban 0,01 mol/l1 Na-foszfat-puffert
(pH 7,2) és 0,15 mol/l NaCl-t tartalmazd oldattal
(PBS) — amely még 10 mg/ml BSA-t is tartalmaz —
higitott szérummintabo6l 100 mikrolitert adunk hozza,
€és a szérumot tartalmazo tregeket 1 Oran at inkubal-
juk 37 °C hémérsékleten. Inkubalas utdn a szérum-
mintakat leszivatassal eltavolitjuk, és az iiregeket ot-
szor mossuk BBST-vel. A fuzids polipeptidekhez ko-
tott anti-NANB;_ |, és anti-NANBg,-et a 125]-vel jel-
zett F’(ab), juh-anti-human IgG kotésével hatiroz-
zuk meg a beburkolt iiregekhez. A jelzett vizsgals-
minta 100 mikroliteres alikvotjait (fajlagos aktivitas
5—20 mikrocurie/mikrogramm) hozzaadjuk az egyes
iiregekhez, és a lemezeket 37 °C hémérsékleten
1 6réan 4t inkubaljuk, ezt koveti a folosleges vizsgalo-
minta eltavolitasa leszivatassal, és 5 mosis BBST-vel.
Az egyes liregekben kotott radioaktivitds mennyiségét
olyan szamlaloban (counter) mérjiik, amely gammasu-
garzast mutat ki.

Az anti-NANBg_;_; ¢és anti-NANBy, kimutatasanak
eredményeit NANBH-ban szenvedd egyénekben az 1.
tablazatban mutatjuk be.

1. tablazat
Anti-5-1-1. és anti-81. kimutatasa NANB, HAV és HBV hepatitises betegek szérumaiban

Beteg-referenciaszam Diagnozis S/N Anti-81.
Anti-5-1-1.
1.28! Kronikus NANB, IVD? 0,77 420
Kronikus NANB, IVD 1,14 5,14
Kronikus NANB, IVD 2,11 4,05
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1. tablazat (folytatads)

Beteg-referenciaszim Diagnézis S/N Anti-81.
Anti-5-1-1.

2201 AVH?, NANB, sz6rvanyos 1,09 1,05

Kronikus, NANB 33,09 11,39

Krénikus, NANB 36,22 13,67

3.30! AVH, NANB, IVD 1,90 1,54

Krénikus NANB, IVD 34,17 30,28

Krdonikus NANB, IVD 32,45 30,84

431 Kroénikus NANB, PT4 16,09 8,05

5.321 Kés6i AVH NANB, IVD 0,69 0,94

Kés6i AVH NANB, IVD 0,73 0,68

6.331 AVH, NANB, IVD 1,66 1,96

AVH, NANB, IVD 1,53 0,56

7.341 Kronikus NANB, PT 34,40 7,55

Kroénikus NANB, PT 45,55 13,11

Kronikus NANB, PT 41,58 13,45

Kronikus NANB, PT 4420 15,48

8.351 AVH, NANB, IVD 31,92 31,95

Most ,.gy6gyult” NANB, AVH 6,87 4,45

9.36 Késéi AVH NANB PT 11,84 5,79

10.37 AVH NANB, IVD 6,52 1,33

11.38 Kés6i AVN NANB, PT 39,44 39,18

12.39 Kroénikus NANB, PT 4222 37,54

13.40 AVH, NANB, PT 1,35 1,17

1441 Krénikus NANB, PT 0,35 0,28

15.42 AVH, NANB, IVD 6,25 2,34

16.43 Kronikus NANB, PT 0,74 0,61

17.44 AVH, NANB, PT 5,40 1,83

18.45 Kronikus, NANB, PT 0,52 0,32

19.46 AVH, NANB 23,35 4,45

20.47 AVH, , A” tipus 1,60 1,35

2148 AVH, ,A” tipus 1,30 0,66

2249 AVH, ,,A” tipus 1,44 0,74

23.50 Jelenleg gyogyult AVH, ,,A” tipus 0,48 0,56

2451 AVH, ,,A” tipus 0,68 0,64

Gybgyult AVH, ,A” tipus 0,80 0,65

25.52 Most gyégyult AVH, ,,A” tipus 1,38 1,04

Most gyogyult AVH, ,,A” tipus 0,80 0,65

26.53 AVH, ,A” tipus 1,85 1,16

Most gyégyult AVH, ,,A” tipus 1,02 0,88

27.54 AVH, ,,A” tipus 1,35 0,74

28.55 Késéi AVH, HBV 0,58 0,55
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1. tablazat (folytatas)

Beteg-referenciaszam Diagnoézis S/N Anti-81.
Anti-5-1-1.
29.56 Krénikus HBV 0,84 1,06
30.57 Késéi AVH, HBV 3,20 1,60
31.58 Kronikus HBV 0,47 0,46
32.591 AVH, HBV 0,73 0,60
Gyégyult AVH, HBV 0,43 0,44
33.60! AVH, HBV 1,06 0,92
Gydgyult AVH, HBV 0,75 0,68
34.61! AVH, HBV 1,66 0,61
Gyégyult AVH, HBV 0,63 0,36
35.621 AVH, HBV 1,02 0,73
Gyogyult AVH, HBV 0,41 0,42
36.63! AVH, HBV 1,24 1,31
Gyogyult AVH, HBV 1,55 0,45
37.641 AVH, HBV 0,82 0,79
Gyogyult AVH, HBV 0,53 0,37
38.65! AVH, HBV 0,95 0,92
Gyogyult AVH, HBV 0,70 0,50
39.66! AVH, HBV 1,03 0,68
Gyégyult AVH, HBV 1,71 1,39

! Szérum-sorozatmintak, amelyek ezekbd! a betegekbdl rendelkezésre allnak

21VD=Intravénas gyogyszeralkalmazok
3 AVH=Akut virushepatitis
4 PT=Transzfiizi6 utin

Amint az 1. tablazatbol lathato, a 32 szérum kéziil,
amelyek NANBH-ban szenved§ betegnek diagnosztizalt
betegekbdl szdrmaznak, 19 pozitiva SOD—NANBg | -
ben és SOD—NANBg-ben jelen 1évé HCV-epitopok el-
len irdnyuld antitestek szempontjabol.

Azok a szérummintak azonban, amelyek pozitivak, im-
munoldgiailag nem egyforman reaktivak SOD—NANB:s .
1-gyel és SOD-NANBg,-gyel. Az 1. szamil betegbdl
valo szérummintdk pozitivak SOD-NANBy,re, de
SOD-NANBg ,_;-r¢ nem. A 10., 15. és 17. szamu
betegekbS8l szdarmazé szérummintak pozitivak
SOD-NANB; | -re, de SOD-NANBg,-re nem. A 3., 8.,
11. és 12. betegekbdl szarmazd szérummintak egyfor-
man reagalnak mindkét fizids polipeptiddel, miga2.,4.,
7. és 9. betegekbdl szdrmazd szérummintak 2-3-szor
erésebb reakciot mutatnak SOD-NANBs ; ,-hez, mint
SOD-NANBg;-hez. Ezek az eredmények azt sugalljak,
hogy az NANB;s_,, és NANBy, legalabb 3 kiilonb6zo
epitopot tartalmaznak, azaz lehetséges, hogy az egyes
polipeptidek legalabb 1 egyedi epitopot tartalmaznak, és
hogy a két polipeptid legalabb 1 polipeptiden osztozik.

A szilard fazisu RIA fajlagossaga NANBH-ra

A szilard fazisi RIA-vizsgédlatok fajlagossagat
NANBH-ra ugy vizsgaljuk, hogy a vizsgalatot elvégez-
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ziik HAV-val vagy HBV-vel fert6zott egyének széru-
man, és kontrollegyének széruman. A részlegesen tiszti-
tott SOD-NANB;_;_j-et és SOD—NANBg, -et alkalmazé
vizsgalatokat 1ényegében ugy hajtjuk végre, amint ezt
egy korabbi fejezetben leirtuk, azzal a kivétellel, hogy a
szérum olyan betegekbdl valo, akikrdl elézéleg diag-
nosztizaltak, hogy HAV-ban vagy HBV-ben szenved-
nek vagy olyan egyénekbdl valo, akik vérbankban vér-
adok. A HAV-val és HBV-vel fertézott betegekbdl valo
szérumokhoz tartozo eredményeket az 1. tablazatban ad-
juk meg. A RIA-vizsgilatot 11 HAV-val fert6ztt beteg-
szérummintat és 20 HBV-vel fert6zott betegszérummin-
tat alkalmazva hajtjuk végre. Amint az 1. tablazatban
bemutatjuk, ezeknek a szérumoknak egyike sem alakit ki
pozitiv immunolégiai reakciot a BB—NANBV-epitopo-
kat tartalmaz6 fazios polipeptidekkel.

Az NANB; , ;-antigént tartalmazé RIA-vizsgalato-
kat kontrollegyénekbdl valé szérum immunolégiai reak-
tivitasanak meghatdrozasara alkalmazzuk. A normalis
véradé-populaciobol kapott 230 szérummintabdl csak
2 adott pozitiv eredményt a RIA-vizsgalatban (adatokat
nem mutatunk be). Lehetséges, hogy az a két vérado,
akikbdl ezek a szérummintdk szarmaznak, korabban ki
volt téve HCV-nek.
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Az NANBs_,_; reaktivitisa az NANBH-fertézés sordn Az eredmények, amelyeket a 2. tiblazatban muta-
Az anti-NANB;_;_;-antitestek jelenlétét 2 beteg és tunk be, azt mutatjak, hogy csimpanzoknél és embe-
4 csimpanz NANBH-fert6zésének menete soran kovet- reknél anti-NANB;_; ,-antitesteket mutatunk ki az
jik RIA-vizsgélatot alkalmazva. Ezenkiviil a RIA-vizs- NANBH-fert6zés akut fazisanak beindulasat kovetden.
galatot arra is alkalmazzuk, hogy meghatarozzuk azanti- 5 Nem mutatunk ki anti-NANB;_;_,-antitesteket HAV-val
NANB:; ., jelenlétet vagy hidnyat a HAV- és HBV-fer- vagy HBV-vel fert6zott csimpanzokbdl vald szérum-

t8zes menete soran fertdzott csimpanzokban.

mintékban. fgy ezek az anti-NANB; | ;-antitestek szol-
galnak markerként a HCV-vel fert6zott egyénekhez.

2. tablazat

Szérumkonverzio6 hepatitisbetegekbdl és csimpanzokbdl valé egymas utani szérummintakban, 5-1-1. antigént

alkalmazva
Beteg/csimpanz A minta datuma (nap) Hepatitisvirus Anti-5-1-1. Alt
(0=az inokulalas napja) (S/N) (mw/ml)
29. beteg T* NANB 1,09 1180
T+180 33,89 425
T+280 36,22 -
30. beteg T NANB 1,90 1830
T+307 34,17 290
T+799 32,45 276
1. csimpanz 0 NANB 0,87 9
76 0,93 71
118 23,67 19
154 32,41 -
2. csimpanz 0 NANB 1,00 5
21 1,08 52
73 4,64 13
138 25,01 -
3. csimpanz 0 NANB 1,08 8
43 1,44 205
53 1,82 14
159 11,87 6
4. csimpanz -3 NANB 1,12 11
55 1,25 132
83 6,60 -
140 17,51 -
S. csimpanz 0 HAV 1,12 4
25 1,25 147
40 6,60 18
268 17,51 5
6. csimpénz -8 HAV 0,85 -
15 - 106
41 0,81 10
129 1,33 -
7. csimpanz 0 HAV 1,17 7
22 1,60 83
115 1,55 5
139 1,60 -
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2. tabldzat (folytatds)

Bcteg/csimpanz A minta datuma (nap) Hepatitisvirus Anti-5-1-1. Alt
(0=az inokulalas napja) (S/N) (mwml)
8. csimpanz 0 HAV 0,77 15
26 1,98 130
74 1,77 8
205 1,27 5
9. csimpanz -290 HBV 1,74 -
379 9,29 9
435 2,77 6
10. csimpanz 0 HBV 2,35 8
111-118 96-155
(gyiijtemény) 274 (gylijtemény)
205 2,05 9
240 1,78 13
11. csimpéanz 0 HBV 1,82 11
28-56 8§-100
(eyijtemény) 126 (eyiijtemény)
169 - 9
223 0,52 10

* =a kezdeti mintavétel napja

NANB;. ;. elleni poliklondlis szérumantitestek tisztitdsa

A SOD-NANBg_;_-polipeptid fajlagos immunold-
giai reaktivitasa alapjan az NANBH-ban szenvedd bete-
gekbdl vald szérummintakban 1évé antitestekkel eljarast
fejlesztiink ki olyan szérum-antitestek tisztitisara, ame-
lyek immunolégiailag reagalnak az NANB;__;-ben 1év4
epitdppal vagy epitopokkal. Ez az eljaras affinitaskro-
matografiat hasznal. Tisztitott SOD—NANBs_,_; polipep-
tidet oldhatatlan hordozdanyaghoz régzitiink; a rogzités
olyan, hogy az immobilizalt polipeptid megérzi affinita-
sat az NANB;_|; elleni antitesthez. A szérummintaban
1évS antitestek abszorbedlédnak a matrixhoz kotott
polipeptidhez. A mosas utan, amelynek az a célja, hogy
eltdvolitsuk a nem fajlagosan kotott anyagokat és nem
kotdtt anyagokat, a kotott antitesteket kiszabaditjuk a
kotott SOD—HCV-polipeptidbdl a pH megvaltoztatisa-
val és/vagy kaotrop reagensekkel, példéul karbamiddal.

Kotott SOD—NANBq__j-et tartalmazé membranokat
készitlink az alabbiak szerint. Nitro-celluléz-membrant
(2,1 cm-es Sartorius, 0,2 mikron pérusmérettel) mosunk
haromszor 3 percig BBS-sel. A SOD-NANBs,, a
membranhoz kotédik a tisztitott készitmény inkubala-
sdval BBS-ben szobah6mérsékleten 2 6ran at; egy masik
eljaras szerint ezt 4 °C hémérsékleten inkubaljuk egy
¢)szakan at. A nem kotdtt antigént tartalmazd oldatot
eltavolitjuk, és a sz(irt haromszor mossuk BBS-sel, mo-
sasonként 3 percig. A membranon megmaradé aktiv he-
lyeket BSA-val blokkoljuk 5 mg/ml BSA-oldattal
30 percen at vegzett inkubalassal. A folosleges BSA-t a
membran moséasaval tavolitjuk el, BBS-sel 6tszor és
desztillalt vizzel haromszor mosva. A virusantigént és
BSA-t tartalmazé membrant azutan 0,05 mol/l glicin-
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hidrokloridot (pH 2,5) és 0,10 mol/t NaCl-t tartalmazé
oldattal (GlyHCI) 15 percig kezeljiik, majd harom percig
mossuk PBS-sel.

Poliklonélis anti-NANB;_,_;-antitesteket izolalunk
olyan moédon, hogy a fuziés polipeptidet tartalmazé
membréanokat inkubaljuk NANB-vel fert6z6tt egyének-
bol szarmazd szérummal 2 6ran at. Az inkubalas utan a
sziirbket mossuk 0tszor BBS-sel és kétszer desztillalt
vizzel. A kotott antitesteket azutan az egyes sziir6krol
eludljuk 6tszoér GlyHCl-lel, elucioként 3-3 percig. Az
eluatumok pH-jat 8-ra allitjuk be, az egyes eluatumokat
2,0 mol/l-es trisz.HCI-t (pH 8,0) tartalmazé kémcsében
gyljtve. Az anti-NANB;_;_j-antitest kinyerése affini-
taskromatografia utan mintegy 50%.

A kotott virusantigént tartalmazoé nitro-celluloz-
membréanokat tobbszor felhasznalhatjuk észrevehet
csokkenés nélkiil a k6tési kapacitasban. Abbol a célbol,
hogy a membrant (jbol alkalmazzuk, miutan az antites-
teket elualtuk, a membranokat haromszor harom percig
mossuk BBS-sel. Ezeket azutan BBS-ben taroljuk 4 °C
hémérsekieten.

HCV-részecskék befogasa fertozott plazmabol, tisz-
titott human poliklondlis anti-HCV-antitesteket alkal-
mazva, a befogott részecskékben lévé nukleinsavak hib-
ridizalasa HCV ¢DNS-hez

A HCV-részecskék befogdsa fertozott plazmabol,
human poliklondlis anti-HCV-antitesteket alkalmazva

Egy NANBH-ban szenved§ csimpanz fert6zott plaz-
méjaban jelen 1évé fehérje-nukleinsav komplexeket izo-
lalunk, olyan tisztitott human poliklonalis anti-HCV-an-
titesteket alkalmazva, amelyek polisztirolgyéngyokhoz
vannak kotve.
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Poliklondlis anti-NANB;_, ;-antitesteket tisztitunk
egy NANBH-ban szenved6 ember szérumabdél, az 5-1-1.
klénban kodolt SOD-HCV-polipeptidet alkalmazva.
A tisztitsi eljardst a korabbiakban leirtuk.

A tisztitott anti-NANB;_,_-antitesteket polisztirol-
gyongyokhoz [Va” (~0,64 cm) 4tmérg, tikkorfényes felii-
let, Precision Plastic Ball Co., Chicago, Illinois] kétjitk
szobahémérsékleten inkubdlva egy éjszakéan &t 1 ml an-
titesttel [1 mikrogramm/ml borattal pufferolt fiziologids
konyhasodoldatban (pH 8,5)]. Az egy éjszakén at végzett
inkubalast kovetéen a gyongyoket mossuk egyszer
TBST-vel [50 mmol/l trisz.HCI (pH 8,0), 150 mmol/l
NaCl, 0,05% (térfogat/térfogat) Tween 20}, majd olyan,
foszfattal pufferolt fizioldgids konyhasooldattal (PBS),
amely 10 mg/m] BSA-t is tartalmaz.

Kontrollgydngydket készitiink azonos médon, azzal
a kivétellel, hogy a tisztitott anti-NANB;_;_j-antiteste-
ket teljes humén immunglobulinnal helyettesitjiik.

A HCV befogasat NANBH-val fertdzott csimpanz-
plazmabdl a gydngyokhoz kotott anti-NANB,_ -t al-
kalmazva a kovetkezGképpen hajtjuk végre. Egy
NANBH-val fertdzott csimpanzbol valo plazmat alkal-
mazunk, amelyet az eldz6ekben mar leirtunk. Az
NANBV-vel fert6zott csimpanzplazma egy alikvotjat
(1 ml) inkubaljuk 3 o6ran at 37 °C hémérsékleten 5-
5 gyonggyel, amelyek vagy anti-NANB;_,_;-antitestek-
kel, vagy kontroll-immunglobulinokkal vannak bevon-
va. A gyongyoket haromszor mossuk TBST-vel.

Nukleinsavak hibridizaldsa a befogott részecskék-
ben NANBV-cDNS-hez

Az anti-NANBs_,_-gyel befogott részecskékbdl ki-
bocsatott nukleinsavkomponenseket a 81. klonbdl szar-
mazd HCV c¢DNS-hez hibridizaljuk.

HCV-részecskéket fogunk be NANBH-val fert6zott
csimpanzplazmabol, amint ezt az el6zdekben leirtuk.
Abbdl a célbdl, hogy a részecskékbdl a nukleinsavakat
kiszabaditsuk, a mosott gyongyoket 60 percig inkubal-
juk 37 °C hémérsékleten 0,2 ml/gydngy oldattal, amely
1 mg/ml K-proteinazt, 10 mmol/l trisz.HCI-t (pH 7,5),
10 mmol/l EDTA-t, 0,25% (témeg/térfogat) SDS-t,
10 mikrogramm/ml oldhat6 éleszté RNS-t tartalmaz, és
a feliilusz6 oldatot eltavolitjuk. A feliiliszot fenollal €s
kloroformmal extrahaljuk, és a nukleinsavakat etanollal
kicsapjuk egy éjszakan at —20 °C hémérsékleten.
A nukleinsavcsapadékot centrifugéldssal sszegytjtjiik,
szaritjuk, és feloldjuk 50 mmol/l Hepes-ben (pH 7.5).
Az oldhaté nukleinsavak parhuzamos alikvotjait az an-
ti-NANB;_, -antitestekkel burkolt gyongydkbdl kapott
mintakbol és a teljes human immunglobulint tartalmazo
kontrollgyéngy6kbd] kapott mintdkbol nitro-celluloz-
szlir8kre szlrjiik. A szlir6ket 32P-vel jelzett, hézag-
(nick) transzlatalt, a 81. klonban 1év§ tisztitott HCV
cDNS-fragmentumbél készitett vizsgdlémintaval hibri-
dizaljuk. Az eljarast a vizsgaléminta eldallitdséra és a
hibridizalasra az el6z8ekben leirtuk.

Egy vizsgaldmintaval vizsgalt, az anti-NANB;_;_)-an-
titesteket tartalmazo gyongyokkel befogott részecskékbol
szarmazé nukleinsavakat tartalmazé sziiré autoradio-
gramjat a 40. abran mutatjuk be. Az anti-NANB;_,_,-anti-
testek (A, A,) alkalmazdsaval kapott kivonat tiszta hibri-
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dizalojeleket ad a kontroll-antitestkivonathoz (A, A,) és
a kontroll éleszté RNS-hez (B, B,) viszonyitva. 1 pg,
5 pg és 10 pg tisztitott 81. klon cDNS-fragmentumot tar-
talmaz6 standardokat is mutatunk be a C1-3-ban.

Ezek az eredmények azt demonstraljak, hogy az
NANBH-plazmabdl anti-NANB;_,_;-antitestekkel befo-
gott részecskék olyan nukleinsavakat tartalmaznak, ame-
lyek hibridizélnak a 81. kloénban lévé HCV cDNS-sel, és
igy tovabbi bizonyitékot mutatnak arra nézve, hogy az
ezekben a klénokban 1évé cDNS-ek az NANBH-hoz
tartoz6 etiologiai 4gensbdl szarmaznak.

C100-3 immunologiai reaktivitasa tisztitott anti-
NANB;._;_-antitestekkel

A C100-3 fuzids polipeptid immunologiai reaktivi-
tasat anti-NANB,__-antitestekkel radioimmunesszével
hatdrozzuk meg, amelyben az antigéneket, amelyek szi-
lard fézishoz vannak koétve, tisztitott anti-NANBs_ -
gyel hozzuk 6ssze, és az antigén-antitest komplexet 1251-
vel jelzett juh-anti-human antitestekkel mutatjuk ki.
A C100-3 polipeptid immunologiai reaktivitasat ossze-
hasonlitjuk a SOD—NANB; ;_;-antigén reaktivitasaval.

A C100-3 fuaziés polipeptidet Ugy szintetizaljuk
és tisztitjuk, amint ezt az el6zéekben leirtuk. A
SOD-NANBg_,_; fuziés polipeptidet gy szintetizaljuk
és tisztitjuk, amint ezt az el6z6ekben leirtuk. A tisztitott
anti-NANB;_,_;-antitesteket ugy kapjuk meg, amint ezt
az el6bbiekben leirtuk.

Kiilénb6z8 mennyiségi tisztitott antigén 0,125 mol/l
Na-borat-puffert (pH 8,3) és 0,075 mol/l NaCl-t tartal-
mazo6 oldatban (BBS) 1évé 100 mikroliteres alikvotjait
adjuk egy mikrotitrdlélemez (Dynatech Immulon 2,
Removawell csikok) egyes iiregeibe. A lemezeket egy
¢éjszakan at inkubaljuk nedves kamraban, amely utan a
fehérjeoldatot eltavolitjuk, és az ilregeket haromszor
mossuk 0,02% Triton X-100-at tartalmazé BBS-sel
(BBST). Abbdl a célbol, hogy megakadalyozzuk a nem
fajlagos kotést, az iiregeket BSA-val burkoljuk BSA
5 mg/ml-es, BBS-ben 1évé 100 mikroliteres oldatdnak
hozzaadasaval, amelyet inkubéalds kovet szobahSmér-
sékleten 1 oran at, amely utdn a BSA-oldat foloslegét
eltavolitjuk. A burkolt iiregekben lévé polipeptideket
tisztitott anti-NANB;_,_;-antitestekkel reagaltatjuk 1 mik-
rogramm antitest/lireg hozzaadaséaval, és a mintak 1 ordn
at 37 °C hémérsékleten végzett inkubalasaval. Inkubalas
utin a folosleges oldatot leszivassal eltavolitjuk, és az
iregeket Otszor mossuk BBST-vel. A fuziés polipepti-
dekhez kotott anti-NANB;__-et a 125]-vel jelzett F’(ab),
juh-anti-human IgG kétésével hatarozzuk meg a burkolt
iregekhez. A jelzett vizsgalominta (fajlagos aktivitds:
5-20 mikrocurie/mikrogramm) 100 mikroliteres alik-
votjait adjuk az egyes iiregekhez, és a lemezeket 37 °C
hémérsékleten inkubaljuk 1 6ran at, ezt kéveti a folosle-
ges vizsgalominta eltivolitasa leszivassal €s 5 mosas
BBST-vel. Az egyes iiregekben kotott radioaktivitas
mennyiségét olyan szamlaléban (counter) szamlaljuk,
amely gammasugarzast mutat ki.

A C100 immunoldgiai reaktivitisanak eredményeit,
tisztitott anti-NANBs_, -gyel Osszehasonlitva az
NANB;,; reaktivitdsaval, a tisztitott antitestekkel, a 3.
tablazatban mutatjuk be.
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3. tablazat
C100-3 immunoldgiai reaktivitasa dsszehasonlitva NANB; |_|-reaktivitassal, immunesszével mérve

RIA (cpm/essze)
AG (ng)
400 320 240 160 60 0
NANB; 7332 6732 4954 4050 3051 57
C100-3 7450 6985 5920 5593 4096 67
A 3. tablazat eredményei azt mutatjak, hogy az anti- 4. tablazat
NANB;_ |, felismer egy epitopot a C100-3 polipeptid
C100 részében. Igy az NANB,_ || és a C100 osztozik sor A B
kozos.?pxtopon vagy epitopokon. Ag 'eredmenyek 'a'zt ) HCV-genom "
sugalljéak, hogy az ezt az NANBV-¢pitopot vagy epito- 15
pokat kodolé cDNS-szekvencia olyan, amely jelen van 2 - *
mind az 5-1-1., mind a 81. klénban. 3 * 81. cDNS
A HCV jellemzése 4 * 81. cDNS
A HCV-genom elagazottsaganak jellemzése .
A HCV-genomot eldgazottsagat illetSen gy jelle- 20 *lenemirtminta

mezziik, hogy izolaljuk az anti-NANB; _-antitesttel
burkolt polisztirolgyéngyokon befogott részecskékbdl a
nukleinsavfrakciot, és meghatarozzuk, vajon az izolalt
nukleinsav a HCV ¢DNS plusz és/vagy minusz szaléval
hibridizal.

A részecskéket HCV-vel fertézott csimpanzplazma-
bol fogjuk be immun-tisztitott anti-NANB;_,_;-antitesttel
burkolt polisztirolgyongyoket alkalmazva. A részecskék
nukleinsavkomponensét kiszabaditjuk, és 3 ml nagy
titerd plazmaval ekvivalens izolélt genom nukleinsav
alikvotokat visziink fel foltként nitro-celluléz-sziirkre.
Kontrollként 81. klonbol (2 pikogramm) szdrmazé dena-
turdlt HCV cDNS alikvotjait is felvissziik ugyanazokra a
sziirkre. A sziir6ket HCV c¢cDNS-bdl klénozott egysza-
i DNS plusz vagy minusz szélainak 32P-vel jelzett ke-
verékével vizsgaljuk at; a cDNS-eket a 40b., 81. és 25c.
klonokbol metssziik ki.

Az egyszali vizsgalomintakat a HCV c¢DNS-ek
EcoRI-gyel végzett kimetszésével kapjuk meg a 91,
40b. és 25c. klonokbol, majd a cDNS-fragmentumok
M13 vektorokba, pontosabban mp18 és mp19 vektorok-
ba [Messing (1983)] valdé klonozasaval. Az M13 klo-
nokat szekvenciaelemzésnek vetjiik ald, hogy meghata-
rozzuk, vajon ez a HCV cDNS-ekbdl szarmazd DNS
plusz vagy minusz szalat tartalmazza. A szekvencia-
elemzést Sanger és munkatarsai didezoxi-lanctermina-
cios eljarasaval (1977) végezzik.

A befogott részecskékbdl izolalt HCV-genom alik-
votjait tartalmaz6 parhuzamos sziirfk egyes készleteit a
HCV ¢DNS-ekb8l szdrmazé plusz vagy minusz széla
vizsgalomintakkal hibridizaljuk. A 41. dbra mutatja be a
NANBYV genomnak a 81., 40b. és 25c. klénokbdl szar-
mazd vizsgalomintik keverékével végzett atvizsgaldsa-
val kapott autoradiogramokat. Ezt a keveréket hasznal-
juk arra a célra, hogy noveljiik a hibridizaciés vizsgalat
érzékenységét. Az 1. panelban 1év6 mintdkat a pluszszal-
vizsgalominta keverékével hibridizaljuk. A II. panelban
1évé mintakat a minuszszal-vizsgaléminta keverékével
hibridizaljuk. A mintdk &sszeallitdsat az immunfoltvizs-
galat paneljeiben a 4. tdblazatban mutatjuk be.
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Amint a 41. dbra eredményeibdl lathatd, csak a mi-
nusz szal DNS-vizsgalominta hibridizal az izolalt
HCV-genommal. Ez az eredmény, azzal az ered-
ménnyel egyiitt, amely azt mutatja, hogy a genom érzé-
keny RN-dzra, de nem érzékeny DN-azra, azt sugallja,
hogy az NANBYV genomja pozitiv szald RNS.

Ezek az adatok ¢s mas laboratériumok adatai a felté-
telezett NANBV-k fizikokémiai tulajdonsdgait illetGen
egybevagnak azzal a lehetdséggel, hogy a HCV a
Flavivirodae tagja. Az a lehet3ség sincs azonban kizar-
va, hogy a HCV a virusdgensek 0j csalddjat képviseli.

Szekvenciak kimutatdsa befogott részecskékben,
amelyek PCR-rel amplifikalva a 81. klonbol szarmazo
HCV ¢DNS-hez hibridizalnak

A befogott részecskékben 1évé RNS-t Ggy kapjuk
meg, amint ezt az el6zéekben leirtuk. Azokhoz a szek-
venciakhoz, amelyek a 81. klonbdl szdrmazé HCV
cDNS-hez hibridizalnak, az elemzést a PCR-amplifi-
kacids eljarast alkalmazva hajtjuk végre, amint ezt a
korabbiakban leirtuk, azzal a kiilonbséggel, hogy a hib-
ridizacids vizsgalominta a 81. klon ¢cDNS-szekvencia-
bdl szarmazo, kinazzal kezelt oligonukleotid. Az ered-
mények azt mutatjak, hogy az amplifikalt szekvencidk
hibridizalnak a 81. klon eredetii HCV cDNS-vizsgalo-
mintaval.

Homologia a Dengue Flavivirus (MNWWVDI) nem
szerkezeti feherjéje és a 14i.—39c. klonok egyesitett
ORF-je altal kodolt HCV-polipeptidek kozétt

A 14i.—39c. klénok kombinalt HCV cDNS-ei egy
folyamatos ORF-et tartalmaznak, amint ezt a 26. dbran
bemutatjuk. Az ebben koédolt polipeptidet szekvencia-
homologidra elemezziik a Dengue Flavivirusban
(MNWWYVDI) lévé nem szerkezeti polipeptid vagy po-
lipeptidek teriiletével. Az elemzés a Daghoff-fehérje
adatbazisokat alkalmazza, és szamitogéppel végezziik.
Ezeket az eredményeket a 42. abran mutatjuk be, ahol a
() jel pontos homoldgiat jelent, és a (.) jel konzervativ
helyettesitést jelez a szekvencidkban; a szaggatott vona-
lak a szekvencidba beiktatott térkézoket jelzik, hogy a
legnagyobb homolégiat érjiik el. Amint az 4brabol latha-
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t6, jelents homoldgia van a HCV ¢DNS-ben kodolt
szekvencia és a Dengue-virus nem szerkezeti polipep-
tidje vagy polipeptidjei k6zott. A 42. 4bran bemutatott
homolégian kiviil a cDNS 3’-vége felé 1évé teriiletben
kédolt polipeptidszegmens elemzése szintén mutat olyan
szekvencidkat, amelyek homoldgok a Dengue-poli-
merazban 1év6 szekvencidkhoz. Ennek kévetkezménye
az a felfedezés, hogy a hiteles Gly—Asp—Asp (GDD)
szekvencia, amelyrd! ugy gondoljuk, hogy nélkiilézhe-
tetlen az RNS-fliggé RNS-polimerdzokban, megtal4lha-
t6 a HCV c¢DNS-ben kodolt polipeptidben, olyan elhe-
lyezkedésben, amely egybevag a Dengue 2 virusban 1é-
v§ elhelyezkedéssel (adatokat nem mutatunk be).

A HCV—-DNS nem mutathato ki az NANBH-val fer-
tozott szovetekben

Kétféle tanulmany nyujt olyan eredményeket, ame-
lyek azt sugalljak, hogy HCV-DNS nem mutathat6 ki
NANBH-ban szenvedS egyének szoveteiben. Ezek az
eredmények azokkal az eredményekkel egyiitt, amelye-
ket a megfelelS korabbi fejezetekben leirtunk, annak bi-
zonyitékat adjak, hogy a HCV nem DNS-tartalm1 virus,
¢és ennek replikaloddsa nem foglal magdban cDNS-t.

Southern-foltképzési munkamenet

Abbol a célbdl, hogy meghatirozzuk, vajon az
NANBH-val fert6zott csimpanzmadj tartalmaz-e
HCV-DNS-t (vagy HCV cDNS-t), az ebbdl a forrasbol
izolalt DNS restrikciés enzimes fragmentumait Sou-
thern-foltképzésnek vetjiik ala, és a foltokat 32P-vel jel-
zett HCV cDNS-sel vizsgéljuk at. Az eredmények azt
mutatjdk, hogy a jelzett HCV cDNS nem hibridizal a
fertézott csimpanzmajbol vald, foltra vitt DNS-sel. Ez-
zel ellentétben egy pozitiv kontrollban a béta-interferon
jelzett vizsgalomintja erGsen hibridizal restrikcids en-
zimmel emésztett human méhlepény eredeti DNS Sou-
thern-foltjaihoz. Ezeket a rendszereket arra tervezziik,
hogy kimutassuk annak a génnek egyedi masolatat,
amely a jelzett vizsgalémintdval kimutatando.

DNS-t izoldlunk két, NANBH-ban szenvedd csim-
panz méjabol. Kontroll DNS-eket izolalunk nem fert6zétt
csimpanz majabol és huméan méhlepénybdl. Ez az eljaras
DNS kivonasdhoz lényegében azonos azzal, amelyet
Maniatis és munkatarsai leirtak (1982), és a DNS-minta-
kat RN-azzal kezeljiik az izolalasi munkamenet soran.

Az egyes DNS-mintikat vagy EcoRI-gyel, Mbol-
gyel vagy Hincll-vel (12 mikrogramm) kezeljiik, a gyar-
tok Otmutatdsai szerint. Az emésztett DNS-t elektro-
forézisnek vetjitk ald 1%-os semleges agardzgéleken,
Southern-foltokat képeziink nitrocellulozon, és a foltra
vitt anyagot hibridizdljuk a megfelel6 hézag- (nick)
transzlatalt vizsgalominta cDNS-sel (3 -106 cpm/ml hib-
ridizacios keverék). A fert6zo6tt csimpanzmajbol és nor-
mal majbol valdo DNS hibridizal a 36. és 81. klénokbol
valo, 32P-vel jelzett HCV cDNS-sel; a human méhle-
pénybdl szdrmaz6 DNS hibridizal a béta-interferon-gén-
bl valo, 32P-vel jelzett DNS-sel. A hibridizalds utin a
foltokat szigoru koriilmények kozott mossuk, azaz olyan
oldattal, amely 0,1xSSC-t és 0,1% SDS-t tartalmaz,
65 °C hémérsékleten.

A béta-interferon-gén DNS-t ugy allitjuk eld, amint
ezt Houghton és munkatarsai leirjak (1981).
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Amplifikacié a PCR-technikdval

Abbol a célbdl, hogy meghatarozzuk, vajon a
HCV-DNS kimutathat6-e NANBH-ban szenvedd csim-
panzok madjaban, a szovetekb6l DNS-t izolalunk, és a
PCR-amplifikacios kimutatasi technikdnak vetjiik ala a
81. klénbél valo HCV cDNS-bél szarmazé primereket
és vizsgalo polinukleotidmintakat alkalmazva. A negativ
kontrollok nem fert6zott HepG2 szovettenyészet-sejtek-
bdl és valésziniileg nem fertGzott huméan méhlepénybél
izolalt DNS-mintdk. A pozitiv kontrollok negativ kont-
roll DNS-ek olyan mintdi, amelyekhez a 81. klonbdl
valé HCV cDNS-beiktatds ismert, viszonylag kis meny-
nyiségét adjuk hozza.

Ezenkiviil abbo! a célbdl, hogy igazoljuk: az azonos,
NANBH-ban szenvedé csimpanzok maéjabél izolalt
RNS-frakciék tartalmaznak a HCV-cDNS vizsgal6-
mintdval komplementer szekvencidkat, a PCR-ampli-
fikacioés kimutatasi rendszert alkalmazzuk az izolalt
RNS-mintakra is.

Ezekben a tanulmanyokban a DNS-t azzal a munka-
menettel izolaljuk, amelyet a kordbbiakban leirtunk, és az
RNS-t Iényegében figy extrahaljuk, amint ezt Chirgwin
¢és munkatarsai (1981) leirtak.

A DNS mintait két fert6zott csimpanz majabol, nem
fertdzott HepG2 sejtekbdl és human méhlepénybdl izo-
laljuk. 1-1 mikrogrammot emésztiink az egyes DNS-ek-
b6l HindIIl-mal a gyarté utmutatdja szerint. Az emész-
tett mintakat PCR-amplifikacionak vetjilkk ala, és az
amplifikalt HCV cDNS-t lényegében ugy mutatjuk ki,
amint ezt az el6zéekben leirtuk, azzal a kivétellel, hogy a
reverz transzkriptdzos 1épést elhagyjuk. A PCR-vizsga-
16mintak és primerek a 81. klén HCV ¢DNS-bél valék,
ezeket a IV.C.3. fejezetben irjuk le. A kibdvités el6tt a
pozitiv kontrollokat, az egyes DNS-ek 1 mikrogrammos
mintdit ,kihegyezziik”, a 81. klénbél izolalt HCV
cDNS-beiktatds 250 molekuldjanak hozzaadasaval.

Abbol a célbol, hogy meghatarozzuk, vajon van-
nak-e jelen HCV-szekvencidk az NANBH-ban szenve-
d6 csimpanzok majabol izolalt RNS-ben, 0,4 mikro-
gramm teljes RNS-t tartalmaz6 mintdkat amplifikacids
munkamenetnek vetjiik ald lényegében gy, ahogyan
ezt a kordbbiakban leirtuk, azzal a kivétellel, hogy a
forditott transzkriptazt elhagyjuk néhény negativ kont-
rollként szolgalé mintabol. A PCR-primerek és vizs-
galomintak azok, amelyek a 81. klon HCV ¢DNS-bol
valdk, amint ezt korabban leirtuk.

Az eredmények azt mutatjak, hogy a HCV cDNS
vizsgadlomintakkal komplementer amplifikalt szekven-
cidk nem mutathaték ki a fert6zott csimpanzmajbol
valé DNS-ekben, és nem mutathatok ki a negativ kont-
rollokban sem. Ezzel ellentétben, amikor azokat a min-
takat, amelyek magukban foglaljdk a fert6zott csim-
panzm4jbol valé DNS-t, a sokszorozis el6tt a HCV
cDNS-sel ,rogzitjiik”, a 81. kléon szekvencidkat az
6sszes pozitivkontroll-mintidban kimutatjuk. Ezenkiviil
az RNS-tanulmanyokban az amplifikalt 81. klén HCV
cDNS-szekvencidkat csak akkor mutatjuk ki, amikor
reverz transzkriptdzt alkalmazunk, er8sen sugallva,
hogy az eredmények nem valamilyen DNS-szennyez6-
dés kovetkezményei.



1 HU 216 017 B 2

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az NANBH-
ban szenved6 csimpanzokb6l valé hepatocitak nem tar-
talmaznak HCV DNS-t, vagy csak ki nem mutathatd
szinten tartalmaznak. A ,rogzitési” tanulméany alapjén,
ha HCV DNS egyaltaldn van jelen, ez sokkal alacso-
nyabb szinten van, mint 0,06 kopia‘hepatocita. Ezzel
ellentében HCV-szekvencidk az ugyanabbdl a majmin-
tabol valo teljes RNS-ben kénnyen kimutathatok a PCR-
technikaval.

ELISA-meghatarozas HCV-fertézésre, vizsgaloanti-
genként HCV C100-3-at alkalmazva

Az 6sszes mintat a HCV C100-3 ELISA-t alkalmaz-
va vizsgaljuk meg. Ez a vizsgalat a HCV C100-3 anti-
gént (amelyet ugy szintetizalunk és tisztitunk, amint ezt
az eldz6ekben leirtuk), és az egér monoklonalis anti-hu-
mén IgG torma-peroxiddz (HRP) konjugatumat alkal-
mazza (gyartd: Ortho Co., Raritan, N. Y. AEA).

A HCV C100-3 antigénnel burkolt lemezeket az
alabbiak szerint allitjuk el6. Burkolopuffert [SO mmol/l
natrium-borat (pH 9,0), 21 ml/lemez, BSA-t (25 mik-
rogramm/ml) és C100—3-at (2,50 mikrogramm/ml)} tar-
talmaz6 oldatot készitiink kozvetleniil a Removawell
Immulon I lemezekhez (Dynatech Corp.) valdé hozza-
adas eldtt. 5 perces keverés utan 0,2 ml/iireg oldatot
adunk a lemezekhez, lefedjiik, és 2 oran at inkubaljuk
37 °C hémérsékleten, amely utan az oldatot leszivassal
eltavolitjuk. Az iiregeket egyszer mossuk 400 mikroliter
mosoépufferrel [100 mmol/l natrium-foszfat (pH 7,4),
140 mmol/l natrium-klorid, 0,1% (tomeg/térfogat) ka-
zein, 1% (tomeg/térfogat) Triton X-100, 0,01% (t6-
meg/térfogat) timerozal]. A mosdoldat eltdvolitisa utan
200 mikroliter/iireg ,,burkolas utani” oldatot [10 mmol/l
natrium-foszfat (pH 7,2), 150 mmol/l natrium-klorid,
0,1% (tomeg/térfogat) kazein és 2 mmol/] fenil-metil-
szulfonil-fluorid (PMSF)] adunk hozza, a lemezeket
szorosan lezarjuk, hogy az elparolgast megakadalyoz-
zuk, és szobahémérsékleten allni hagyjuk 30 percig. Az
iiregeket azutan leszivjuk, hogy az oldatot eltavolitsuk,
¢és szarazra liofilezziik egy €jszakéan at anélkiil, hogy az
kozben felmelegedne. Az igy készitett lemezeket
2-8 °C hémérsékleten leforrasztott aluminiumdobozban
tarolhatjuk.

Abbol a célbdl, hogy az ELISA-meghatarozast végre-
hajtsuk, 20 mikroliter szérummintat vagy kontrolimintat
adunk egy olyan iireghez, amely 200 mikroliter mintahi-
gitot [100 mmol/l natrium-foszfat (pH 7.,4), 500 mmol/l
natrium-klorid, 1 mmol/l EDTA, 0,1% (tomeg/térfogat)
kazein, 0,015% (tomeg/térfogat) timerozal, 1% (to-
meg/térfogat) Triton X—100, 100 mikrogramm/ml élesz-
tékivonat] tartalmaz. A lemezeket leforrasztjuk, és 37 °C
hémérsékleten inkubaljuk 2 oréan at, ezutan az oldatot le-
szivassal eltavolitjuk, és az iregeket 400 mikroliter
mosopuferrel {foszfattal pufferolt fiziologias konyhas6ol-
dat (PBS), amely 0,05% Tween 20-at tartalmaz] mossuk.
A mosott iliregeket 200 mikroliter egér-antihumén
IgG-HRP konjugitummal kezeljiik, amely ,,Ortho”
konjugatum higitoban van [10 mmol/l natrium-foszfat
(pH 7,2), 150 mmol/l natrium-klorid, 50% (térfogat/tér-
fogat) borjiiembrio-szérum, 1% (térfogat/térfogat) hével
kezelt 16szérum, 1 mmol/] K;Fe(CN)g, 0,05% (tomeg/tér-
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fogat) Tween 20, 0,02% (témeg/térfogat) timerozal].
A kezelést 1 Oran at végezziik 37 °C hémérsékleten, az
oldatot leszivassal eltavolitjuk, az tiregeket mosopufferrel
mossuk, amelyet szintén leszivassal tavolitunk el. Abbél
a célbol, hogy meghatérozzuk a kotott enzimkonjugatum
mennyiségét, 200 mikroliter szubsztratumoldatot (10 mg
o-fenilén-diamin-dihidroklorid, 5 ml kifejlesztéoldatban)
adunk hozza. A kifejleszt6oldat 50 mmol/l natrium-cit-
ratot (pH 5,1-re beallitva foszforsavval) és 0,6 mikro-
liter/ml 30%-o0s H,0,-t tartalmaz. A szubsztritumoldatot
tartalmazo6 lemezeket s6tétben inkubaljuk 30 percig szo-
bah8mérsékleten, a reakciét 50 mikroliter/ml 4 n kén-
sav hozzdaddsaval ledllitjuk, és az optikai sflirliségeket
mérjiik.

A késébbiekben bemutatott példak azt mutatjak,
hogy az ELISA-atvizsgdlasra szolgalé mikrotitraldle-
mezek, amelyek a HCV C100-3 antigént alkalmazzak,
nagyfoku fajlagossaggal birnak, amint ezt a reaktivitas
mintegy 1%-os kiindulasi sebessége bizonyitja, mig a
véletlenszeriien kivélasztott donoroknal ez a sebesség
ismételten is csak 0,5%. Ez a vizsgalat képes immunva-
lasz felismerésére mind a fert6zés akut fazisa utan, mind
a betegség kronikus fazisa soran. Ezenkiviil a vizsgalat
képes kimutatni néhany mintat, amelyek az NANBH-ra
vonatkozd mas, kiegészité vizsgalatokban pontszam
szerint negativak; ezek a mintak vagy olyan egyénekbdl
szarmaznak, akik korel6zményében NANBH szerepel-
hetett, vagy olyan donorokbol, akik valamilyen médon
NANBH-étvitelben érintettek.

A példakban az alabbi roviditéseket alkalmazzuk:
ALT alanin-aminotranszferaz
Anti-HBc antitest HBc ellen
Anti-HBsAg antitest HBsAg ellen
HBc hepatitis B belsé antigén
ABsAg hepatitis B feliileti antigén
1gG immunglobulin G
IgM immunglobulin M
NE/I nemzetkozi egység/liter
NA nem all rendelkezésre
NT nem vizsgaltuk
N mintaméret
Neg negativ
oD optikai slriség
Pos pozitiv
S/CO szignal/hatarérték
SD standard eltérés
X atlag
WNL normalis hatarokon beliil

HCV-fertozés véletlenszerii véradok populaciojaban

1056 mintabol (friss szérumok) allo csoportot, amely
véletlenszerien kivalasztott véradoktol szarmazik, ka-
punk az Irwin Memorial Blood Banktél (San Francisco,
Kalifornia). Az ezekb8l a mintakbol kapott vizsgalati
eredményeket hisztogramban Osszegezziik, amely be-
mutatja az OD-értékek eloszlasat (43. abra). Amint a 43.
abrabol lathatd, 4 mintaleolvasas >3 értéket mutat,
1 mintaleolvaas 1 és 3 értékek k6zott van, 5 mintaleol-
vasas 0,4 és 1 értékek kozott van, stb. 1046 mintaleolva-
sas <0,4 értéket mutat, amelyen beliil ezek tobb, mint
90%-a <0,1 leolvasast mutat.



1 HU 216017 B 2

A reaktiv véletlenszerii mintak eredményeit az 5.
tablazat mutatja be. Az atlag+35 standarddeviacié-érték-
kel egyenértékii hatarértéket alkalmazva az 1056 minta-
bol 10 (0,95%) az, amely kezdetben reaktiv. Ezek koziil
5 minta (0,47) mutatkozik ismétléskor reaktivnak, ami-
kor ezeket masodszor is megvizsgaljuk ELISA-t alkal-

mazva. Az 5. tdblazat bemutatja az ALT és anti-HBd-
statust is az egyes ismételten reaktiv mintaknal. Kiilo-
nosen érdekes az a tény, hogy mind az 6t ismételten
reaktiv minta negativ mindkét, NANBH-ra vonatkozé
kiegészitd vizsgalat szerint, mig a HCV ELISA-vizsga-
latban pontszam szerint pozitiv.

5. tablazat

Reaktiv véletlenszerl mintak eredménye

N=1015
x=0,049*
SD=1+0,074
Hatarértek: X+55D=0,419 (0,400+negativ kontroll)

Mintak Kcﬂ;ﬁ?;ﬁ ggktiv Ismételten g;ktiv mintak, ALT** (NE/L) Anti-HBc*** (OD)
4227 0,462 0,084 NA NA
6292 0,569 0,294 NA NA
6188 0,699 0,326 NA NA
6157 0,735 0,187 NA NA
6277 0,883 0,152 NA NA
6397 1,567 1,392 30,14 1,433
6019 >3,000 >3,000 46,48 1,057
6651 >3,000 >3,000 4853 1,343
6669 >3,000 >3,000 60,53 1,165
4003 >3,000 3,000 WNL**** negativ

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

* Azokat a mintakat, amelyck leolvasasa > 1,5 értéket képvisel, nem szamitjuk be az atlagba és az SD-be

** ALT >68 NE/L a normalis hatarok felett van
*** Anti-HBc <0,535 (versengd vizsgalat) értéket tekintjik pozitivnak
**** WNL: a normélis hatarokon beliil

Csimpanzszérummintak

11 csimpanzbdl szérummintdkat vizsgalunk at a
HCV C100-3 ELISA-val. Ezek koziil a csimpanzok ko-
ziil 4 NANBH-val van fert6zve a VIII. faktor szennye-
zett tételével (valdszinlileg Hutchinson-torzs). Kontroll-
ként négy masik csimpanzot megfertéziink HAV-val, és
harom masikat HBV-vel. A fertézés utdn kiilonb6zd
idépontokban szérummintakat vesziink.

Az eredmények, amelyeket a 6. tablazatban foglalunk
Ossze, kimutathaté antitest-szerokonverziora utalnak
mindegyik csimpanzban, amely az NANBH Hutchinson-
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torzsével van fertézve. A fert6zés akut fazisat kovetGen
(amelyet az ALT szintén jelentds novekedésével, majd
ezt kovetSen normal szintre visszaesésével bizonyitunk) a
HCV C100-3 elleni antitestek kimutathatéva valnak a
4 NANBH-val fertézott csimpanz koziil 4-nek a széru-
maban. Ezekr6l a mintakrol eldzéleg kimutattuk, hogy
Western-elemzés alapjan pozitivak, és RIA alapjan is po-
zitivak. Ezzel ellentétben a kontrollcsimpanzok, amelye-
ket el6z6leg HAV-val vagy HBV-vel fert6ztiink, egyike
sem mutatja reaktivitas bizonyitékat ELISA-val.

6. tablazat
Csimpéanzszérumminték

oD S/CO Inokulalas Vérvétel dituma ALT Transzfuzié
datuma (NE/L)
Negativ kontroll 0,001
Pozitiv kontroll 1,504
Hatarérték 0,401
1. csimpanz -0,007 0,00 05/24/84 05/24/84 9 NANB
0,003 0,01 08/07/84 71
>3,000 >7,48 09/18/84 19
>3,000 >7,48 10/24/84 -
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6. tablazat (folytatas)

OD S/CO Inokulalas Vérvétel détuma ALT Transzfuzio
datuma (NE/L)
2. csimpanz - - 06/07/84 - - NANB
~0,003 0,00 05/31/84 5
-0,005 0,00 06/28/84 52
0,945 2,36 08/20/84 13
>3,000 >7,48 10/24/84 -
3. csimpanz 0,005 0,01 03/14/85 03/14/85 8 NANB
0,017 0,04 04/26/85 205
0,006 0,01 05/06/85 14
1,010 2,52 08/20/85 6
4. csimpanz -0,006 0,00 03/11/85 03/11/85 11 NANB
0,003 0,01 05/09/85 132
0,523 1,31 06/06/85 -
1,574 3,93 08/01/85 -
S. csimpanz -0,006 0,00 11/21/80 11/21/80 4 HAV
0,001 0,00 12/16/80 147
0,003 0,01 12/30/80 18
0,006 0,01 07/29-08/21/81 S
6. csimpanz - - 05/25/82 - - HAV
-0,005 0,00 05/17/82 -
0,001 0,00 06/10/82 106
—-0,004 0,00 07/06/82 10
0,290 0,77 10/01/82 -
7. csimpanz —-0,008 0,00 05/25/82 05/25/82 7 HAV
-0,004 0,00 06/17/82 83
—-0,006 0,00 09/16/82 5
0,005 0,01 10/09/82 -
8. csimpanz -0,007 0,00 11/21/80 11/21/80 15 HAV
0,000 0,00 12/16/80 130
0,004 0,01 02/03/81 8
0,000 0,00 06/03-06/10/81 4,5
9. csimpanz - - 07/24/80 - - HBV
0,019 0,05 08/22-10/10/79 -
- - 03/11/81 37
0,015 0,04 07/01-08/05/81
0,008 0,02 10/01/81
10. csimpanz - - 05/12/82 — - HBV
0,011 0,03 04/21-05/12/82 9
0,015 0,04 09/01-09/08/82 126
0,008 0,02 12/02/82 9
0,010 0,02 01/06/83 13
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6. tablazat (folytatas)

OD S/CO Inokulalas - . ALT Transzfuzid
datuma Vérvétel datuma (NE/L)
11. csimpénz - - 05/12/82 - - HBV
0,000 0,00 01/06-05/12/82 11
- - 06/23/82 100
-0,003 0,00 06/09-07/07/82 -
-0,003 0,00 10/28/82 9
-0,003 0,00 12/20/82 10
1. panel: Bizonyitottan fertGzitt szérumok krénikus 15 Pancl 1 eredm .
human NANBH-hordozokbol ane -eredmény | 2. eredmény
Egy kédolt panel 22 egyedi mintabdl all, mindegyik EB + +
parhuzamosan, dsszesen 44 mintaval. A mintak kroni- PEG
kus NANBH-hordozokbél, véraddk fert6z8 szérumai- B Tttt ——
bol és akut fazisit NANBH-betegek fertéz$ szérumaibol 20 - gr,‘l‘:zes“’hgﬁ‘;“ "f“
val6 bizonyitottan fert§zétt szérumok. Ezenkiviil a min- acok eme e
tak kozo6tt vannak nagymértékben bizonyitottan negativ BC
kontrollok és mas betegség eredetii kontrollok. A panel A
mindsitdpanelként alkalmazhat6 feltételezett NANBH BB
kimutatasara 25
L , . e, ., C. Akut NANB, Tx uta
A teljes panelt kétszer vizsgaljuk at ELISA-vizsga- . T
lattal. A pontozasos értékelés eredményeit a 7. tablazat- WH - -
ban mutatjuk be. B4r ez a tablazat a parhuzamos ered- 2. Bizonytalan fert6zés
mények csak egyik sorozatanak eredményeirdl szamol csimpanzatvitellel
be, ugyanezeket az eredményeket kapjuk a parhuzamos 30 A. Fertbzésre gyanus vér-

mintak mindegyikénél.

Amint a 7. tablazatban lathat6, 6 szérum, amely
csimpanzmodellben fert6zdnek bizonyult, erdsen pozi-
tiv. A hetedik fert6z6 szérum egy akut NANBH-esethez
tartoz6 mintanak felel meg, és nem reaktiv ELISA-vizs-
gélatban. Egy vizsgalatba bevont vérado normalis ALT-
szintekkel és vitathato eredményekkel a csimpanztanul-
manyokban nem reaktiv ebben a vizsgalatban. Harom
masik sorozatminta egy akut NANBH-ban szenvedé
egyénbdl szintén nem reaktiv. Az Gsszes minta, amely a
nagymértékben bizonyitottan negativ kontrollokbol
ered, és amelyeket olyan véradokbol kaptunk, akik leg-
alabb 10 véradason mentek at hepatitisgyani nélkiil,
szintén nem reaktivak ELISA-ban. Végiil négy olyan
mintat vizsgalunk, amelyet korabban pozitivnak itéltek
meg masok altal kifejlesztett NANBH-pontozasos vizs-
galatban, de ezek az eredmények nem bizonyithatok.
Ezt a négy mintat a HCV ELISA-vizsgalattal negativ-
nak itéljiik.

7. tablazat
1. panel

Panel 1. eredmény | 2.eredmény

1. Bizonyitott fert6zés csim-
panzatvitellel

A. Kronikus NANB :
Tx utin

JF + +

35

40

45

50

55

60

47

ado normal ALT-vel

cC

3. Akut NANB, Tx utan

JL 1 hét

JL 2 hét

JL 3 hét

4. Mas betegségkontrollok

A. Primer epecirrhozis

EK

B. Alkoholos hepatitis
gyogyulas kézben

HB

5. Bizonyitottan negativ
kontrollok

DH

DC

LV

ML

AH

6. Lehetségesnek vélt
NANB-, antigének”

JS-80-OIT-O (Ishida)

Asterix (Trepo)

Zurtz (Arnold)

Becassdine (Trepo)
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2. panel, donor/befogadé NABH

A koédolt panel NANBH-val tarsult transzfazié
10 bizonyitott donorrecipiens esetébdl all, 6sszesen
188 mintabol. Az egyes esetek néhiny vagy az dsszes
vérado mintaibol allnak a befogado szamara, és sorozat-
mintdkbdl 4llnak a befogadobdl (3., 6. és 12. hénap
mulva, kivéve a transzfuziétl szamitva). Ide értenddk
olyan minték is, amelyeket el6vérvétellel a befogad6tél
a transzflizi6 el6tt kapunk.

Az eredmények, amelyeket a 8. tibldzatban mu-
tatunk be, azt mutatjdk, hogy az ELISA kimutatja
az antitest-szerokonverziot a transzfiizioval tarsult
NANBH 10 esetébdl 9-ben. A 4. esetbS] a mintdk
(ahol szerokonverzié nem mutathaté ki) kdvetkezete-
sen gyengeén reagalnak az ELISA-vizsgalatban. A 10
befogadéminta koziil kettd reaktiv 3 hénappal a
transzfizi6é utdn. 6 honap mulva 8 befogadéminta re-
aktiv, és a 12. honapban, a 4. eset kivételével az 6sz-

5

10

15

szes mintak reaktivak. Ezenkiviil legalabb egy antitest
pozitiv donort talalunk a 10 eset kéziil 7-ben, és a 10.
esetben két pozitiv donor van. A 10. esetben a befoga-
do elévérvételi mintdja is pozitiv HCV-antitestekre.
Az ebbdl a befogadobdl vett egyhénapos vér lecsok-
ken a reaktivitasi szint hatarértékére, mig a 4. és 10.
hénapos vérmintakban ez mér pozitiv szintre emelke-
dik. Altaliban a 0,4 S/CO értéket tekintjiik pozitiv-
nak. igy ez az eset az egyén kordbbi fert6zottségét
képviseli HCV-vel.

Az ALT- és HBc-statuszt az 9sszes reaktiv, vagyis
pozitiv mintdknal a 9. tablazatban foglaljuk &ssze.
Amint a tiblazatban lathato, a 8 donormintabol 1 nega-
tiv a kiegészit6 markerek alapjén és reaktiv a HCV-anti-
test ELISA-ban. Mésrészt a befogadomintak (amelyeket
12 hénapig koévetiink a transzfzid utan) vagy emelt
ALT-szinttel, vagy pozitiv anti-HBc-vel, vagy mindket-
tével bimak.

8. téblazat
Donor/befogadé NANB-panel
Alter H. donor/befogadé NANB-panelja

BEFOGADO
Esct Donor ElSvérvétel 3 hénap 6 honap 12 hénap
oD S/ICO oD S/ICO OD S/CO OD S/CO oD S/CO
1. - - 0,032 0,07 0,112 0,26 >3,000 >6,96 >3,000 >6,96
2. - - 0,059 0,14 0,050 0,12 1,681 3,90 >3,000 >6,96
3. 0,403 0,94 0,049 0,11 0,057 0,13 >3,000 >6,96 >3,000 >6,96
4. - - 0,065 0,15 0,073 0,17 0,067 0,16 0,217 0,50
5. >3,000 >6,96 0,034 0,08 0,096 0,22 >3,000 >6,96 >3,000 >6,96
6. >3,000 >6,96 0,056 0,13 1,475 3,44 >3,000 >6,96 >3,000 >6,96
7. >3,000 >6,96 0,034 0,08 0,056 0,13 >3,000 >6,96 >3,000 >6,96
8. >3,000 >6,96 0,061 0,14 0,078 0,10 2,262 5,28 >3,000 >6,96
9. >3,000 >6,96 0,080 0,19 0,127 0,37 0,065 0,13 >3,000 >6,96
10. >3,000 >6,96 | >3,000 >6,96 0,317* 0,74 3,000%* >6,96 | >3,000%** [ >6,96
>3,000 >6,96
* 1 honap, ** 4 honap, *** 10 honap
9. tablazat
ALT- és HBc-statusz a reaktiv mintaknal az 1. panelban
Mintak Anti-ALT* HBc**
Véradok
3. eset normal negativ
5. eset emelt pozitiv
6. eset emelt pozitiv
7. eset nem all rendelkezésre negativ
8. eset normal pozitiv
9. eset emelt nem all rendelkezésre
10. eset normal pozitiv
10. eset normal pozitiv
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9. tablazat (folytatds)

Mintak Anti-ALT* HBc**
Befogadok
1. eset 6 honap emelt pozitiv
12 hénap emelt nem vizsgaltuk
2. eset 6 honap emelt negativ
12 hénap emelt nem vizsgaltuk
3. eset 6 honap normal nem vizsgaltuk***
12 hénap emelt nem vizsgaltuk***
5. eset 6 honap emelt nem vizsgaltuk
12 hénap emelt nem vizsgaltuk
6. eset 3 honap emelt negativ
6 honap emelt negativ
12 honap emelt nem vizsgaltuk
7. eset 6 honap emelt negativ
12 honap emelt negativ
8. eset 6 honap normal pozitiv
12 honap emelt nem vizsgaltuk
9. eset 12 hénap emelt nem vizsgaltuk
10. eset 4 hénap emelt
10 honap emelt nem vizsgaltuk

* ALT 245 NE L van a normalis hatarok felett
** Anti-HBc <50% (verseng6 vizsgalat) értéket tekintjiik pozitivnak
*** Az cl6-véreztetési és 3 honapos mintak negativak HBc-re

HCV-fertézés megdllapitasa nagy kockdzati csoport-
bol valé mintakbol

Nagy kockdézati csoportb6l valé mintakat vizsgalunk
ELISA-t alkalmazva, hogy meghatarozzuk a reaktivitast
HCV C100-3 antigénnél. Az eredményeket a 10. tabla-
zatban mutatjuk be.

Amint a tablazatban lathatd, a legnagyobb reaktivi-
tasi mintakat a hemofilidsoktol kapjuk (76%). Ezenki-
vill az emelt ALT-szintl és anti-HBc-re pozitiv egyé-
nekbdl szarmazo mintak 51%-at reaktivnak itéljiik, ez

35

40

olyan érték, amely egybevag ebben a csoportban a kli-
nikai adatokbdl és NANBH-gyakorisagb6l vért adatok-
kal. A HCV elleni antitest el&forduldsa nagyobb azok-
nal a véraddknal is, akik csak emelt ALT-szinttel bir-
nak, azoknal a véradoknal is, akik csak hepatitis B belsé
antigén elleni antitestekre pozitivak, és azoknal a vér-
adoknal is, akiket a magas ALT-szintt6l vagy anti-belsd
antigén antitesttdl eltéré okokbdl utasitottak vissza, ha
ezeket a véletlenszer(i 6nkéntes véradékkal hasonlitjuk
Ossze.

10. tablizat
NANBH nagykockazaticsoport-mintik

Csoport Eloszlas % reaktiv
N N OD

Emelt ALT 35 3 >3,000 11,4%
1 0,728

Anti-HBc 24 5 >3,000 20,8%

Emelt ALT, Anti-HBc 33 12 >3,000 51,5%
1 2,768
1 2,234
1 0,939
1 0,951
1 0,906
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10. tablazat (folytatas)

Csoport

Eloszlas % reaktiv

N

N oD

Elutasitott véradok 25

5 >3,000 20,0%

Véradok valamilyen
hepatitisel6zménnyel 150

1 0,837
1 0,837
1 0,469

19 >3,000 14,7%

Hemofiliasok 30

2,568
2,483
2,000
1,979
1,495
1,209
0,819

Y S G S Sy

31 >3,000 76,0%

Osszehasonlité tanulmanyok anti-IgG vagy anti-
IgM monoklonalis antitesteket alkalmazva, vagy maso-
dik antitestként poliklondlis antitesteket alkalmazva a
HCV C100-3 ELISA-ban

Az ELISA-meghatdrozés, amely anti-IgG mono-
klonalis konjugatumot alkalmaz, érzékenységét Gssze-
hasonlitjuk azzal, amelyet vagy anti-IgM monoklonalis
konjugitumot alkalmazva kapunk, vagy mindkett5t
olyan poliklonalis antiszérummal helyettesitve ka-
punk, amelyrdl leirtak, hogy fajlagos mind nechéz,
mind kénnyl lancokra. Az alabbi tanulmanyokat vé-
gezziik el.

Sorozatmintak szerokonvertdloktol

NANB-szerokonvertalok harom esetébdl szdrmazo
sorozatmintakat tanulmanyozunk az Ortho Co., Rariton,
N.Y. AEA cég altal gyartott reagensek alkalmazasaval a
HCV C100-3 ELISA-vizsgalatban az enzimkonjuga-
tumban, vagy csak az anti-IgG monoklondlis antitestet
alkalmazva, vagy ezt anti-IgM monoklonalis antitesttel
kombindlva alkalmazva, vagy poliklonalis antiszérumot
alkalmazva (lasd a 11. tablazatot). Az IgG- és az IgM-
konjugatumok koncentracidja koriilbeliil 0,5—1,0 mg/ml
vizsgélatonként 200 pl térfogatban.

Az anti-IgG monoklonélis antitest-enzim konjuga-
tumot alkalmazva kapott eredményeket a 12. tablazat-
ban mutatjuk be. Az adatok azt mutatjak, hogy kezdet-
ben erds reaktivitds mutatkozik az 1., 2. és 3. esetek
1-4., illetve 2-8., illetve 3—5. mintaiban.

25
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Az anti-IgG monoklonalis konjugatum és anti-IgM-
konjugatum kombinécidjat alkalmazva kapott eredmé-
nyeket a 13. tablazatban mutatjuk be. Anti-IgG és anti-
IgM harom kiilonb6z6 ardnyat vizsgaljuk; az anti-IgG
1:10000 higitasa végig konstans. Az anti-IgM mono-
klonalis konjugatum vizsgalt higitdsa: 1:80000. Az
adatok azt mutatjak, hogy — egyezésben a csak anti-
IgG-vel végzett tanulmanyokkal — erGs kezdeti reakti-
vitas mutathat6 ki az 1-4., 2—8. és 3—5. mintakban.

Az ELISA-val kapott eredményeket, anti-IgG
monoklonalis konjugatumot (1:10000 higitas) vagy
Tago poliklonalis konjugatumot (1:80 000 higitas) vagy
Jackson poliklonalis konjugatumot (1: 80000 higitas) al-
kalmazva a 14. tablazatban mutatjuk be. A poliklonalis
konjugatumokat a Jackson Immunoresearch Co. (West
Grove, Pe, AEA) gyértja. Az adatok azt jelzik, hogy a
kezdeti erds reaktivitas az 1-4., 2—8. és 3—5. mintdkban
mutatkozik mind a hérom felallasban; a Tago poliklo-
nalis antitestek alakitjak ki a legkisebb jeleket.

A fentebb megadott eredmények megmutatjak,
hogy mind a harom felallas mutat ki reaktiv mintakat
azonos idében a betegség akut fazisa utdn (amelyet az
emelt ALT-szinttel igazolunk). Ezenkiviil az eredmé-
nyek azt is jelzik, hogy a HCV C100-3 ELISA-¢rzé-
kenysége anti-IgG monoklondlis antitest-enzim konju-
gatumot alkalmazva azonos vagy jobb, mint azok az
eredmények, amelyeket az enzimkonjugatumhoz tarto-
z6 mas vizsgalt felallasokat alkalmazva kapunk.

11. tablazat
Minték leirasa

Datum HBsAg Anti-HBs Anti-HBc ALT Bilirubin
1. eset
I-1 8/5/81 1,0 91,7 12,9 40,0 -1,0
1-2 9/2/81 1,0 121,0 15,1 2740 1,4
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11. tablazat (folytatds)

Datum HBsAg Anti-HBs Anti-HBc ALT Bilirubin
1-3 10/7/81 1,0 64,0 23,8 261,0 0,9
1-4 11/19/81 1,0 67,3 33,8 75,0 0,9
1-5 12/15/81 1,0 50,5 27,6 71,0 1,0
2. eset
2-1 10/19/81 1,0 1,0 116,2 17,0 -1,0
2-2 11/17/81 1,0 0.8 89,5 46,0 1,1
2-3 12/02/81 1,0 1,2 78,3 63,0 1,4
2-4 12/14/81 1,0 09 90,6 1520 1,4
2-5 12/23/81 1,0 0,8 93,6 624,0 1,7
2-6 1/20/82 1,0 0,8 92,9 66,0 1,5
2-7 2/15/82 1,0 0,8 86,7 70,0 1,3
2-8 3/17/82 1,0 0,9 69,8 240 -1,0
2-9 4/21/82 1,0 0,9 67,1 53,0 1,5
2-10 5/19/82 1,0 0,5 74,8 93,0 14
2-11 6/14/82 1,0 0,8 82,9 37,0 -1,0
3. eset
3-1 4/7/81 1,0 1,2 88,4 13,0 -1,0
3-2 5/12/81 1,0 1,1 126,2 236,0 0,4
33 5/30/81 1,0 0,7 99.9 471,0 0,2
3-4 6/9/81 1,0 1,2 110,8 315,0 0,4
3-5 7/6/81 1,0 1,1 89,9 273,0 0,4
3-6 8/10/81 1,0 1,0 118,2 158,0 0,4
3-7 9/8/81 1,0 1,0 1123 84,0 0,3
3-8 10/14/81 1,0 0,9 102,5 180,0 0,5
3-9 11/11/81 1,0 1,0 84,6 154,0 0,3
12. téblazat
Anti-IgG monoklonalis konjugatumot alkalmazva kapott ELISA-eredmények

Minta Datum ALT oD S/CD
Negativ kontroll 0,076
Hatarérték 0,476
PC (1:128) 1,390
1. eset
1-1 08/05/81 40,0 0,178 0,37
1-2 09/02/81 2740 0,154 0,32
1-3 10/07/81 261,0 0,129 0,27
1-4 11/19/81 75,0 0,937 1,97
1-5 12/15/81 71,0 >3,000 >6,30
2. eset
2-1 10/19/81 17,0 0,058 0,12
2-2 11/17/81 46,0 0,050 0,11
2-3 12/02/81 63,0 0,047 0,10
2-4 12/14/81 152,0 0,059 0,12
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12. tablazat (folytatas)

Minta Datum ALT oD S/CD
2-5 12/25/81 6240 0,070 0,15
2-6 01/20/82 66,0 0,051 0,11
2-7 02/15/82 70,0 0,139 0,29
2-8 13/17/82 240 1,867 3,92
2-9 04/21/82 53,0 >3,000 >6,30
2-10 05/19/82 95,0 >3,000 >6,30
2-11 06/14/82 37,0 >3,000 >6,30
3. eset
31 04/07/81 130 0,090 0,19
32 05/12/81 236,0 0,064 0,13
33 05/30/81 471,0 0,079 0,17
3/4 06/09/81 3150 0,211 0,44
3/5 07/06/81 2730 1,707 3,59
3/6 08/10/81 158,0 >3,000 >6,30
3/7 09/08/81 84,0 >3,000 >6,30
3-8 10/14/81 180,0 >3,000 >6,30
3-9 11/11/81 154,0 >3,000 >6,30
13. tablazat
Anti-IgG és anti-IgM monoklonalis konjugdtumot alkalmazva kapott eredmények
NANB ELISA-k
Monoklonalis antitestek Monoklonélis antitestek Monoklonalis antitestek
IgG 1:10K IgG 1:10K IgG1:10K
IgM 1:30K 1gM 1:60K IgM 1:20K
Minta Détum ALT oD S/CO oD S/CO oD S/CO
Negativ kontroll 0,100 0,080 0,079
Hatarérték
PC (1:128) 1,083 1,328 1,197
1. eset
1-1 08/05/81 40 0,173 0,162 0,070
1-2 09/02/81 274 0,194 0,141 0,079
1-3 10/07/81 261 0,162 0,129 0,063
1-4 11/19/81 75 0,812 0,85 0,709
1-5 12/15/81 71 >3,000 >3,000 >3,000
2. eset
2-1 10/19/81 17 0,442 0,045 0,085
2-2 11/17/81 46 0,102 0,029 0,030
2-3 12/02/81 63 0,059 0,036 0,027
2-4 12/14/81 152 0,065 0,041 0,025
2-5 12/23/81 624 0,082 0,033 0,032
2-6 01/20/82 66 0,102 0,042 0,027
2-7 02/15/82 70 0,188 0,068 0,096
2-8 03/17/82 24 1,728 1,668 1,541
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13. tablazat (folytatds)

NANB ELISA-k

M(;gtoi]t(:s)tr::(lis M:E?i]::;::iis Monol;g)cl}lélli.slz(i;;éitcstek Monog(gu';l.isl gn[;itestek
[gG1:10K 1 [gG1:10K 1M 1:60K 1gM 1:20K
IgM1:30K | IgM1:60K

Minta Datum ALT oD S/ICO OD S/ICO 10)5] S/CO
2-9 04/21/82 53 >3,000 2,443 >3,000
2-10 05/19/82 95 >3,000 >3,000 >3,000
2-11 06/14/82 37 >3,000 >3,000 >3,000
3. eset
3-1 04/07/81 13 0,193 0,076 0,049
3-2 05/12/81 236 0,20t 0,051 0,038
33 05/30/81 471 0,132 0,067 0,052
3-4 06/09/81 315 0,175 0,155 0,140
3-5 07/06/81 275 1,335 1,238 1,260
3-6 08/10/81 158 >3,00 >3,000 >3,00
3-7 09/08/81 84 >3,00 >3,000 >3,00
3-8 10/14/81 180 >3,00 >3,000 >3,00
3-9 11/11/81 154 >3,00 >3,000 >3,00

14. tablazat
NANB-ELISA-k
Monoklonalis antitestek TAGO JACKSON
Minta Détum ALT
1:1K 1:80K 1:80K
OD S/CO oD S/CO oD S/CO

Negativ kontroll 0,076 0,045 0,154
Hatarérték 0,476 0,545 0,654
PC (1:128) 1,390 0,727 2,154
1. eset
1/1 08/05/81 40 0,178 0,37 0,067 0,12 0,153 0,23
12 09/02/81 274 0,154 0,32 0,097 0,18 0,225 0,34
1/3 10/07/81 261 0,129 0,27 0,026 0,05 0,167 0,26
1/4 11/19/81 75 0,937 1,97 0,324 0,60 0,793 1,21
1/5 12/15/81 71 >3,00 >6,30 1,778 3,27 >3,000 >4,59
2. eset
2/1 10/19/81 17 0,058 0,12 0,023 0,04 0,052 0,08
2/2 11/17/81 46 0,050 0,11 0,018 0,03 0,058 0,09
2/3 12/02/81 63 0,047 0,10 0,020 0,04 0,060 0,09
2/4 12/14/81 152 0,059 0,12 0,025 0,05 0,054 0,08
2/5 12/23/81 624 0,070 0,15 0,026 0,05 0,074 0,11
2/6 01/20/82 66 0,051 0,11 0,018 0,03 0,058 0,09
2/7 02/15/82 70 0,139 0,29 0,037 0,07 0,146 0,22
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14. tablazat (folytatis)

NANB-ELISA-k
Monoklonélis antitestek TAGO JACKSON
Minta Datum ALT
1:1K 1:80K 1:80K
(00 S/CO OD S/CO Oob S/CO
2/8 03/17/82 24 1,867 3,92 0,355 0,65 1,429 2,19
2/9 04/21/82 53 >3,00 >6,3 0,748 1,37 >3,00 >4.,59
2/10 05/19/82 95 >3,00 >6,30 1,025 1,88 >3,00 >4.59
2/11 06/14/82 37 >3,00 >6,30 0,917 1,68 >3,00 >4.59
3. eset
31 04/07/81 13 0,090 0,19 0,049 0,09 0,138 0,21
372 05/12/81 256 0,064 0,13 0,040 0,07 0,094 0,14
373 05/30/81 471 0,079 0,17 0,045 0,08 0,144 0,22
3/4 06/09/81 315 0,211 0,44 0,085 0,16 0,275 0,42
3/5 07/06/81 273 1,707 3,59 0,272 0,50 1,773 2,71
3/6 08/10/81 158 >3,00 >6,30 1,347 2,47 >3,00 >4,59
3/7 09/08/81 84 >3,00 >6,30 2,294 421 >3,00 >4,59
3/8 10/14/81 180 >3,00 >6,30 >3,00 >5,50 >3,00 >4,59
3/9 11/11/81 154 >3,00 >6,30 >3,00 >5,50 >3,00 >4,59
Minték véletlenszeriien kivalasztott véradokbol lasztott véradokat vizsgalunk at ELISA-val az anti-IgG
Véletlenszerien kivalasztott véradokbol vald minta- monoklonalis konjugatumot alkalmazva, ha a kereske-
kat vizsgéalunk 4t HCV-fertézésre HCV C100-3 ELISA-t delmi forgalomban 1évé poliklondlis jelzést alkalmazé
alkalmazva, amelyben az antitest-enzim konjugatum 35 vizsgalattal hasonlitjuk dssze.
vagy anti-IgG monoklonalis konjugatum, vagy valami- o
lyen poliklonlis konjugétum. Az atvizsgalt mintak tel- , 15 tablazat N
jes szama 1077, illetve 1056 a poliklonalis konjugatum- Keét ELISA-0sszehasonlitas Gsszehasonlitasa
mal, illetve a monoklonalis konjugétummal. Az 4tviz- véletlenszeriien kivalasztott véradokbdl vett mintak
sgéalas eredményeinek osszefoglaldsat a 15. tablazatban 40 vizsgélatiban
mutatjuk be, és a mintaeloszlast hisztogramban mutatjuk . L .
be a 44. 4bran Konjugatum Poliklonalis Anti-IgG
ca g i S e, (Jackson) monoklonalis
Az atlag- és a standard eltérés kiszamitasanal kizar-
juk azokat a mintakat, amelyek 1,5 fol6tti jelet adnak, A mintak szama 1073 1051
vagyis 1073 OD-ért¢ket alkalmaznak a poliklonalis 45 |1 " 00931 004926
konjugatumot hasznositd kalkulaciokban és 1051 OD- g — . :
értéket az anti-IgG monoklonalis konjugatum esetében. Standard eltérés (SD) 0,0933 0,07427
Amint a 15. tdblazatban lathatd, amikor poliklonalis 5.5D 0,4666 0,3714
kOﬂ]l{géFumOt a'lkalmazunk, az ajltl’ag 0,0493:rol 0,0931- Hatarérték (5.SD+x) 0,5501 04206
re csuszik fel, és a standard eltérés 0,074-r61 0,0933-ra 50
novekszik. Ezenkiviil az eredmények azt is megmutat- HCV-szerokonverzio NANBH-ban szenvedd bete-
jak, hogy ha az x+5.SD kritériumot alkalmazzuk abbél gekben, akik kiilonbozd foldrajzi helyeken talalhatok
a célbdl, hogy meghatarozzuk a vizsgalat hatarértékét, a Olyan betegekbdl valo szérumokat, akik emelt ALT-
poliklonalis antitest-enzim konjugatum Osszeéllitds az szintjiitk alapjan NANBH-ra gyanusak, és akik HAV- és
ELISA-vizsgalatban magasabb hatarértéket igényel. Ez 55 HBV-vizsgalatokban negativak, vizsgalunk RIA-t alkal-
csokkentett vizsgalati fajlagossagot jelez a monoklo- mazva, lényegében Ggy, hogy a HCV C100-3 antigént
nalis rendszerrel dsszehasonlitva. Ezenkiviil, amint ezt alkalmazzuk atvizsgaléantigénként a mikrotitraléleme-
a 44. abran 1év6 hisztogramban abrazoljuk, az eredmeé- zekben. Amint a 16. tablazatban bemutatott eredmé-
nyek nagyobb elkiiloniilése kovetkezik be a negativ és nyekben lathat6, a RIA-vizsgélat pozitiv mintdkat mutat
pozitiv eloszlasok kozott, amikor véletlenszeriien kiva- 60 ki az esetek nagy szézalékéaban.
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16. tablazat
Szerokonverzié-gyakorisagok anti-C100—-3-ra
kiilonb6z6 orszagokbol szarmazo NABH-betegek

kozott
Orszag Hollandia | Olaszorszag Japan
Vizsgaltak szama 5 36 26
Pozitivak szama 3 29 19
Pozitivak %-a 60 80 73

HCVB-szerokonverzio kimutatds ,, kézésségben
szerzett” NANBH-ban szenvedd betegekben

A szérumokat, amelyeket 100 NANBH-ban szenve-
dé betegbdl kaptak, akiknél az atvitel utja nem nyilvan-
valoé (példaul transzf(izidt, intravénds gyogyszerhaszna-
latot, promiszkuitast stb. nem lehet kockazati tényez6-
ként azonositani) RIA-vizsgalatot alkalmazva vizsgal-
juk at, amint ezt az elGbbiekben leirtuk, azzal a kivétel-
lel, hogy a HCV C100-3 antigént alkalmazzuk a mik-
rotitralolemezekhez rogzitett vizsgaloantigénként. Az
eredmények azt mutatjadk, hogy 100 szérummintibol
55 tartalmaz olyan antitesteket, amely immunoldgiailag
reagal a HCV C100-3 antigénnel.

A fentebb leirt eredmények azt sugalljak, hogy a
,kozdsségben szerzett” NANBH-t is eldidézi a HCV.
S6t mivel itt kimutatjuk, hogy a HCV a Flavivirus-
sal rokon, amelyek tobbségét izeltlabtiak viszik at, na-
gyon valdszinl, hogy a HCV-atvitel a ,kozosség-
ben szerzett” esetekben szintén izeltlabu-atvitel ered-
ménye.

HCV-antitestek és kiegészitd markerek gyakorisa-
ganak osszehasonlitasa NANBH-atvitelben érintett vér-
adokban

Egy kutatési tanulmanyt végziink, hogy meghata-
rozzuk, vajon az NANBH-pozitivitdsra gyanus veér-
adoktol kapott vér befogadoi, akikben NANBH fejl6-
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dott ki, szerokonvertalodnak-e anti-HCV-antitest po-
zitivvad. A véradokat atvizsgaljuk a kisegité marker
rendellenességekre, amelyeket jelenleg hasznalnak
NANBH-fert6zés markereiként; ezek az emelt ALT-
szintek és anti-belsd antigén antitest jelenléte. Ezenki-
viil a véraddkat atvizsgdljuk anti-HCV-antitestek je-
lenlétére is. Az anti-HCV-antitestek jelenlétének meg-
hatarozdsat radioimmunesszét alkalmazva végezziik.
A tanulméany eredményeit a 17. tablazatban abrazol-
juk, amely az alabbiakat tartalmazza: a beteg szama
(1. oszlop); anti-HCV-antitestek jelenléte a beteg szé-
rumaban (2. oszlop); a beteg altal befogadott véradas-
ok szama, ahol az egyes befogadasok kiilonb6zd vér-
adoktol vannak (3. oszlop); anti-HCV-antitestek je-
lenléte a véradd szérumaban (4. oszlop); és a véradd
kiegészitd rendellenességei (5. oszlop) (NT, vagy azt
jelenti, hogy nem vizsgéltuk) (ALT emelt transz-
aminazt és anti-HBc anti-belsé antigén elleni antites-
tet jelent).

A 17. tablazat eredményei azt demonstraljak, hogy a
HCV-antitest vizsgalat pontosabb a fert6zott véradok
kimutatisdban, mint a kiegészit6 marker vizsgalatok.
10 olyan beteg koziil, akik NANBH-tiineteket mutat-
nak, 9-et vizsgalunk pozitivnak az anti-HCV-antitest
szerokonverzidval. 11 gyants donor (a 6. beteg két vér-
adasban részesiilt két kiilonboz6 egyéntdl, akikrdl fenn-
all a gyant, hogy NANBH-hordozok) kéziill 9 pozitiv
anti-HCV-antitestekre €s egynek a pozitivitdsa hatarér-
téken van, ennek kovetkeztében bizonytalan (az 1. be-
teg donorja). Ezzel ellentétben az emelt ALT-vizsgala-
tot alkalmazva a 10 véradobodl 6-ot negativnak vizsga-
lunk, €s az anti-belsd antigén antitest vizsgalatot alkal-
mazva a 10 véradoébol 5-6t negativnak vizsgalunk.
A legfontosabb kévetkezmény azonban az, hogy harom
esetben (a 8., 9. és 10. betegeknek vért add véradok) az
ALT-vizsgalat és az anti-HBc-vizsgalat kovetkezetlen
eredményeket ad.

17. tablazat
Anti-HCV-antitestek kifejlddése olyan betegekben, akik feltételezett NANBH-hordozoktol kaptak vért

Beteg Anti-HCV A Anti-HCV pozitiv Kiegészitd rendellenességek
szerokonverzio a véradasok/véradok vérado
betegben szama

ALT Anti-HB
1 igen 18 bizonytalan nem nem
2 igen 18 igen NT igen
3 igen 13 igen nem nem

4 nem 18 nem - -

5 igen 16 igen igen igen
6 igen 11 igen (2) nem nem
igen igen
7 igen 15 igen NT nem
igen 20 igen nem igen
9 igen 5 igen igen nem
10 igen 15 igen nem igen

* Ugyanaz a donor, mint az anti-NANBYV pozitiv
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Amplifikacic HCV c¢DNS-szekvencidk klonozdsdhoz
a Flavivirusgenom-szekvenciak megérzott teriileteibsl
szarmazo primereket és PCR-technikat alkalmazva

A fentebb bemutatott eredmények, amelyek azt su-
galljak, hogy a HCV Flavivirus vagy Flaviszeri virus,
lehet6vé tesznek egy stratégiat nem jellemzett HCV
cDNS klénozasdhoz a PCR-technikat alkalmazva, és
olyan primereket alkalmazva, amelyek Flavivirusokban
1évé megbrzott aminosavszekvencidkat kodolé teriile-
tekbdl szarmaznak. A primerek egyike altalaban meg-
hatarozott HCV-genom szekvenciabdl szarmazik, és a
masik primer, amely egy szekvenciaelemzésnek ala
nem vetett HCV-polinukleotid teriiletét szegélyezi, a
Flavivirusgenom egy meg6rzott teriiletébdl szarmazik.
A Flavivirusgenomokrél ismert, hogy megdrzott szek-
vencidkat tartalmaznak az NSl-en és az E-polipepti-
deken beliil, amelyek a Flavivirusgenom 5’-teriiletén
beliil kodolodnak. Az ezeket a teriileteket kodold meg-
felel6 szekvencidk a 26. dbran bemutatott HCV cDNS-
szekvenciatol folfelé fekszenek. Igy abbol a célbél,
hogy a HCV-genom ebbdl a teriiletébd] szarmazo szek-
vencidkat izoldljunk, felfelé 1évd primereket terveziink,
amelyek az ezeken a Flavivirus-polipeptideken beliil
1€év6 megdrzott szekvenciadkbol szarmaznak. A lefelé lé-
vO primerek a HCV cDNS ismert részének felfelé 1évo
végébdl szarmaznak.

A koéd degeneracidja kovetkeztében valdszini, hogy
lesznek hibas illesztések a Flavivirus vizsgalomintak és
a megfeleld6 HCV-genom szekvencidk kozott. Ennek
megfelelGen olyan stratégiat alkalmazunk, amelyet Lee
irt le (1988). A Lee-féle munkamenet olyan kevert oli-
gonukleotid primereket alkalmaz, amelyek komple-
menterek egy aminosavszekvencia reverz transzlacios
termékéhez; a szekvencidk a kevert primerekben szami-
tasba vesznek minden kodondegeneraciét a megdrzott
aminosavszekvencianal.

5’-GAT CTC TAG AGA AAT

A PCR-reakcidt, amelyet eredetileg Saiki és munka-
tarsai irtak le (1986), lényegében ugy hajtjuk végre,
amint ezt Lee és munkatarsai leirtdk (1988), azzal a
kivétellel, hogy a cDNS-hez szolgadlé templat olyan
RNS, amelyet HCV-vel fert6zott csimpanz majabol
izolaltunk, vagy HCV-vel fert6z6tt csimpanzszérumbol
izolalt virusrészecskékbdl izolaltunk. Ezenkiviil az
Osszeforrasztasi koriilmények kevésbé szigortiak az
amplifikaci6 elsd menetében (0,6 mol/l NaCl és 25 °C
hémeérséklet), mivel a primernek az a része, amely a
HCV-szekvencidhoz forr, csak 9 nukleotid, és nem le-
hetnek hibas illesztések. Ezenkiviil, ha ssc5Sh34A-t
hasznéalunk, a tovabbi szekvencidk, amelyek nem a
HCV-genomb6] szarmaznak, hajlamosak a primer
templathibrid destabilizdlasara. Az amplifikacio elsé
menete utan az osszeforrasztasi koriilmények szigorib-
bak lehetnek (0,066 mol/l NaCl és 32-37 °C), mivel az
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Primer keverékek harom készletét alakitjuk ki sza-
mos Flavivirusban talalt aminosavhomolégia alapjan, a
Flavivirusok kdzé értve a tropusi nathalaz-2.4 (D-2,4),
Japan enkefalitiszvirus (JEV), sargalaz (YF) és nyugat-
nilusi virus (WN) virusait. A legtobb folfelé 1év6 meg-
Orzott szekvenciabol szarmazo primer keverék (5°-1) a
gly—trp—gly aminosavszekvencian alapul, amely része
a D-2, JEV, YF és WN E-fehérjéjében megtalalhat6
asp—arg—gly—trp—gly—asp—N megdrzott szekvencia-
nak. A koévetkez8 primer keverék (5’-2) az E-fehérjé-
ben lefelé 1évd konzervalt szekvencian, a phe—asp—
gly—asp—ser—tyr—leu—phe—gly-—asp—ser—tyr—leu
szekvencian alapul, és a phe—gly—asp-bol ered; a meg-
Orzott szekvencia a D—2-ben, JEV-ben és WN-ben
van jelen. A harmadik primer keverék (5°-3) az
arg—ser—cys aminosavszekvencian alapul, amely a
D-2, D-4, JEV, YF é WN N51 fehérjéjében 1év6
cys—cys—arg—ser—cys megdrzott szekvencia része. Az
egyes primereket, amelyek az 5°-3 keveréket képezik, a
45. abran mutatjuk be. A megdrzitt teriiletekbd] szar-
maz6 kiilonbozé szekvenciakon kiviil az egyes keveré-
kekben 1év6 egyes primerek egy konstans teriiletet is
tartalmaznak az 5’-végnél, amely a HindIIl, Mbol és
EcoRI restrikcidés enzimekhez szolgald helyeket ko-
doloszekvenciat tartalmaz.

A lefelé 1€v6 primer, az ssc5h20A, az Sh. klonban
1évé nukleotidszekvenciat tartalmazza, amely olyan
szekvencidkkal biro6 HCV c¢DNS-t tartalmaz, amelyek
atfedik a 14i. és 11b. klénokban 1év4 szekvencidkat. Az
ssc5Sh20A szekvenciaja az alabbi:

5’-GTA ATA TGG TGA CAG AGT CA-3

Egy masik primert is alkalmazhatunk, az sscSh34A-t.
Ez a primer az 5h. kldnban 1év szekvenciabdl szarmazik,
¢és ezenkiviil olyan nukleotidokat tartalmaz az 5’-végnél,
amely restrikcidsenzim-helyet alkot, igy megkoénnyiti a
klonozast. Az ssc5Sh34A szekvencidja az alabbi:

CAA TAT GGT GAC AGA GTC A-¥
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amplifikalt szekvencidk most olyan teriileteket tartal-
maznak, amelyek komplementerek a primerekkel, vagy
masolatai a primereknek. Ezenkiviil az amplifikacio el-
s6 10 ciklusa a Klenow-enzim I-gyel fut, az ehhez az
enzimhez alkalmas PCR-koriilmények kozott. Ezeknek
a ciklusoknak a teljessé vélasa utdn a mintdkat extra-
héljuk, és Taq polimerazzal futtatjuk a készletben leirt
atmutatidsok szerint, amely Utmutatasok a Cetus/Per-
kin—Elmer készlethez tartoznak.

A kib8vités utan az amplifikalt HCV ¢cDNS-szek-
venciakat hibridizalassal mutatjuk ki az Sh. klénbél
szarmazd vizsgilémintat alkalmazva. Ez a vizsgalo-
minta azokbol a szekvenciadkbol szarmazik, amelyek
folfelé vannak azoktol, amelyeket a primer kinyerésé-
hez alkalmazunk, és nem fedik at az 5h. kloén eredetii
primerek szekvencidit. A vizsgaléminta szekvencidja
az alabbi:

5’-CCC AGC GGC GTA CGC GCT GGA CAC GGA GGT GGC CGC GIC

GTG TGG CGG TGT TGT TCT CGT CGG GTIT GAT GGC GC
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HCV c¢DNS-konyvtar megalkotdsa egy fertézé
NANBH-ban szenvedd csimpanz majabél

HCV c¢DNS-kényvtarat alkotunk meg annak a csim-
panznak a majabol, amelybdl az elébbiek szerint a HCV
cDNS-kényvtarat megalkottuk. A technika a kdnyvtar
megalkotasdhoz hasonlé ahhoz, amelyet leirtunk, azzal
a kiilonbséggel, hogy az RNS forrasa eltérs, és hogy
olyan primert alkalmazunk, amely a 11b. klénban 1évg
HCYV cDNS-szekvenciajan alapul. A primer szekvenci-
4ja a kovetkez6:

5-CTG GCT TGA AGA ATC-3’.

A k9-1. kionban lévé HCV ¢cDNS-t és a 11b. kionban
lévé cDNS-t atfedd nukleotidszekvencia izoldldsa

A k9-1. klont egy NANBH-val fert6z6tt csimpanz
majabol 1étrehozott HCV ¢cDNS-konyvtarbol izolaljuk,
amint ezt mar leirtuk. A konyvtarat olyan klonokra
vizsgaljuk at, amelyek atfedik a 11b. klénban 1évé
szekvencidkat, egy olyan klont alkalmazva, amely a
11b. klént az 5°-terminalisndl fedi at (1le. klén).
A 11b. klén szekvencidjat a 23. dbran mutatjuk be.
Pozitiv klénokat izolalunk 1:500000 gyakorisiggal.
Az egyik izolalt klont, a k9-1-et tovabbi tanulmanyo-
zasnak vetjiik ala. A k9-1. kloénban 1év6 HCV c¢DNS
atfedd természetét a 26. abran 1évé HCV cDNS-szek-
vencia 5’-végével a klon atvizsgalasaval igazoljuk az
Alex46 klonnal; ez utdbbi klon olyan 30 bazisparos
HCV c¢DNS-szekvenciat tartalmaz, amely a fentebb le-
irt 14i. klénban lévé HCV cDNS 5’-terminalisanal 1é-
v6 bazisparoknak felel meg.

A k9-1. klénbdl izolalt HCV cDNS nukleotidszek-
vencigjat a fentebb ismertetett technikakat alkalmazva
hatarozzuk meg. A k9-1. klénban lévé HCV cDNS
szekvenciajat, az atfedést a 26. abran lévé HCV c¢DNS-
sel, és az ebben kddolt aminosavakat a 46. 4bran mutat-
juk be.

A k9-1. klonban 1évé HCV c¢DNS-szekvencia 6ssze
van dolgozva azoknak a kldénoknak a szekvenciaival,
amelyeket az el6zéekben leirtunk, hogy Gsszetett HCV
cDNS-szekvenciat alkossanak meg, ahol a k9-1. szek-
vencia a 32. dbran bemutatott szekvenciatol folfelé van
elhelyezve. Az 6sszetett HCV ¢cDNS-szekvenciat, amely
magaban foglalja a k9-1. szekvenciat és a benne kdodolt
aminosavakat, a 47. 4bran mutatjuk be.

A 47. abran bemutatott HCV ¢DNS 5’-teriiletében
kddolt aminosavak szekvenciajat Gsszehasonlitjuk a
trépusi nathalaz (Dengue) virus fentebb leirt tdrzseinek
megfelel§ teriileteivel, a hidrofobitas és hidrofilitas te-
riileteinek profiljat illetGen. Ez az Gsszeéllitas azt mutat-
ja, hogy a HCV-bdl és Dengue-bdl szarmazd polipep-
tidek, amelyek az NS1-et (vagy egy reszét) kodold terii-
letnek felelnek meg, hasonld hidrofob/hidrofil profilnak
felelnek meg.

A fentebb nytijtott informacio lehet6vé teszi a HCV-
torzsek azonositasat. A tobbi HCV-térzsek izolalasat és
jellemzését ugy hajthatjuk végre, hogy olyan testkompo-
nensekbdl, amelyek virusrészecskéket tartalmaznak, a
nukleinsavakat izolaljuk, cDNS-konyvtarakat alkotunk
meg a fentebb leirt HCV c¢DNS-vizsgalomintakon ala-
pulé polinukleotidvizsgalomintdkat alkalmazva, a
konyvtarakat a fentebb leirt HCV cDNS-szekvenciakat

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

57

tartalmazo6 klonokra atvizsgalva, és az 1j izoldtumokbél
a HCV cDNS-t 6sszehasonlitva a fentebb leirt cDNS-
ekkel. Az ebben vagy a virusgenomban kédolt polipep-
tideket immunolégiai keresztreaktivitassal kovethetjiik a
fentebb leirt polipeptideket és antitesteket alkalmazva.
Azok a torzsek, amelyek a HCV paramétereihez illesz-
kednek, konnyen azonosithatok. HCV-térzsek azonosi-
tasara mas eljarasok is nyilvanvalova valnak a szakem-
ber szamara, az itt megadott informéciok alapjan.

A taladlmany az itt leirt kiilonféle kiviteli médjaival
szamos ipari alkalmazdssal bir, ezek ko6ziil néhanyat az
alabbiakban ismertetiink. A HCV ¢cDNS-eket alkalmaz-
hatjuk vizsgalomintak tervezéséhez, HCV-nukleinsavak
mintakban val6 kimutatisdhoz. A ¢cDNS-ekbdl szirma-
z6 mintakat alkalmazhatjuk HCV-nukleinsavak kimuta-
tdsara példaul kémiai szintetikus reakciokban. Ezeket
alkalmazhatjuk atvizsgalasi programokban virusellenes
agensekhez, hogy meghatarozzuk az dgensek hatasat vi-
rusreplikdcié gatlasaban sejttenyésztd rendszerekben és
allatimodell-rendszerekben. A HCV-polinukleotid vizs-
galomintdk alkalmas virusnukleinsavak kimutatisiban
1s emberekben, és igy alapul szolgalhatnak HCV-ferts-
z¢s diagndzisahoz emberekben.

A fentieken kiviil az itt ismertetett cDNS-ek infor-
mdciodkat és eszkozoket nyujtanak HCV epitopjait tar-
talmazo6 polipeptidek szintéziséhez. Ezek a polipepti-
dek alkalmasak HCV-antigének elleni antitestek kimu-
tatasara. Egy sor immunesszét irunk le itt HCV-fert6-
zésre, amelyek HCV-epitopokat tartalmaz6 rekombi-
nans polipeptideken alapulnak; ezek kereskedelmi al-
kalmazast nyerhetnek HCV 4altal indukalt NANBH di-
agnodzisaban, vérbankdonorok atvizsgalasaban HCV
altal elGidézett fert6z6 hepatitisre, és fert6z8 véradok-
tol valo fert6zott vér kimutatdsdra. A virusantigének
hasznosithaték virusellenes szerek hatékonysiganak
kovetésére is allatimodell-rendszerekben. Ezenkiviil az
itt ismertetett HCV cDNS-ekbdl szarmazo polipepti-
dek vakcinaként is hasznosithatok HCV-fert8zések ke-
zelésében.

A HCV cDNS-¢ekbél szarmazé polipeptidek a fen-
tebb ismertetett alkalmazasokon kiviil alkalmasak anti-
HCV-antitestek eldidézésére is. gy ezeket alkal-
mazhatjuk anti-HCV-vakcindkként. A HCV-poli-
peptidekkel valé immunizalas eredményeként kialaki-
tott antitestek alkalmasak virusantigének jelenlétének
kimutatéséra is mintdkban. fgy ezeket alkalmazhatjuk
HCV-polipeptidek termelésének vizsgildsara kémiai
rendszerekben. Az anti-HCV-antitesteket alkalmazhat-
juk virusellenes agensek hatékonysaganak kovetésére
is olyan atvizsgaloprogramban, ahol ezeket az dgense-
ket szOvettenyészté rendszerekben alkalmazhatjuk.
Ezeket alkalmazhatjuk passziv immunterapiaban is, és
a NANBH altal okozott HCV diagnosztizalasara, lehe-
tévé téve a virusantigén vagy -antigének kimutatdsat
mind a véradékban, mind a vérbefogaddkban. Egy ma-
sik fontos alkalmazési teriilet az anti-HCV-antitestek
szamara az affinitdskromatografia virusok és viruspo-
lipeptidek tisztitdsdhoz. A tisztitott virus- és viruspo-
lipeptid-készitményeket vakcindkban alkalmazhatjuk.
A tisztitott virus azonban alkalmas lehet olyan sejtte-
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nyésztd rendszerek kifejlesztésében is, amelyben a
HCV-replikalodik.

HCV-vel fert6ztt sejteket tartalmazo sejttenyésztd
rendszerek sokféle alkalmazast nyerhetnek. Ezeket al-
kalmazhatjuk HCV viszonylag nagy 1éptéki termelésé-
hez, amely normalisan alacsony titerd virus. Ezek a
rendszerek alkalmasak lehetnek a virus molekuléris bi-
ologidjanak a tisztizasara is, és virusellenes agensek
kifejlesztéséhez vezethetnek. A sejttenyésztd rendsze-
rek alkalmasak virusellenes szerek hatékonysagéanak az
atvizsgélasara is. Ezenkiviil a HCV-t tiir3 sejttenyészts
rendszerek alkalmasak HCV legyengitett térzseinek
eldallitasara.

Keényelmi szempontokbél az anti-HCV-antitesteket
€s HCV-polipeptideket, akar természetesek, akar re-
kombinans eredetliek, készletekbe csomagolhatjuk.

A HCV cDNS izolalasahoz alkalmazott eljaras —
amely egy egyén fertGzott széveteib8l szarmazo cDNS-
kényvtar el6allitasabol all egy kifejezGvektorban, majd
olyan klonok szelektalasabol 4ll, amelyek més fertézott
egyenekbdl és nem fertdzott egyénekbdl valéd antitest-
tartalmil testkomponensekben 1¢v3 antitestekkel immu-
nologiailag reagald kifejezési termékeket termelnek —
alkalmazhaté mas, eddig nem jellemzett, betegséggel
tarsult 4gensbél szarmazé cDNS-ek izolalasara, ame-
lyek genomkomponensbél allnak. Ez viszont ezeknek
az izolalasahoz és jellemzéséhez vezet, és diagnosztikus
reagensekhez és vakcinédkhoz ezekhez a mas betegség-
gel térsult dgensekhez.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras HCV -1 polinukleotid elé4llitasara, amely
HCV-1 polinukleotid olyan egybefiiggé nukleotid-
szekvenciat tartalmaz, amely képes szelektiven hibridi-
z4l6dni egy HCV-polinukleotidhoz vagy annak komp-
lementeréhez, azzal jellemezve, hogy

(a) egy polimerizalé agenssel nukleotidszubsztra-
tokat polimerizalunk egy HCV -1 polinukleotid elalli-
tasara, és

(b) izolaljuk a HCV -1 polinukleotidot.
(ElsGbbsége: 1987.11. 18.)

2. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-
ve, hogy az egybefliggd nukleotidszekvencia az ATCC
No. 40 394 szdm alatt letétbe helyezett HCV cDNS altal
kaédolt.

(Elsdbbsége: 1987. 12. 30.)

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az egybefiiggd nukleotidszekvencia a 47. 4bra
szerinti HCV ¢cDNS-szekvencia altal kodolt.
(ElsSbbsége: 1987. 12. 30.)

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti eljarés,
azzal jellemezve, hogy az egybefiiggd szekvencia leg-
alabb 10 nukleotidbol all.

(Elsébbsége: 1987. 12. 30.)

5. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy az egybefiigg szekvencia leg-
alabb 15 nukleotidbél all.

(Elsdbbsége: 1987. 12. 30.)
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6. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy az egybefliggd szekvencia leg-
alabb 20 nukleotidbél 4.

(Elsdbbsége: 1987. 12. 30.)

7. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy a polinukleotid egy DNS-poli-
nukleotid.

(ElsSbbsége: 1987. 12. 30.)

8. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy a polinukleotid egy RNS-poli-
nukleotid.

(ElsSbbsége: 1987. 12. 30.)

9. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy az egy szintetikus kémiai eljaras.
(Els8bbsége: 1987. 12. 30.)

10. Az 1-8. igénypontok barmelyike szerinti elja-
1as, azzal jellemezve, hogy polimerizalédgensként egy
polimerazt alkalmazunk.

(ElsGbbsége: 1987. 12. 30.)

11. A 10. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a polimerizaciét katalizis mellett egy rekom-
bindns gazdasejtben végezziik.

(ElsGbbsége: 1987. 12. 30.)

12. A 11. igénypont szerinti eljaras, azzal Jellemez-
ve, hogy gazdasejtként egy prokariGtasejtet alkalma-
zunk.

(Els6bbsége: 1987. 12. 30.)

13. A 11. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy gazdasejtként egy eukaridtasejtet alkalmazunk.
(Elsdbbsége: 1987. 12. 30.)

14. Eljaras egy HCV-1 polinukleotidot tartalmazo
rekombinans vektor elGallitasara, azzal Jjellemezve, hogy
egy, az 1-13. igénypontok barmelyike szerint el84llitott
polinukleotidot egy olyan polinukleotidhoz ligalunk,
amely egy kontrollszekvenciét tartalmaz, és a ligalds ké-
vetkeztében a kontrollszekvencia és a HCV-polinuk-
leotid miikddésképesen egymashoz kapcsolddik.
(Elsbbsége: 1987. 12. 30.)

15. A 14. igénypont szerinti eljaras, azzal Jelle-
mezve, hogy vektorként egy expressziés vektort 4lli-
tunk elg.

(Elsébbsége: 1987. 12. 30.)

16. Eljaras egy HCV-1 polinukleotiddal transzfor-
malt rekombindns gazdasejt elallitisara, azzal Jelle-
mezve, hogy egy, az 1-13. igénypontok barmelyike
szerint elSallitott polinukleotidot vagy egy, a 14. vagy
15. igénypont szerint elGallitott vektort egy gazdasejt-
be juttatunk be.

(Elsdbbsége: 1987. 12. 30.)

17. Eljaras HCV~1 polinukieotid vagy vektor el3al-
litdséra, azzal jellemezve, hogy egy, a 16. igénypont
szerint elGallitott gazdasejtet inkubalunk, a belé épitett
HCV -1 polinukleotid vagy vektor replikalaséra.
(Elsdbbsége: 1987. 12. 30.)

18. Az 1. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemez-
ve, hogy az egybefiiggé nukleotidszekvencia egy, az
ATCC 40511, 40 512, 40 513 és 40 514 szamon letétbe
helyezett cDNS-ek csoportjaba tartoz6 HCV ¢DNS va-
lamelyike altal kodolt.

(Els6bbsége: 1988. 11. 14.)
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19. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy az egybefiiggd nukleotidszekvencia a 7. vagy
8. 4bra szerinti HCV ¢cDNS-szekvencia altal kodolt.
(Els6bbsége: 1988. 02. 26.)

20. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy az egybefiigg6 nukleotidszekvencia a 26. dbra
szerinti HCV cDNS-szekvencia altal kodolt.
(Els6bbsége: 1988. 10. 26.)

21. Eljards HCV-1 polipeptid el8allitdséra, amely
tartalmaz egy HCV-antigén determinanst és egy, leg-
alabb 10 aminosavbol 4ll6 egybefiiggé szekvenciat,
amelyet egy, az 1. igénypont szerint el64llitott polinuk-
leotid kédol, azzal jellemezve, hogy

(a) aminosavszubsztratokat polimerizalunk egy po-
limerizalodgenssel egy olyan polipeptid el6allitasara,
amely tartalmaz egy HCV~1 antigén determinénst és
egy, legalabb 10 aminosavbol allo egybefiiggd szek-
venciat, amelyet egy HCV -1 polinukleotid kddol, és

(b) izolaljuk a polipeptidet.

(Elsébbsége: 1987, 11.18.)

22. A 21. igénypont szerinti eljaréas, azzal jellemez-
ve, hogy az egybefliggé HCV -1 nukleotidszekvencia
az ATCC 40394 letéti szamua HCV c¢DNS valamelyik
szalaban talalhat6.

(Elsdbbsége: 1987. 12. 30.)

23. A 21. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy azzal jellemezve, hogy az egybefiiggé nukleo-
tidszekvencia a 47. dbra szerinti HCV cDNS-szekven-
cia altal kodolt.

(ElsGbbsége: 1987.12. 30.)

24. A 21-23. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras egy polipeptid el6allitisara, azzal jellemezve, hogy
szintetikus kémiai médszert alkalmazunk.

(Els6bbsége: 1987. 12. 30.)

25. A 21-23. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras egy polipeptid eldéllitasara, azzal jellemezve, hogy
polimerizal6 dgensként riboszomat alkalmazunk.
(Els6bbsége: 1987. 12. 30.)

26. A 25. igénypont szerinti eljards egy polipeptid
elGallitdséra, azzal jellemezve, hogy a polimerizaciot ka-
talizis mellett egy rekombinéans gazdasejtben végezziik.
(ElsGbbsége: 1987. 12. 30.)

27. A 21-26. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras egy polipeptid eldallitasara, azzal jellemezve, hogy a
legaldbb 10 aminosavbol 4ll6 egybefiiggé szekvenciat
egy nem HCV-aminosavszekvencidhoz fuzionaltatjuk.
(Els6bbsége: 1987. 12. 30.)

28. A 21-27. igénypontok barmelyike szerinti elja-
rés, azzal jellemezve, hogy a HCV-antigén determinanst
egy, a C100 klon altal kodolt HCV-aminosavszekven-
cia tartalmazza, és ez a klén az alabbi HCV-aminosav-
szekvenciat kodolja:
Asp—Ala—His—Phe-Leu—Ser—Gln—-Thr-Lys—Gln-
Ser-Gly—Glu—Asn—Leu—~Pro-Tyr—Leu—Val-Ala—
Tyr-Gln—Ala—-Thr—Val-Cys—Ala—Arg—Ala—Gln—
Ala—Pro—Pro—Pro—Ser—Trp—Asp-Gln-Met—Trp—
Lys—Cys—Leu-Ile—Arg—Leu—Lys—Pro—Thr-Leu—
His—-Gly—Pro-Thr—Pro—Leu-Leu-Tyr—Arg—-Leu—
Gly-Ala—Val-Gln—Asn—-Glu-Ile~Thr—Leu—Thr—
His—Pro—Val-Thr-Lys—Tyr—Ile—Met—Thr—Cys—
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Met—Ser—Ala—Asp-Leu—Glu-Ile— Thr—Leu—Thr—
His—Pro—Val—Thr—Lys—Tyr—Ile—Met—Thr—Cys—
Met—Ser—Ala—Asp-Leu~Glu—Val-Val-Thr-Ser—
Thr—Trp-Val-Leu-Val-Gly-Gly—Val-Leu—Ala—
Ala—Leu—Ala—Ala—Tyr—Cys—Leu—-Ser—Thr—Gly-—
Cys—Val-Val-Ile-Val-Gly—Arg—Val-Val-Leu-
Ser—Gly—Lys—Pro—Ala—Ile—Ile—Pro—Asp—Arg—
Glu—Val-Leu-Tyr-Arg—Glu-Phe— Asp—Glu—Met—
Glu-Glu-Cys—Ser-Gln-His—Leu—Pro—Tyr—Ile—
Glu-GIn—-Gly—Met—-Met-Leu— Ala—Glu—GIn—Phe—
Lys—GIn-Lys—Ala—Leu—Gly—Leu—Leu—Gln—Thr—
Ala—Ser—Arg—Gln—Ala—Glu—Val-Ile—Ala—Pro—
Ala-Val-Gln-Thr-Asn—Trp—Gln—Lys—Leu—Glu~
Thr—Phe~Trp—Ala—Lys—His—Met—Trp—Asn—Phe—
Ile—Ser—Gly-Ile-GIn-Tyr-Leu-Ala—-Gly—Leu—
Ser—Thr-Leu-Pro—Gly—Asn—Pro—Ala—lle—Ala—
Ser—Leu—Met—Ala—Phe—Thr—Ala—Ala—Val—Thr—
Ser—Pro—Leu~Thr-Thr-Ser—Gln—Thr-Leu—Leu—
Phe—Asn-Ile—Leu-Gly—Gly-Trp—Val-Ala—Ala—
Gin-Leu—-Ala—Ala—Pro-Gly—Ala—Ala— Thr—Ala—
Phe-Val-Gly-Ala-Gly-Leu-Ala—Gly-Ala—Ala—
Ille-Gly—Ser-Val-Gly-Leu~Gly—Lys—Val-Leu-
Ile—Asp—Iie—Leu—Ala—Gly—Tyr—Gly—Ala—Gly—
Val-Ala-Gly-Ala-Leu—Val-Ala—Phe—Lys-Ile~
Met—Ser—Gly~Glu—Val-Pro-Ser—Thr-Glu—Asp—
Leu-Val-Asn—Leu-Leu-Pro—Ala—Ile—Leu—Ser—
Pro-Gly-Ala-Leu-Val-Val-Gly-Val-Val-Cys—
Ala-Ala—Ile—Leu—Arg—Arg—His—Val-Gly—Pro—
Gly—Glu-Gly—Ala—Val-Gln-Trp—~Met-Asn—Arg—
Leu-Ile—Ala—Phe—Ala—Ser—Arg—Glu—Asn—His—
Val-Ser—Pro—Val-His—His—Lys—Arg.

(Elsébbsége: 1988. 05. 06.)

29. A 21-27. igénypontok barmelyike szerinti elja-
1as, azzal jellemezve, hogy az egybefiiggd nukleotid-
szekvencia az ATCC 40511, 40512, 40513 és
40514 szam alatt letétbe helyezett cDNS-csoportba tar-
tozé HCV c¢DNS valamelyik szalaban talalhato.
(Els6bbsége: 1988. 11. 14.)

30. A 21-27. igénypontok barmelyike szerinti elja-
1as, azzal jellemezve, hogy az egybefiiggd nukleotid-
szekvencia a 7. vagy 8. dbra szerinti HCV ¢cDNS-szek-
vencia éltal kodolt.

(Els6bbsége: 1988. 02. 26.)

31. A 21-27. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy az egybefliggd nukleotid-
szekvencia a 26. dbra szerinti HCV c¢DNS-szekvencia
altal kodolt.

(Elsébbsége: 1988. 10. 26.)

32. Eljarés szilard hordozohoz rogzitett HCV -1 po-
lipeptid elGallitasara, azzal jellemezve, hogy egy, a
21-31. igénypontok barmelyike szerint eléallitott
polipeptidet szilard hordozora visziink fel.
(Els6bbsége: 1987.12. 30.)

33. Eljards immunesszé kit el6allitasara, azzal jelle-
mezve, hogy egy, a 21-27. vagy 29-32. igénypontok
barmelyike szerint elgallitott polipeptidet egy megfele-
16 tartalyba visziink be.

(ElsGbbsége: 1987. 12. 30.)

34. A 33. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,

hogy a HCV -1 antigén determinanst a C100 klén 4ltal
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kédolt HCV-aminosavszekvencia tartalmazza, és ez a
klén az alabbi HCV-aminosavszekvenciat kodolja:
Asp—Ala-His-Phe-Leu-Ser—~Gln-Thr-Lys—
GIn-Ser-Gly—Glu~Asn-Leu—Pro—Tyr—Leu—Val—
Ala-Tyr-Gln—Ala-Thr-Val-Cys~Ala— Arg—Ala—
Gln-Ala-Pro-Pro—Pro-Ser-Trp— Asp—Gln—Met—
Trp—Lys—Cys—Leu—lle—Arg—Leu—Lys—Pro—Thr-
Leu-His—Gly~Pro—Thr—Pro—~Leu-Leu-Tyr—Arg—
Leu-Gly-Ala-Val-Gln-Asn—Glu—Ile-Thr—Leu—
Thr—His—Pro—Val-Thr-Lys—Tyr-Ile—Met—Thr—
Cys—Met—Ser—Ala—Asp-Leu-Glu-Ile- Thr—-Leu—
Thr—His—Pro-Val-Thr-Lys—Tyr—Ile—~Met—Thr—
Cys—Met—Ser—Ala—Asp-Leu—Glu—Val—Val-Thr—
Ser—Thr—Trp—Val-Leu—Val-Gly—Gly-Val-Leu—
Ala—-Ala-Leu—Ala—Ala-Tyr-Cys—Leu—Ser—Thr—
Gly-Cys—-Val-Val-Ile-Val-Gly—-Arg—-Val-Val-
Leu—Ser—Gly—Lys—-Pro—Ala—Ile—Ile-Pro—Asp—
Arg-Glu-Val-Leu-Tyr-Arg-Glu—-Phe—Asp—
Glu-Met-Glu-Glu-Cys-Ser—Gln-His—Leu—
Pro—Tyr—Ile—-Glu-Gln-Gly-Met—Met—Leu—Ala—
Glu-GIn-Phe—Lys—Gln-Lys—Ala—-Leu—Gly—Leu—
Leu-GIn-Thr-Ala—Ser—Arg—Gln-Ala—-Glu—Val -
Ile-Ala-Pro-Ala-Val-Gln—Thr—Asn—Trp—Gln—
Lys—Leu—Glu—Thr—Phe—Trp--Ala—Lys—His—Met—
Trp—Asn-Phe-Ile—Ser—Gly—Ile-Gln-Tyr-Leu—
Ala—Gly—Leu—Ser—Thr-Leu—Pro—Gly—Asn— Pro—
Ala-Ile—Ala—Ser—Leu—Met—Ala—Phe-Thr—Ala—
Ala-Val-Thr-Ser—Pro—Leu—Thr—Thr—Ser—Gln—
Thr—Leu-Leu—Phe—-Asn—Ile-Leu—Gly—Gly—Trp—
Val-Ala—-Ala-Gin-Leu-Ala—Ala-Pro—Gly—Ala—
Ala—Thr-Ala-Phe—Val-Gly-Ala-Gly—-Leu—Ala—
Gly—Ala—Ala—Ile-Gly—Ser—Val-Gly-Leu-Gly—
Lys—Val-Leu-Ile—Asp-Ile-Leu-Ala—Gly-Tyr-
Gly-Ala—-Gly—Val-Ala-Gly—Ala—Leu—Val-Ala—
Phe—-Lys—Ile—Met—Ser—Gly—Glu—-Val—Pro—Ser—
Thr—-Glu—Asp—Leu—Val-Asn—Leu—Leu—Pro—Ala—
Ile~-Leu-Ser—Pro—Gly-Ala-Leu-Val—Val-Gly-
Val-Val-Cys—Ala—Ala—-Ile—Leu—Arg—Arg—His—
Val-Gly-Pro-Gly-Glu-Gly—Ala- Val-Gln—Trp-
Met—Asn—Arg—Leu—Ile—Ala—Phe—-Ala—Ser—Arg—
Glu-Asn—His—Val-Ser—Pro—Val-His—His—Lys—
Arg.

(Elsdbbsége: 1988. 05. 06.)

35. Immunesszé HCV-1 elleni antitestek (anti-
HCV-antitestek) kimutatasara, azzal jellemezve, hogy

(a) vesziink egy polipeptidet, amely az anti-
HCV -1 antitest altal megkothetd antigéndetermindnst
tartalmaz, ahol az antigéndetermindns egy, legalabb
8 aminosavbol 4ll6 egybefiiggd aminosavszekvenciat
tartalmaz, amelyet a HCV-1 kodol, és a polipeptid
egy, a 21. igénypont szerint elGallitott polipeptiddel
azonos;

(b) egy biolégiai mintat in vitro inkubélunk a poli-
peptiddel, olyan koriilmények k6zott, amelyek lehetgvé
teszik egy antitest-antigén komplex kialakuldsat; és

(c) meghatarozzuk, hogy kialakult-e a polipeptidet
tartalmazo antitest-antigén komplex.

(ElsGbbsége: 1987. 11. 18))

36. A 35. igénypont szerinti immunesszé, azzal

Jjellemezve, hogy az antigén determinans az ATCC
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40394 szamon letétbe helyezett lambda—gt11 konyv-
tarban kodolodik.
(Elsdbbsége: 1987. 12.30.)

37. A 35. igénypont szerinti immunesszé, azzal jel-
lemezve, hogy az antigéndeterminans a 47. abra szerinti
szekvencidban kodolédik.

(Elsébbsége: 1987.12. 30.)

38. A 35-37. igénypontok barmelyike szerinti im-
munessz¢, azzal jellemezve, hogy a polipeptidet kémiai
szintézissel allitjuk eld.

(Elsdbbsége: 1987. 12. 30.)

39. A 35-37. igénypontok barmelyike szerinti im-
munessz¢, azzal jellemezve, hogy a polipeptidet rekom-
bindns polinukleotidexpresszidval llitjuk el8.
(Els6bbsége: 1987. 12. 30.)

40. A 35-39. igénypontok barmelyike szerinti im-
munessz¢, azzal jellemezve, hogy a polipeptidet egy szi-
lard hordozéhoz rogzitjiik.

(Els6bbsége: 1987. 12. 30.)

41. A 35-40. igénypontok barmelyike szerinti im-
munesszé, azzal jellemezve, hogy a polipeptid tartalmaz
még egy nem HCV-aminosavszekvenciét is, egy, a
HCV-1 altal kodolt, legalabb 8 aminosav hosszisagu,
egybefligg6 aminosavszekvenciaval fuzionaltatva.
(Elsébbsége: 1987. 12. 30.)

42. A 35-41. igénypontok barmelyike szerinti im-
munesszé, azzal jellemezve, hogy az antigéndetermi-
nans a C100 klénban kodolt.

(Elsébbsége: 1988. 05. 06.)

43. Eljaras HCV -1 elleni vakcina eléallitasara,
amely egy, a 21-23. igénypontok barmelyike szerint
el$allitott immunogén polipeptidet tartalmaz, azzal jel-
lemezve, hogy egy, a 21-23. igénypontok barmelyi-
ke szerint el6allitott immunogén polipeptidet egy
gyogyaszatilag elfogadhaté segédanyaggal keveriink
Ossze.

(Els6bbsége: 1987. 11. 18.)

44. Eljardas HCV-1 polinukleotidok egy mintiban
valo jelenlétének vagy hidnyénak kimutatisara in vitro
polinukleotidhibridizaciés médszerrel, azzal jellemez-
ve, hogy

(2) a polinukleotidokat tartalmaz6 mintat egy proba-
polinukleotiddal hozzuk érintkezésbe, amely olyan egy-
befiiggé nukleotidszekvenciat tartalmaz, amely képes
egy HCV-polinukleotidhoz vagy annak komplemente-
réhez szelektiven hibridizalodni, amely prébapolinuk-
leotidot az 1-13. igénypontok barmelyike szerinti elja-
rassal allitottuk eld; és

(b) meghatarozzuk, hogy létrejittek-e a probapoli-
nukleotidot tartalmazé polinukleotidduplexek.
(ElsGbbsége: 1987. 11. 18.)

45. A 44. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy az egybefiiggé nukleotidszekvencia az ATCC
40394 szam alatt letétbe helyezett HCV c¢DNS egyik
szalaban talalhat6.

(Els6bbsége: 1987. 12. 30.)

46. A 44. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy az egybefiiggl nukleotidszekvencia a 47. abra
szerinti szekvenciaban van kédolva.

(Elsébbsége: 1987. 12. 30.)
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47. A 44-46. igénypontok barmelyike szerinti elja-
1as, azzal jellemezve, hogy még amplifikaciot is vég-
ziink, polimerdz lancreakcids eljards (PCR) segitségével.
(Elsdbbsége: 1987. 12. 30.)

48. Eljards HCV-1 polinukleotidok PCR-rel vald
amplifikaldsara, azzal jellemezve, hogy egy, HCV-po-
linukleotidokat tartalmazo mintét egy, az 1-9. igény-
pontok barmelyike szerinti eljarassal elallitott polinuk-
leotidprimerrel hozunk érintkezésbe nukleinsav poli-
meraz enzim és nukleotidmonomerek jelenlétében a
polinukleotidprimer kiterjesztését elSsegité korilmé-
nyek kozott.

(ElsSbbsége: 1987. 12. 30.)

49. Eljaras HCV-1 polinukleotidok PCR-rel valé
amplifikalasira, azzal jellemezve, hogy egy, az 1. igény-
pont szerinti eljardssal elGallitott polinukleotidprimert
alkalmazunk, amely egy HCV-polinukleotidhoz vagy
komplementeréhez szelektiven hibridizdlodo egybefiig-
g6 nukleotidszekvenciat tartalmaz, és az eljarast nukle-
insav polimeraz enzim ¢és nukleotidmonomerek jelenlét-
ében végezziik a polinukleotidprimer kiterjesztését eld-
segit6 kortilmények kozott.

(Els6bbsége: 1987.11. 18.)

50. A 49. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy az egybefiiggd nukleotidszekvencia az ATCC
40394 szam alatt letétbe helyezett HCV c¢cDNS valame-
lyik széléban talalhato.

(Els6bbsége: 1987. 12. 30.)

51. A 49. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy az egybefliggs nukleotidszekvencia a 47. abra
szerinti szekvencidban kodolt.

(Els6bbsége: 1987. 12. 30.)

52. A 49-51. igénypontok barmelyike szerinti elja-
18s, azzal jellemezve, hogy az egybefiiggé nukleotid-
szekvencia legalabb 10 nukleotidbol 4ll.

(ElsGbbsége: 1987. 12. 30.)

53. A 49-51. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy az egybefiiggd nukleotid-
szekvencia legalabb 15 nukleotidbol all.

(ElsGbbsége: 1987. 12. 30.)

54. Eljarés anti-HCV -1 antitestek elBallitasara,
amelynek sordn egy nem human egyedet egy olyan ké-
szitménnyel immunizalunk, amely egy HCV-1 anti-
gént tartalmaz egy gyogyaszatilag elfogadhaté segéd-
anyaggal Osszekeverve, azzal jellemezve, hogy az im-
munizaldst egy, a 21. igénypont szerinti eljarassal el54l-
litott polipeptiddel végezziik.

(Elsébbsége: 1987. 12. 30.)

55. Az 54. igénypont szerinti eljaras anti-HCV-anti-
testek elSallitasara, amelynek sorén egy nem humén
egyedet egy olyan készitménnyel immunizalunk, amely
egy HCV—1 antigént tartalmaz egy gyogyaszatilag el-
fogadhat6 segédanyaggal sszekeverve, azzal jellemez-
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ve, hogy az immunizaldst egy, a 22-31. igénypontok
barmelyike szerinti eljarssal el3allitott polipeptiddel
végezzik.

(Els&bbsége: 1987. 12. 30.)

56. Eljaras HCV -1 antigének jelenlétének vagy hi-
anyanak egy mintdban immunesszé-modszerrel valo ki-
mutatdsara, azzal jellemezve, hogy

(a) a mintat egy, az 54. igénypont szerinti eljarassal
elSallitott anti-HCV—1 antitesttel inkubaljuk olyan ko-
rilmények kozott, amelyek lehetévé teszik egy antitest-
antigén komplex kialakulasat; és

(b) meghatarozzuk, hogy az anti-HCV-1 antitestet
tartalmazo antitest-antigén komplex kialakult-e.
(Elsébbsége: 1987. 11. 18.)

57. Eljardas HCV—1 antigén jelenlétének vagy hia-
nyanak egy mintban immunesszé-modszerrel valé ki-
mutatdsdra, azzal jellemezve, hogy

(a) a mintat egy, az 55. igénypont szerinti eljarassal
eléallitott anti-HCV -1 antitesttel inkubaljuk, olyan ké-
riilmények kdzott, amelyek lehetévé teszik egy antitest-
antigén komplex kialakulasat; és

(b) meghatdrozzuk, hogy az anti-HCV-1 antitestet
tartalmazé antitest-antigén komplex kialakult-e.
(Elsébbsége: 1987. 12. 30.)

58. Eljaras immunesszé kit el8allitasara, azzal jelle-
mezve, hogy az 54. igénypont szerinti eljarassal elGalli-
tott anti-HCV-1 antitesteket megfeleld tartalyba cso-
magoljuk.

(Elsébbsége: 1987. 11. 18.)

59. Eljaras immunesszé kit el8allitasara, azzal jelle-
mezve, hogy az 55. igénypont szerinti eljarassal elGalli-
tott anti-HCV-1 antitesteket megfeleld tartilyba cso-
magoljuk.

(Els6bbsége: 1987. 12. 30.)

60. Eljards egy HCV—1 polipeptidet tartalmazo
rekombinans polipeptid szintetizalasara, azzal jellemez-
ve, hogy az 1. igénypont szerinti eljarassal elallitott
polinukleotidot tartalmazé terméket hasznélunk.
(Elsébbsége: 1987. 11. 18.)

61. Az 59. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a 14. igénypont szerinti eljarassal elGallitott
polinukleotidot hasznalunk.

(Els6bbsége: 1987. 12. 30.)

62. Eljaras HCV -1 tenyésztésére, azzal jellemezve,
hogy HCV-1-gyel fert6zitt hepatocitakat vesziink,
majd a hepatocitakat in vitro szaporitjuk.

(Els@bbsége: 1987. 12. 30.)

63. A 62. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy hepatocitaként primer sejteket alkalmazunk.
(ElsGbbsége: 1987. 12. 30.)

64. A 62. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy hepatocitaként sejtvonalat alkalmazunk.
(Els6bbsége: 1987. 12. 30.)
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1. ABRA Az 5-1-1. DNS transzlicidja
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AlaSerCysLeuAsnCysSerAlaSerIlelleProAspArgGluvalLeuTyrArgGlu
GGCCTCCTGCTTGAACTGCTCGGCGAGCATCATACCTGACAGGGAAGTCCTCTACCGAGA
CCGGAGGACGAACTTGACGAGCCGCTCGTAGTATGGACTGTCCCTTCAGGAGATGGCTCT

PheAspGluMetGluGluCysSerGlnHisLeuProTyrIleGluGlnGlyMetMetLeu
GTTCGATGAGATGGAAGAGTGCTCTCAGCACTTACCGTACATCGAGCAAGGGATGATGCT
CAAGCTACTCTACCTTCTCACGAGAGTCGTGAATGGCATGTAGCTCGTTCCCTACTACGA

AlaGluGlnPheLysGlnLysAlaLeuGlyLeu
CGCCGAGCAGTTCAAGCAGAAGGCCCTCGGCCTCC
GCGGCTCGTCAAGTTCGTCTTCCGGGAGCCGGAGG

3. ABRA Az 5-1-1., 8l., 91. és 1-2. DNS transzldcidja
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GlyCysValValIleValG1yArgValValLeuSerGlyLysProAlaIleIleProAsp
CTGGCTGCGTGGTCATAGTGGGCAGGGTCGTCTTGTCCGGGAAGCCGGCAATCATACCTG
GACCGACGCACCAGTATCACCCGTCCCAGCAGAACAGGCCCTTCGGCCGTTAGTATGGAC

T

ArgGluValLeuTyrArgGluPheAspGluMetGluGluCysSerGlnHisLeuProTyr
ACAGGGAAGTCCTCTACCGAGAGTTCGATGAGATGGAAGAGTGCTCTCAGCACTTACCGT

TGTCCCTTCAGGAGATGGCTCTCAAGCTACTCTACCTTCTCACGAGAGTCGTGAATGGCA
A

IleGluGlnGlyMetMetLeuAlaGluGlnPheLysGlnLysAlaLeuGlyLeuLeuGln
ACATCGAGCAAGGGATGATGCTCGCCGAGCAGTTCAAGCAGAAGGCCCTCGGCCTCCTGC
TGTAGCTCGTTCCCTACTACGAGCGGCTCGTCAAGTTCGTCTTCCGGGAGCCGGAGGACG

ThrAlaSerArgGlnAlaGluValIleAlaProAlavalGlnThrAsnTrpGlnLysLeu
AGACCGCGTCCCGTCAGGCAGAGGTTATCGCCCCTGCTGTCCAGACCAACTGGCAAAAAC
TCTGGCGCAGGGCAGTCCGTCTCCAATAGCGGGGACGACAGGTCTGGTTGACCGTTTTTG

GluThrPheTrpAlaLysHisMetTrpAsnPheIleSerGlyIleGlnTereuAlaGly
TCGAGACCTTCTGGGCGAAGCATATGTGGAACTTCATCAGTGGGATACAATACTTGGCGG
AGCTCTGGAAGACCCGCTTCGTATACACCTTGAAGTAGTCACCCTATGTTATGAACCGCC

LeuSerThrLeuProGlyAsnProAlalleAlaSerLeuMetAlaPheThrAlaAlaval
GCTTGTCAACGCTGCCTGGTAACCCCGCCATTGCTTCATTGATGGCTTTTACAGCTGCTG
CGAACAGTTGCGACGGACCATTGGGGCGGTAACGAAGTAACTACCGAAAATGTCGACGAC

ThrSerProLeuThrThrSerGln
TCACCAGCCCACTAACCACTAGCCAAA
AGTGGTCGGGTGATTGGTGATCGGTTT
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5-1-1 1 [ggcctcctgcttgaactgctcggcgagcl?’ﬁ:?’ﬁﬁ.' “ll'\(l;(‘;t';ﬁll;
81 1 GTCCGGGAAGCCGGC TACCTGACAGGGAAG
H IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
91 1 ctggctgcgtGGTCAT: GTCCGGGAAGCCGGCAATCATACCTGACAGGGAAG
IHIIIIIIIHIIIIIHIII 1] TR Anannmnm
1-3 1 GGTCATAGTGGGCAGGGTCGTCTIGTCCGGGAAGCCGGCAATCATACCTGACAGGGAAG
5-1-1 48 1C GAGAGT
IH HIIHHI IIIIHIIIIHIHI i |IIIHIIIHIIIIIHIHHIIHHHIIHI
8l 36 TCCTCTACCGAGAGTTC GTGCTCTCAGC
11 IHIIHHIHHIIIIIIIIIIIIHIHlIIHIHHHIIHIIHIHIHIIHIllllll
91 70 TCCTCTACCGAGAGT
LT Hlll IIHIIHIHHIIIIIIHHIIIIHlllIIHHIIHHHIIIIIHHI

1-2 60 TCCTCTAtCGAGAGTTCGATGAGATGGAAGAGTGCTCTCAGCACTTACCGTACATCGAGCAAGGGATGATGC

5-1-1 120 TCGCCGAGCAGTTCAA

IIHIIIIHIIHIIIIIIIIIIHIIIIIII II
IIIHIIIIIIlIIII!IIIIIIIIIIIHIII IIIHIIIIIIIIHIIIIIIIIIIIIIIHIHIHI

91 142 TC CTCCTGCAGACCGCGPCCCGTCAGGCAGAGGTTATCGCCC

IIIIIIHIIIIIIIIIIIIIHIHHIHII

1-2 132 TCGCCGAGCAGTTCAAGCAGAAGGCCCTCGGCC

81 108 TC

81 180 CTGCTGTCCA ACCTTCTGGGCGAAGC

lIHIIHIHIHHI IHHHH |||H|H||HH|HI||IH HHHHIHHIHIIH
91 214 CTGCTGTCCAGACCAACTGGC ACCTTCTGGGCGAAGCATATGTGGAACTTCATCAGTGGGA
81 252 [GCCTGGtaacccegecattgettcattgatggettttacagetg

TACAATACTTGGCGGGCTTGTCAACGCT
|||||H|||||||||| LT

91 a86 T TACTTGGCGGGCTTGTCAACGCTGCCTGG

2. ABRA
81 324 ctgtcaccagcccactaaccactagccaaa
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4. ABRA A 8l. DNS transzlicidija

SerGlyLysProAlaIlelleProAspArgGluValLeuTyrArgGluPheAspGluMet
GTCCGGGAAGCCGGCAATCATACCTGACAGGGAAGTCCTCTACCGAGAGTTCGATGAGAT
CAGGCCCTTCGGCCGTTAGTATGGACTGTCCCTTCAGGAGATGGCTCTCAAGCTACTCTA

GluGluCysSerGlnHisLeuProTyrIleGluGlnGlyMetMetLeuAlaGluGlnPhe
GGAAGAGTGCTCTCAGCACTTACCGTACATCGAGCAAGGGATGATGCTCGCCGAGCAGTT
CCTTCICACGAGAGTCGTGAATGGCATGTAGCTCGTTCCCTACTACGAGCGGCTCGTCAA

LysGlnLysAlaLeuGlyLeuLeuGlnThrAlaSerArgGlnAlaGluValIleAlaPro
CAAGCAGAAGGCCCTCGGCCTCCTGCAGACCGCGTCCCGTCAGGCAGAGGTTATCGCCCC
GTTCGTCTTCCGGGAGCCGGAGGACGTCTGGCGCAGGGCAGTCCGTCTCCAATAGCGGGG

AlavValGlnThrAsnTrpGlnLysLeuGluThrPheTrpAlaLysHisMetTrpAsnPhe
TGCTGTCCAGACCAACTGGCAAAAACTCGAGACCTTCTGGGCGAAGCATATGTGGAACTT
ACGACAGGTCTGGTTGACCGTTTTTGAGCTCTGGAAGACCCGCTTCGTATACACCTTGAA

IleSerGlyIleGlnTyrLeuAlaGlyLeuSerThrLeuProGlyAsnProAlaIleAla
CATCAGTGGGATACAATACTTGGCGGGCTTGTCAACGCTGCCTGGTAACCCCGCCATTGC
GTAGTCACCCTATGTTATGAACCGCCCGAACAGTTGCGACGGACCATTGGGGCGGTAACG

SerLeuMetAlaPheThrAlaAlavalThrSerProLeuThrThrSerGln
TTCATTGATGGCTTTTACAGCTGCTGTCACCAGCCCACTAACCACTAGCCAAA
AAGTAACTACCGAAAATGTCGACGACAGTGGTCGGGTGATTGGTGATCGGTTT

5. ABRA A 36. DNS transzlédcidja

AspAlaHisPheLeuSerGlnThrLysGlnSerGlyGluAsnLeuProTyrLeuvValAla
GATGCCCACTTTCTATCCCAGACAAAGCAGAGTGGGGAGAACCTTCCTTACCTGGTAGCG
CTACGGGTGAAAGATAGGGTCTGTTTCGTCTCACCCCTCTTGGAAGGAATGGACCATCGC

TyrGlnAlaThrValesAlaArgAlaGlnAlaProProProSerTrpAspGlnMetTrp
TACCAAGCCACCGTGTGCGCTAGGGCTCAAGCCCCTCCCCCATCGTGGGACCAGATGTGG
ATGGTTCGGTGGCACACGCGATCCCGAGTTCGGGGAGGGGGTAGCACCCTGGTC TACACC

LysCysLeuIleArgLeuLysProThrLeuHisGlyProThrProLeuLeuTyrArgLeu
AAGTGTTTGATTCGCCTCAAGCCCACCCTCCATGGGCCAACACCCCTGCTATACAGACTG
TTCACAAACTAAGCGGAGTTCGGGTGGGAGGTACCCGG TTGTGGGGACGATATG TCTGAC

GlyAlaValGlnAsnGluIleThrLeuThrHisProValThrLysTyrIleMetThrCys
GGCGCTGTTCAGAATGAAATCACCCTGACGCACCCAGTCACCAAATACATCATGACATGC
CCGCGACAAGTCTTACTTTAGTGGGACTGCGTGGGTCAGTGGTTTATGTAGTACTGTACG

MetSerAlaAspLeuG1uValValThrSerThrTrpValLeuValGlyGlyValLeuAla
ATGTCGGCCGACCTGGAGGTCG TCACGAGCACCTGGGTGCTCGTTGGCGGCGTCCTGGCT
TACAGCCGGCTGGACCTCCAGCAGTGCTCGTGGACCCACGAGCAACCGCCGCAGGACCGA

AlaLeuAlaAlaTerysLeuSerThrG1yCysVa1ValIleValGlyArgValValLeu
GCTTTGGCCGCGTATTGCCTGTCAACAGGCTGCGTGGTCATAGTGGGCAGGGTCGTCTTG
CGAAACCGGCGCATAACGGACAGTTGTCCGACGCACCAGTATCACCCGTCCCAGCAGAAC

——————————— dtfedés a 8l.-gyel~—————

SerGlyLysProAlaIleIleProAspArgGluValLeuTyrArg
TCCGGGAAGCCGGCAATCATACCTGACAGGGAAGTCCTCTACCGAG
AGGCCCTTCGGCCGTTAGTATGGACTGTCCCTTCAGGAGATGGCTC
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6. ABRA A 36. és 8l. DNS-ek kombin&lt ORF-je

AspAlaHisPheLeuSerGlnThrLysGlnSerGlyGluAsnLeuProTyrLeuvalAla
GATGCCCACTTTCTATCCCAGACAAAGCAGAGTGGGGAGAACCTTCCTTACCTGGTAGCG
CTACGGGTGAAAGATAGGGTCTGTTTCGTCTCACCCCTCTTGGAAGGAATGGACCATCGC

TyrGlnAlaThrValesAlaArgAlaGlnAlaProProProSerTrpAspGlnMetTrp
TACCAAGCCACCGTGTGCGCTAGGGCTCAAGCCCCTCCCCCATCGTGGGACCAGATGTGG
ATGGTTCGGTGGCACACGCGATCCCGAGTTCGGGGAGGGGGTAGCACCCTGGTCTACACC

LysCysLeulleArgLeulysProThrLeuHisGlyProThrProLeuLeuTyrargLeu
AAGTGTTTGATTCGCCTCAAGCCCACCCTCCATGGGCCAACACCCCTGCTATACAGACTG
TTCACAAACTAAGCGGAGTTCGGGTGGGAGGTACCCGGTTGTGGGGACGATATGTCTGAC

GlyAlaValGlnAsnGluIleThrLeuThrHisProValThrLysTyrIleMetThrCys
GGCGCTGTTCAGAATGAAATCACCCTGACGCACCCAGTCACCAAATACATCATGACATGC
CCGCGACAAGTCTTACTTTAGTGGGACTGCGTGGGTCAGTGGTTTATGTAGTACTGTACG

MetSerAlaAspleuGluValvValThrSerThrTrpValLeuvalGlyGlyValleuAla
ATGTCGGCCGACCTGGAGGTCGTCACGAGCACCTGGGTGCTCGTTGGCGGCGTCCTGGCT
TACAGCCGGCTGGACCTCCAGCAGTGCTCGTGGACCCACGAGCAACCGCCGCAGGACCGA

AlaLeuAlaAlaTyrCysLeuSerThrGlyCysvalvallleValGlyArgValvValLeu
GCTTTGGCCGCGTATTGCCTGTCAACAGGCTGCGTGGTCATAGTGGGCAGGGTCGTCTTG
CGAAACCGGCGCATAACGGACAGTTGTCCGACGCACCAGTATCACCCGTCCCAGCAGAAC

SerGlyLysProAlaIleIleProAspArgGluValLeuTyrArgGluPheAspGluMet
TCCGGGAAGCCGGCAATCATACCTGACAGGGAAGTCCTCTACCGAGAGTTCGATGAGATG
AGGCCCTTCGGCCGTTAGTATGGACTGTCCCTTCAGGAGATGGCTCTCAAGCTACTCTAC

GluGluCysSerGlnHisLeuProTyrileGluGlnGlyMetMetLeuAlaGluGlnPhe
GAAGAGTGCTCTCAGCACTTACCGTACATCGAGCAAGGGATGATGCTCGCCGAGCAGTTC
CTTCTCACGAGAGTCGTGAATGGCATGTAGCTCGTTCCCTACTACGAGCGGCTCGTCAAG

LysGlnLysAlaLeuGlyLeuLeuGlnThrAlaSerArgGlnAlaGluValIleAlaPro
AAGCAGAAGGCCCTCGGCCTCCTGCAGACCGCGTCCCGTCAGGCAGAGGTTATCGCCCCT
TTCGTCTTCCGGGAGCCGGAGGACGTCTGGCGCAGGGCAGTCCGTCTCCAATAGCGGGGA

AlaValGlnThrAsnTrpGlnLysLeuGluThrPheTrpAlaLysHisMetTrpAsnPhe
GCTGTCCAGACCAACTGGCAAAAACTCGAGACCTTCTGGGCGAAGCATATGTGGAACTTC
CGACAGGTCTGGTTGACCGTTTTTGAGCTCTGGAAGACCCGCTTCGTATACACCTTGAAG

IleSerGlyIleGlnTereuAlaGlyLeuSerThrLeuProGlyAsnProAlaIleAla
ATCAGTGGGATACAATACTTGGCGGGCTTGTCAACGCTGCCTGGTAACCCCGCCATTGCT
TAGTCACCCTATGTTATGAACCGCCCGAACAGTTGCGACGGACCATTGGGGCGGTAACGA

SerLeuMetAlaPheThrAlaAlavalThrSerProLeuThrThrSerGln

TCATTGATGGCTTTTACAGCTGCTGTCACCAGCCCACTAACCACTAGCCAAA
AGTAACTACCGAAAATGTCGACGACAGTGG TCGGGTGATTGGTGATCGGTTT
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ABRA A 32. DNS transzlicidja

—————— . 4tfedés a 8l.-gyel-—-
PheThrAlaAlavalThrSerProLeuThrThrSerGlnThrLeulLeuPheAsnIleLeu

CTTTTACAGCTGCTGTCACCAGCCCACTAACCACTAGCCAAACCCTCCTCTTCAACATAT

GAAAATGTCGACGACAGTGGTCGGGTGATTGGTGATCGGTTTGGGAGGAGAAGTTGTATA

GlyGlyTrpValAlaAlaGlnLeuAlaAlaProGlyAlaAlaThrAlaPheValGlyAla
TGGGGGGGTGGGTGGCTGCCCAGCTCGCCGCCCCCGGTGCCGCTACTGCCTTTGTGGGCG
ACCCCCCCACCCACCGACGGGTCGAGCGGCGGGGGCCACGGCGATGACGGAAACACCCGC

GlyLeuAlaGlyAlaAlaIleGlySerValGlyLeuGlyLysValLeulleAsleeLeu
CTGGCTTAGCTGGCGCCGCCATCGGCAGTGTTGGACTGGGGAAGGTCCTCATAGACATCC
GACCGAATCGACCGCGGCGGTAGCCGTCACAACCTGACCCCTTCCAGGAGTATCTGTAGG

AlaGlyTyrGlyAlaGlyValAlaGlyAlaLeuValAlaPheLysIleMetSerGlyGlu
TTGCAGGGTATGGCGCGGGCGTGGCGGGAGCTCTTGTGGCATTCAAGATCATGAGCGGTG
AACGTCCCATACCGCGCCCGCACCGCCCTCGAGAACACCGTAAGTTCTAGTACTCGCCAC

ValProSerThrGluAspLeuValAsnLeuLeuProAlaIleLeuSerProGlyAlaLeu
AGGTCCCCTCCACGGAGGACCTGGTCAATCTACTGCCCGCCATCCTCTCGCCCGGAGCCC
TCCAGGGGAGGTGCCTCCTGGACCAGTTAGATGACGGGCGGTAGGAGAGCGGGCCTCGGG

ValValGlyValValesAlaAlaIleLeuArgArqusValGlyProGlyGluGlyAla
TCGTAGTCGGCGTGGTCTGTGCAGCAATACTGCGCCGGCACGTTGGCCCGGGCGAGGGGG
AGCATCAGCCGCACCAGACACGTCGTTATGACGCGGCCGTGCAACCGGGCCCGCTCCCCC

ValGlnTrpMetAsnArgLeuIleAlaPheAlaSerArgGlyAanisValSer

CAGTGCAGTGGATGAACCGGCTGATAGCCTTCGCCTCCCGGGGGAACCATGTTTCCCC
GTCACGTCACCTACTTGGCCGACTATCGGAAGCGGAGGGCCCCCTTGGTACAAAGGGG
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8. ABRA A 35. DNS transzléciéja

SerIleGluThrIleThrLeuProGlnAspAlavValSerArgThrGlnArgArgGlyArg
TCCATTGAGACAATCACGCTCCCCCAGGATGCTGTCTCCCGCACTCAACGTCGGGGCAGG
AGGTAACTCTGTTAGTGCGAGGGGGTCCTACGACAGAGGGCGTGAGTTGCAGCCCCGTCC

ThrGlyArgGlyLysProGlyIleTyrArgPheValAlaProGlyGluArgProSerGly
ACTGGCAGGGGGAAGCCAGGCATCTACAGATTTGTGGCACCGGGGGAGCGCCCCTCCGGC
TGACCGTCCCCCTTCGGTCCGTAGATGTCTAAACACCGTGGCCCCCTCGCGGGGAGGCCG

MetPheAspSerSerValLeuCysGluCysTyrAspAlaGlyCysAlaTrpTyrGluLeu
ATGTTCGACTCGTCCGTCCTCTGTGAGTGCTATGACGCAGGCTGTGCTTGGTATGAGCTC
TACAAGCTGAGCAGGCAGGAGACACTCACGATACTGCGTCCGACACGAACCATACTCGAG

ThrProAlaGluThrThrvalArgLeuArgAlaTyrMetAsnThrProGlyLeuProval
ACGCCCGCCGAGACTACAGTTAGGCTACGAGCGTACATGAACACCCCGGGGCTTCCCGTG
TGCGGGCGGCTCTGATGTCAATCCGATGCTCGCATGTACTTGTGGGGCCCCGAAGGGCAC

CysGlnAspHisLeuGluPheTrpGluGlyValPheThrGlyLeuThrHisIleAspAla
TGCCAGGACCATCTTGAATTTTGGGAGGGCGTCTTTACAGGCCTCACTCATATAGATGCC
ACGGTCCTGGTAGAACTTAAAACCCTCCCGCAGAAATGTCCGGAGTGAGTATATCTACGG

HisPheLeuSerGlnThrLysGlnSerGlyGluAsnLeuProTereuValAlaTyrGln
CACTTTCTATCCCAGACAAAGCAGAGTGGGGAGAACCTTCCTTACCTGGTAGCGTACCAA
GTGAAAGATAGGGTCTGTTTCGTCTCACCCCTCTTGGAAGGAATGGACCATCGCATGGTT

———————————————— dtfedés a 36.-tal-—————————————————————mn
AlaThrValesAlaArgAlaGlnAlaProProProSerTrpAspGlnMetTrpLysCys
GCCACCGTGTGCGCTAGGGCTCAAGCCCCTCCCCCATCGTGGGACCAGATGTGGAAGTGT
CGGTGGCACACGCGATCCCGAGTTCGGGGAGGGGGTAGCACCCTGGTCTACACCTTCACA

LeuIleArgLeuLysProThrLeuHisGlyProThrProLeuLeuTyrArgLeuGlyAla
TTGATTCGCCTCAAGCCCACCCTCCATGGGCCAACACCCCTGCTATACAGACTGGGCGCT
AACTAAGCGGAGTTCGGGTGGGAGGTACCCGGTTGTGGGGACGATATGTCTGACCCGCGA
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9-1. ABRA A 35., 36., 81. é&s 32. DNS-ek kombin&lt ORF-je

SerIleGluThrIleThrLeuProGlnAspAlaValSerArgThrGlnArqArgGlyArg
1 TCCATTGAGACAATCACGCTCCCCCAGGATGCTGTCTCCCGCACTCAACGTCGGGGCAGG
AGGTAACTCTGTTAGTGCGAGGGGGTCCTACGACAGAGGGCGTGAGTTGCAGCCCCGTCC

ThrGlyArgGlyLysProGlyIleTyrArgPhevalAlaProGlyGluArgProSerGly
61 ACTGGCAGGGGGAAGCCAGGCATCTACAGATTTGTGGCACCGGGGGAGCGCCCCTCCGGE
TGACCGTCCCCCTTCGGTCCGTAGATGTCTAAACACCGTGGCCCCCTCGCGGGGAGGCEE

MetPheAspSerServValLeuCysGluCysTyrAspAlaGlyCysAlaTrpTyrGluLeu
121 ATGTTCGACTCGTCCGTCCTCTGTGAGTGCTATGACGCAGGCTGTGCTTGGTATGAGCTC
TACAAGCTGAGCAGGCAGGAGACACTCACGATACTGCGTCCGACACGAACCATACTCGAG

ThrProAlaGluThrThrValArgLeuArgAlaTeretAsnThrProGlyLeuProVal
181 ACGCCCGCCGAGACTACAGTTAGGCTACGAGCGTACATGAACACCCCGGGGCTTCCCGTG
TGCGGGCGGCTCTGATGTCAATCCGATGCTCGCATGTACTTGTGGGGCCCCGAAGGGCAC

CysGlnAspHisLeuGluPheTrpGluGlyValPheThrGlyLeuThrHisIleAspAla
241 TGCCAGGACCATCTTGAATTTTGGGAGGGCGTCTTTACAGGCCTCACTCATATAGATGCC
ACGGTCCTGGTAGAACTTAAAACCCTCCCGCAGAAATGTCCGGAGTGAGTATATCTACGG

HisPheLeuSerGlnThrLysGlnSerGlyGluAsnLeuProTyrLeuvalAlaTyrGln
301 CACTTTCTATCCCAGACAAAGCAGAGTGGGGAGAACCTTCCTTACCTGGTAGCGTACCAA
GTGAAAGATAGGGTCTGTTTCGTCTCACCCCTCTTGGAAGGAATGGACCATCGCATGGTT

AlaThrValesAlaArquaGlnAlaProProProSerTrpAspGlnMetTrpLysCys
361 GCCACCGTGTGCGCTAGGGCTCAAGCCCCTCCCCCATCGTGGGACCAGATGTGGAAGTGT
CGGTGGCACACGCGATCCCGAGTTCGGGGAGGGGGTAGCACCCTGGTCTACACCTTCACA

LeuIleArgLeuLysProThrLeuHisGlyProThrProLeuLeuTyrArgLeuGlyAla
421 TTGATTCGCCTCAAGCCCACCCTCCATGGGCCAACACCCCTGCTATACAGACTGGGCGET
AACTAAGCGGAGTTCGGGTGGGAGGTACCCGGTTGTGGGGACGATATGTCTGACCCGCGA

ValGlnAsnGluIleThrLeuThrHisProValThrLysTyrIleMetThrCysMetSer
481 GTTCAGAATGAAATCACCCTGACGCACCCAGTCACCAAATACATCATGACATGCATGTCG
CAAGTCTTACTTTAGTGGGACTGCGTGGGTCAGTGGTTTATGTAGTACTGTACGTACAGC

AlaAspLeuGluValValThrSerThrTrpValleuValGlyGlyValleuAlaAlalLeu
541 GCCGACCTGGAGGTCGTCACGAGCACCTGGGTGCTCGTTGGCGGCGTCCTGGCTGCTTTG
CGGCTGGACCTCCAGCAGTGCTCGTGGACCCACGAGCAACCGCCGCAGGACCGACGAAAC

AlaAlaTerysLeuSerThrGlyCysVaIValIleValGlyA:gValValLeuSerGly
601 GCCGCGTATTGCCTGTCAACAGGCTGCGTGGTCATAGTGGGCAGGGTCGTCTTGTCCGGG
CGGCGCATAACGGACAGTTGTCCGACGCACCAGTATCACCCGTCCCAGCAGAACAGGCCC

LysProAlallelleProAspArgGluValLeuTyrArgGluPheAspGluMetGluGlu
661 AAGCCGGCAATCATACCTGACAGGGAAGTCCTCTACCGAGAGTTCGATGAGATGGAAGAG
TTCGGCCGTTAGTATGGACTGTCCCTTCAGGAGATGGCTCTCAAGCTACTCTACCTTCTC

CysSerGlnHisLeuProTyrIleGluGlnGlyMetMetLeuAlaGluGlnPheLysGln
721 TGCTCTCAGCACTTACCGTACATCGAGCAAGGGATGATGCTCGCCGAGCAGTTCAAGCAG
ACGAGAGTCGTGAATGGCATGTAGCTCGTTCCCTACTACGAGCGGCTCGTCAAGTTCGTC

LysAlaleuGlyLeuLeuGlnThrAlaSerArgGlnAlaGluValIleAlaProAlaval

781  AAGGCCCTCGGCCTCCTGCAGACCGCGTCCCGTCAGGCAGAGGTTATCGCCCCTGCTGTC
TTCCGGGAGCCGGAGGACGTCTGGCGCAGGGCAGTCCGTCTCCAATAGCGGGGACGACAG
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GlnThrAsnTrpGlnLysLeuGluThrPheTrpAlaLysHisMetTrpAsnPheIleSer
841 CAGACCAACTGGCAAAAACTCGAGACCTTCTGGGCGAAGCATATGTGGAACTTCATCAGT
GTCTGGTTGACCGTTTTTGAGCTCTGGAAGACCCGCTTCGTATACACCTTGAAGTAGTCA

GlyIleGlnTyrLeuAlaGlyLeuSerThrLeuProGlyAsnProAlalleAlaSerLeu
901 GGGATACAATACTTGGCGGGCTTGTCAACGCTGCCTGGTAACCCCGCCATTGCTTCATTG
CCCTATGTTATGAACCGCCCGAACAGTTGCGACGGACCATTGGGGCGGTAACGAAGTAAC

MetAlaPheThrAlaAlavalThrSerProlLeuThrThrSerGlnThrleuleuPheAsn
961 ATGGCTTTTACAGCTGCTGTCACCAGCCCACTAACCACTAGCCAAACCCTCCTCTTCAAC
TACCGAAAATGTCGACGACAGTGGTCGGGTGATTGGTGATCGGTTTGGGAGGACAAGTTG

IleLeuGlyGlyTrpValAlaAlaGlnLeuAlaAlaProGlyAlaAlaThrAlaPheval
1021 ATATTGGGGGGGTGGGTGGCTGCCCAGCTCGCCGCCCCCGGTGCCGCTACTGCCTTTGTG
TATAACCCCCCCACCCACCGACGGGTCGAGCGGCGGGGGCCACGGCGATGACGGAAACAC

GlyAlaGlyLeuAlaGlyAlaAlaIleGlySerValGlyLeuGlyLysValLeuIleAsp
1081 GGCGCTGGCTTAGCTGGCGCCGCCATCGGCAGTGTTGGACTGGGGAAGGTCCTCATAGAC
CCGCGACCGAATCGACCGCGGCGGTAGCCGTCACAACCTGACCCCTTCCAGGAGTATCTG

IleLeuAlaGlyTyrGlyAlaGlyValAlaGlyAlaLeuvalAlaPheLysIleMetSer
1141 ATCCTTGCAGGGTATGGCGCGGGCGTGGCGGGAGCTCTTGTGGCATTCAAGATCATGAGC
TAGGAACGTCCCATACCGCGCCCGCACCGCCCTCGAGAACACCGTAAGTTCTAGTACTCG

GlyG1uValProSerThrGluAspLeuValAsnLeuLeuProAlaIleLeuSerProGly
1201 GGTGAGGTCCCCTCCACGGAGGACCTGGTCAATCTACTGCCCGCCATCCTCTCGCCCGGA
CCACTCCAGGGGAGGTGCCTCCTGGACCAGTTAGATGACGGGCGGTAGGAGAGCGGGCCT

AlaLeuvalvalGlyValvValCysAlaAlalleLeuArgArgHisvValGlyProGlyGlu
1261 GCCCTCGTAGTCGGCGTGGTCTGTGCAGCAATACTGCGCCGGCACGTTGGCCCGGGCGAG
CGGGAGCATCAGCCGCACCAGACACGTCGTTATGACGCGGCCGTGCAACCGGGCCCGCTC
GlyAlaValGlnTrpMetAsnArgLeuI1eAlaPheAlaSerArgGlyAanisValSer

1321 GGGGCAGTGCAGTGGATGAACCGGCTGATAGCCTTCGCCTCCCGGGGGAACCATGTTTCCCC
CCCCGTCACGTCACCTACTTGGCCGACTATCGGAAGCGGAGGGCCCCCTTGGTACAAAGGGG

9-2. ABRA
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10. ABRA A 37b. DNS transzliciéja

LeuAlaAlaLysLeuValAlaLeuGlyIleAsnAlaValAlaTeryrArgGlyLeuAsp
CTCGCCGCAAAGCTGGTCGCATTGGGCATCAATGCCGTGGCCTACTACCGCGGTCTTGAC
GAGCGGCGTTTCGACCAGCGTAACCCGTAGTTACGGCACCGGATGATGGCGCCAGAACTG

ValServValIlleProThrSerGlyAspValvalValvalAlaThrAspAlaLeuMetThr
GTGTCCGTCATCCCGACCAGCGGCGATGTTGTCGTCGTGGCAACCGATGCCCTCATGACC
CACAGGCAGTAGGGCTGGTCGCCGCTACAACAGCAGCACCGTTGGCTACGGGAGTACTGG

GlyTyrThrGlyAspPheAspSerValIleAspTyrAsnThrCysValThrGlnThrval
GGCTATACCGGCGACTTCGACTCGGTGATAGACTACAATACGTGTGTCACCCAGACAGTC
CCGATATGGCCGCTGAAGCTGAGCCACTATCTGATGTTATGCACACACTGGGTCTGTCAG

——————————————————————— dtfedés a
AspPheSerLeuAspProThrPheThrIleGluThrIleThrLeuProGlnAspAlaVal
GATTTCAGCCTTGACCCTACCTTCACCATTGAGACAATCACGCTCCCCCAGGATGCTGTC
CTAAAGTCGGAACTGGGATGGAAGTGGTAACTCTGTTAGTGCGAGGGGGTCCTACGACAG

clone 35 klénnal-———-——-——-
SerArgThrGlnArgArgGlyArgThr
TCCCGCACTCAACGTCGGGGCAGGACTG
AGGGCGTGAGTTGCAGCCCCGTCCTGAC

11. ABRA A 33b. DNS transzlicidja

——————— dtfedés a 32.-vel ————mmmeo

MetAsnArgLeuIleAlaPheAlaSerArgGlyAanisVaISerProThrHisTeral
GATGAACCGGCTGATAGCCTTCGCCTCCCGGGGGAACCATGTTTCCCCCACGCACTACGT
CTACTTGGCCGACTATCGGAAGCGGAGGGCCCCCTTGGTACAAAGGGGGTGCGTGATGCA

ProGluSerAspAlaAlaAlaArgValThrAlaIleLeuSerSerLeuThrValThrGln
GCCGGAGAGCGATGCAGCTGCCCGCGTCACTGCCATACTCAGCAGCCTCACTGTAACCCA
CGGCCTCTCGCTACGTCGACGGGCGCAGTGACGGTATGAGTCGTCGGAGTGACATTGGGT

LeuLeuArgArgLeuHisGlnTrpI1eSerSerGluCysThrThrProCysSerGlySer
GCTCCTGAGGCGACTGCACCAGTGGATAAGCTCGGAGTGTACCACTCCATGCTCCGGTTC
CGAGGACTCCGCTGACGTGGTCACCTATTCGAGCCTCACATGGTGAGGTACGAGGCCAAG

TrpLeuArgAspIleTrpAspTrpIleCysGluVa1LeuSerAspPheLysThrTrpLeu
CTGGCTAAGGGACATCTGGGACTGGATATGCGAGGTGTTGAGCGACTTTAAGACCTGGCT
GACCGATTCCCTGTAGACCCTGACCTATACGCTCCACAACTCGCTGAAATTCTGGACCGA

LysAlaLysLeuMetProGlnLeuProGlyIleProPheValSerCysGlnArgGlyTyr
AAAAGCTAAGCTCATGCCACAGCTGCCTGGGATCCCCTTTGTGTCCTGCCAGCGCGGGTA
TTTTCGATTCGAGTACGGTGTCGACGGACCCTAGGGGAAACACAGGACGGTCGCGCCCAT

LysGlyvValTrpArgval

TAAGGGGGTCTGGCGAGTG
ATTCCCCCAGACCGCTCAC
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12. ABRA A 40b. DNS transzlécidja

AlaTeretSerLysAlaHisGlyIleAspProAsnIleArgThrGlyValArgThrlle
GGCTTACATGTCCAAGGCTCATGGGATCGATCCTAACATCAGGACCGGGGTGAGAACAAT
CCGAATGTACAGGTTCCGAGTACCCTAGCTAGGATTGTAGTCCTGGCCCCACTCTTGTTA

ThrThrGlySerProIleThrTyrSerThrTyrGlyLysPheLeuAlaAspGlyGlyCys
TACCACTGGCAGCCCCATCACGTACTCCACCTACGGCAAGTTCCTTGCCGACGGCGGGTG
ATGGTGACCGTCGGGGTAGTGCATGAGGTGGATGCCGTTCAAGGAACGGCTGCCGCCCAC

SerGlyGlyAlaTyrAspIleIleIleCysAspGluCysHisSerThrAspAlaThrSer
CTCGGGGGGCGCTTATGACATAATAATTTGTGACGAGTGCCACTCCACGGATGCCACATC
GAGCCCCCCGCGAATACTGTATTATTAAACACTGCTCACGGTGAGGTGCCTACGGTGTAG

IleLeuGlyIleGlyThrvalLeuAspGlnAlaGluThrAalaGlyAlaArgLeuValval
CATCTTGGGCATCGGCACTGTCCTTGACCAAGCAGAGACTGCGGGGGCGAGACTGGTTGT
GTAGAACCCGTAGCCGTGACAGGAACTGGTTCGTCTCTGACGCCCCCGCTCTGACCAACA

LeuAlaThrAlaThrProProGlySerValThrValProHisProAsnIleGluGluval
GCTCGCCACCGCCACCCCTCCGGGCTCCGTCACTGTGCCCCATCCCAACATCGAGGAGGT
CGAGCGGTGGCGGTGGGGAGGCCCGAGGCAGTGACACGGGGTAGGGTTGTAGCTCCTCCA

AlaLeuSerThrThrGlyGlulleProPheTyrGlyLysAlalleProLeuGluvalIle
TGCTCTGTCCACCACCGGAGAGATCCCTTTTTACGGCAAGGCTATCCCCCTCGAAGTAAT
ACGAGACAGGTGGTGGCCTCTCTAGGGAAAAATGCCGTTCCGATAGGGGGAGCTTCATTA

LysGlyGlyArgHisLeuIlePheCysHisSerLysLysLysCysAspGluLeuAlaAla
CAAGGGGGGGAGACATCTCATCTTCTGTCATTCAAAGAAGAAGTGCGACGAACTCGCCGC
GTTCCCCCCCTCTGTAGAGTAGAAGACAGTAAGTTTCTTCTTCACGCTGCTTGAGCGGCG

——————————————————————— dtfedés a 37p.-vel-——————m———mmm—m
LysLeuvalAlaLeuGlyIleAsnAlavalAlaTyrTyrArgGlyLeuAspValServal
AAAGCTGGTCGCATTGGGCATCAATGCCGTGGCCTACTACCGCGGTCTTGACGTGTCCGT
TTTCGACCAGCGTAACCCGTAGTTACGGCACCGGATGATGGCGCCAGAACTGCACAGGCA

IleProThr
CATCCCGACCAG
GTAGGGCTGGTC
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13. ABRA A 25c. DNS transzliciéja

CysSerLeuThrValThrGlnlLeuLeuArgArgLeuHisGlnTrpIleSerSerGluCys
1  ACTGCAGCCTCACTGTAACCCAGCTCCTGAGGCGACTGCACCAGTGGATAAGCTCGGAGT
TGACGTCGGAGTGACATTGGGTCGAGGACTCCGCTGACGTGGTCACCTATTCGAGCCTCA

ThrThrProCysSerGlySerTrpLeuArgAspIlleTrpAspTrplleCysGluvalleu
61 GTACCACTCCATGCTCCGGTTCCTGGCTAAGGGACATCTGGGACTGGATATGCGAGGTGT
CATGGTGAGGTACGAGGCCAAGGACCGATTCCCTGTAGACCCTGACCTATACGCTCCACA

——————————————— dtfedés a 33b.-vel-——ommmmme

SerAspPheLysThrTrpLeulysAlaLysLeuMetProGlnLeuProGlyIleProPhe
121 TGAGCGACTTTAAGACCTGGCTAAAAGCTAAGCTCATGCCACAGCTGCCTGGGATCCCCT
ACTCGCTGAAATTCTGGACCGATTTTCGATTCGAGTACGGTGTCGACGGACCCTAGGGGA

ValSerCysGlnArgGlyTyrLysGlyValTrpArgGlyAspGlyIleMetHisThrArg
181 TTGTGTCCTGCCAGCGCGGGTATAAGGGGGTCTGGCGAGGGGACGGCATCATGCACACTC
AACACAGGACGGTCGCGCCCATATTCCCCCAGACCGCTCCCCTGCCGTAGTACGTGTGAG

CysHisCysGlyAlaGluIleThrGlyHisValLysAsnGlyThrMetArgIlevalGly
241 GCTGCCACTGTGGAGCTGAGATCACTGGACATGTCAAAAACGGGACGATGAGGATCGTCG
CGACGGTGACACCTCGACTCTAGTGACCTGTACAGTTTTTGCCCTGCTACTCCTAGCAGC

ProArgThrCysArgAsnMetTrpSerGlyThrPheProlleAsnAlaTyrThrThrGly
301 GTCCTAGGACCTGCAGGAACATGTGGAGTGGGACCTTCCCCATTAATGCCTACACCACGG
CAGGATCCTGGACGTCCTTGTACACCTCACCCTGGAAGGGGTAATTACGGATGTGGTGCC

ProCysThrProLeuProAlaProAsnTyrThrPheAlaLeuTrpArgvValSeralaGlu
361 GCCCCTGTACCCCCCTTCCTGCGCCGAACTACACGTTCGCGCTATGGAGGGTGTCTGCAG
CGGGGACATGGGGGGAAGGACGCGGCTTGATGTGCAAGCGCGATACCTCCCACAGACGTC

GluTyrvalGluIleArgGlnValGlyAspPheHisTyrValThrGlyMetThrThrasp
421 AGGAATATGTGGAGATAAGGCAGGTGGGGGACTTCCACTACGTGACGGGTATGACTACTG
TCCTTATACACCTCTATTCCGTCCACCCCCTGAAGGTGATGCACTGCCCATACTGATGAC

AsnLeuLysCysProCysGlnValProSerProGluPhePheThrGlu

481 ACAATCTCAAATGCCCGTGCCAGGTCCCATCGCCCGAATTTTTCACAGAAT
TGTTAGAGTTTACGGGCACGGTCCAGGGTAGCGGGCTTAAAAAGTGTCTTA
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14-1. ABRA
a 40b., 37b., 35., 36., 81., 32., 33b. és 25c. DNS-ek kombinilt ORF-je

AlaTeretSerLysAlaHisGlyIleAspProAsnIleArgThrGlyValArgThrIle
1 TGCTTACATGTCCAAGGCTCATGGGATCGATCCTAACATCAGGACCGGGGTGAGAACAAT
ACGAATGTACAGGTTCCGAGTACCCTAGCTAGGATTGTAGTCCTGGCCCCACTCTTGTTA

ThrThrGlySerProIleThrTyrSerThrTyrGlyLysPheLeuAlaAspGlyGlyCys
61 TACCACTGGCAGCCCCATCACGTACTCCACCTACGGCAAGTTCCTTGCCGACGGCGGGTG
ATGGTGACCGTCGGGGTAGTGCATGAGGTGGATGCCGTTCAAGGAACGGCTGCCGCCCAC

SerGlyGlyAlaTyrAsleeIleIleCysAspGluCysHisSerThrAspAlaThrSer
121 CTCGGGGGGCGCTTATGACATAATAATTTGTGACGAGTGCCACTCCACGGATGCCACATC
GAGCCCCCCGCGAATACTGTATTATTAAACACTGCTCACGGTGAGGTGCCTACGGTGTAG

IleLeuGlyIleGlyThrValLeuAspG1nAlaGluThrAlaGlyAlaArgLeuValVal
181 CATCTTGGGCATCGGCACTGTCCTTGACCAAGCAGAGACTGCGGGGGCGAGACTGGTTGT
GTAGAACCCGTAGCCGTGACAGGAACTGGTTCGTCTCTGACGCCCCCGCTCTGACCAACA

LeuAlaThrAlaThrProProGlySerValThrValProHisProAsnIleGluGluVal
241 GCTCGCCACCGCCACCCCTCCGGGCTCCGTCACTGTGCCCCATCCCAACATCGAGGAGGT
CGAGCGGTGGCGGTGGGGAGGCCCGAGGCAGTGACACGGGGTAGGGTTGTAGCTCCTCCA

AlaLeuSerThrThrGlyGlulleProPheTyrGlyLysAlalleProLeuGluvVallle
301 TGCTCTGTCCACCACCGGAGAGATCCCTTTTTACGGCAAGGCTATCCCCCTCGAAGTAAT
ACGAGACAGGTGGTGGCCTCTCTAGGGAAAAATGCCGTTCCGATAGGGGGAGCTTCATTA

LysGlyGlyArgHisLeullePheCysHisSerLysLysLysCysAspGluLeuAlaAla
361 CAAGGGGGGGAGACATCTCATCTTCTGTCATTCAAAGAAGAAGTGCGACGAACTCGCCGC
GTTCCCCCCCTCTGTAGAGTAGAAGACAGTAAGTTTCTTCTTCACGCTGCTTGAGCGGCG

LysLeuValAlaLeuGlyIleAsnAlaValAlaTeryrArgGlyLeuAspValSerVal
421 AAAGCTGGTCGCATTGGGCATCAATGCCGTGGCCTACTACCGCGGTCTTGACGTGTCCGT
TTTCGACCAGCGTAACCCGTAGTTACGGCACCGGATGATGGCGCCAGAACTGCACAGGCA

IleProThrSerG1yAspValValValValAlaThrAspAlaLeuMetThrGlyTerhr
481 CATCCCGACCAGCGGCGATGTTGTCGTCGTGGCAACCGATGCCCTCATGACCGGCTATAC
GTAGGGCTGGTCGCCGCTACAACAGCAGCACCGTTGGCTACGGGAGTACTGGCCGATATG

GlyAspPheAspSerValIleAspTyrAsnThrCysValThrGlnThrValAspPheSer
541 CGGCGACTTCGACTCGGTGATAGACTACAATACGTGTGTCACCCAGACAGTCGATTTCAG
GCCGCTGAAGCTGAGCCACTATCTGATGTTATGCACACAGTGGGTCTGTCAGCTAAAGTC

LeuAspProThrPheThrIleGluThrIleThrLeuProGlnAspAlaValSerArgThr
601 CCTTGACCCTACCTTCACCATTGAGACAATCACGCTCCCCCAGGATGCTGTCTCCCGCAC
GGAACTGGGATGGAAGTGGTAACTC TGTTAGTGCGAGGGGGTCCTACGACAGAGGGCGTG

GlnArgArgGlyArgThrGlyArgGlyLysProGlyIleTyrArgPheValAlaProGly
661 TCAACGTCGGGGCAGGACTGGCAGGGGGAAGCCAGGCATCTACAGATTTGTGGCACCGGG
AGTTGCAGCCCCGTCCTGACCGTCCCCCTTCGGTCCGTAGATGTCTAAACACCGTGGCCC

GluArgProSerGlyMetPheAspSerSerValLeuCysGluCysTyrAspAlaGlyCys
721  GGAGCGCCCCTCCGGCATGTTCGACTCGTCCGTCCTCTGTGAGTGCTATGACGCAGGCTG
CCTCGCGGGGAGGCCGTACAAGCTGAGCAGGCAGGAGACACTCACGATACTGCGTCCGAC

AlaTrpTyrGluLeuThrProAlaGluThrThrValArgLeuArquaTeretAsnThr
781 TGCTTGGTATGAGCTCACGCCCGCCGAGACTACAGTTAGGCTACGAGCGTACATGAACAC
ACGAACCATACTCGAGTGCGGGCGGCTCTGATGTCAATCCGATGCTCGCATGTACTTGTG

ProGlyLeuProValesGlnAspHisLeuGluPheTrpGluGlyValPheThrGlyLeu
841 CCCGGGGCTTCCCGTGTGCCAGGACCATCTTGAATTTTGGGAGGGCGTCTTTACAGGCCT
GGGCCCCGAAGGGCACACGGTCCTGGTAGAACTTAAAACCCTCCCGCAGAAATGTCCGGA

ThrHisIleAspAlaHisPheLeuSerGlnThrLysGlnSerGlyGluAsnLeuProTyr

901 CACTCATATAGATGCCCACTTTCTATCCCAGACAAAGCAGAGTGGGGAGAACCTTCCTTA
GTGAGTATATCTACGGGTGAAAGATAGGGTCTGTTTCGTCTCACCCCTCTTGGAAGGAAT
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LeuValAlaTyrGlnAlaThrValesAlaArgAlaGlnAlaProProProSerTrpAsp
CCTGGTAGCGTACCAAGCCACCGTGTGCGCTAGGGCTCAAGCCCCTCCCCCATCGTGGGA
GGACCATCGCATGGTTCGGTGGCACACGCGATCCCGAGTTCGGGGAGGGGGTAGCACCCT

GlnMetTrpLysCysLeulleArgLeuLysProThrLeuHisGlyProThrProLeuLeu
CCAGATGTGGAAGTGTTTGATTCGCCTCAAGCCCACCCTCCATGGGCCAACACCCCTGCT
GGTCTACACCTTCACAAACTAAGCGGAGTTCGGGTGGGAGGTACCCGGTTGTGGGGACGA

TyrArgLeuGlyAlavalGlnAsnGlulleThrLeuThrHisProvalThrLysTyrile
ATACAGACTGGGCGCTGTTCAGAATGAAATCACCCTGACGCACCCAGTCACCAAATACAT
TATGTCTGACCCGCGACAAGTCTTACTTTAGTGGGACTGCGTGGGTCAGTGGTTTATGTA

MetThrCysMetSerAlaAspLeuGluValVa1ThrSerThrTrpValLeuValGlyGly
CATGACATGCATGTCGGCCGACCTGGAGGTCGTCACGAGCACCTGGGTGCTCGTTGGCGG
GTACTGTACGTACAGCCGGCTGGACCTCCAGCAGTGCTCGTGGACCCACGAGCAACCGCC

ValLeuAlaAlaLeuAlaAlaTerysLeuSerThrGlyCysValValIleValGlyArg
CGTCCTGGCTGCTTTGGCCGCGTATTGCCTGTCAACAGGCTGCGTGGTCATAGTGGGCAG
GCAGGACCGACGAAACCGGCGCATAACGGACAGTTGTCCGACGCACCAGTATCACCCGTC

ValValLeuSerGlyLysProAlaIleIleProAspArgGluValLeuTyrArgGluPhe
GGTCGTCTTGTCCGGGAAGCCGGCAATCATACCTGACAGGGAAGTCCTCTACCGAGAGTT
CCAGCAGAACAGGCCCTTCGGCCGTTAGTATGGACTGTCCCTTCAGGAGATGGCTCTCAA

AspGluMetGluGluCysSerGlnHisLeuProTyrIleGIuGlnGlyMetMetLeuAla
CGATGAGATGGAAGAGTGCTCTCAGCACTTACCGTACATCGAGCAAGGGATGATGCTCGC
GCTACTCTACCTTCTCACGAGAGTCGTGAATGGCATGTAGCTCGTTCCCTACTACGAGCG

GluGlnPheLysGlnLysAlaleuGlyLeuLeuGlnThrAlaSerArgGlnAlaGluval
CGAGCAGTTCAAGCAGAAGGCCCTCGGCCTCCTGCAGACCGCGTCCCGTCAGGCAGAGGT
GCTCGTCAAGTTCGTCTTCCGGGAGCCGGAGGACGTCTGGCGCAGGGCAGTCCGTCTCCA

IleAlaProAlaValGlnThrAsnTrpGlnLysLeuGluThrPheTrpAlaLysHisMet
TATCGCCCCTGCTGTCCAGACCAACTGGCAAAAACTCGAGACCTTC TGGGCGAAGCATAT
ATAGCGGGGACGACAGGTCTGGTTGACCGTTTTTGAGCTCTGGAAGACCCGCTTCGTATA

TrpAsnPhelleSerGlyIleGlnTyrLeuAlaGlyLeuSerThrLeuProGlyAsnPro
GTGGAACTTCATCAGTGGGATACAATACTTGGCGGGCTTGTCAACGCTGCCTGGTAACCC
CACCTTGAAGTAGTCACCCTATGTTATGAACCGCCCGAACAGTTGCGACGGACCATTGGG

AlalleAlaSerLeuMetAlaPheThrAlaAlaValThrSerProLeuThrThrSerGln
CGCCATTGCTTCATTGATGGCTTTTACAGCTGCTGTCACCAGCCCACTAACCACTAGCCA
GCGGTAACGAAGTAACTACCGAAAATGTCGACGACAGTGGTCGGGTGATTGGTGATCGGT

ThrLeuLeuPheAsnIleLeuGlyGlyTrpValAlaAlaGlnLeuAlaAlaProGlyAla
AACCCTCCTCTTCAACATATTGGGGGGGTGGGTGGCTGCCCAGCTCGCCGCCCCCGGTGC
TTGGGAGGAGAAGTTGTATAACCCCCCCACCCACCGACGGGTCGAGCGGCGGGGGCCACG

AlaThrAlaPhevalGlyAlaGlyLeuAlaGlyAlaAlaIleGlyServalGlyLeuGly
CGCTACTGCCTTTG TGGGCGCTGGCTTAGC TGGCGCCGCCATCGGCAGTGTTGGACTGGG
GCGATGACGGAAACACCCGCGACCGAATCGACCGCGGCGGTAGCCGTCACAACCTGACCC

LysValLeulleAspIlleLeuAlaGlyTyrGlyAlaGlyvalAlaGlyAlalLeuvalAla
GAAGGTCCTCATAGACATCCTTGCAGGGTATGGCGCGGGCGTGGCGGGAGCTCTTGTGGC
CTTCCAGGAGTATCTGTAGGAACGTCCCATACCGCGCCCGCACCGCCCTCGAGAACACCG

PheLysIleMetSerGlyGluValProSerThrGluAspLeuValAsnLeuLeuProAla
ATTCAAGATCATGAGCGGTGAGGTCCCCTCCACGGAGGACCTGGTCAATCTACTGCCCGC
TAAGTTCTAGTACTCGCCACTCCAGGGGAGGTGCCTCCTGGACCAGTTAGATGACGGGCG

IleLeuSerProGlyAlaLeuvalvValGlyvalvValCysAlaAlalleLeuArgArgHis
CATCCTCTCGCCCGGAGCCCTCGTAGTCGGCGTGGTCTGTGCAGCAATACT(:CGCCGGCA
GTAGGAGAGCGGGCCTCGGGAGCATCAGCCGCACCAGACACGTCGTTATGAC'GCGGCCGT

ValGlyProGlyGluGlyAlavalGlnTrpMetAsnArgLeulleAlaPheAlaSerArg
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CGTTGGCCCGGGCGAGGGGGCAGTGCAGTGGATGAACCGGCTGATAGCCTTCGCCTCCCG
GCAACCGGGCCCGCTCCCCCGTCACGTCACCTACTTGGCCGACTATCGGAAGCGGAGGGC

GlyAsnHisValSerProThrHisTyrValProGluSerAspAlaAlaAlaArgvalThr
GGGGAACCATGTTTCCCCCACGCACTACGTGCCGGAGAGCGATGCAGCTGCCCGCGTCAC
CCCCTTGGTACAAAGGGGGTGCGTGATGCACGGCCTCTCGCTACGTCGACGGGCGCAGTG

AlalleLeuSerSerLeuThrvalThrGlnLeuLeuArgArgLeuHisGlnTrpIleSer
TGCCATACTCAGCAGCCTCACTGTAACCCAGCTCCTGAGGCGACTGCACCAGTGGATAAG
ACGGTATGAGTCGTCGGAGTGACATTGGGTCGAGGACTCCGCTGACGTGGTCACCTATTC

SerGluCysThrThrProCysSerGlySerTrpLeuArgAspIleTrpAspTrplleCys
CTCGGAGTGTACCACTCCATGCTCCGGTTCCTGGCTAAGGGACATC TGGGACTGGATATG
GAGCCTCACATGGTGAGGTACGAGGCCAAGGACCGATTCCCTGTAGACCCTGACCTATAC

GluValLeuSerAspPheLysThrTrpLeuLysAlaLysLeuMetProGlnLeuProGly
CGAGGTGTTGAGCGACTTTAAGACCTGGCTAAAAGCTAAGCTCATGCCACAGCTGCCTGG
GCTCCACAACTCGCTGAAATTCTGGACCGATTTTCGATTCGAGTACGGTGTCGACGGACC

IleProPheValSerCysGlnArgGlyTyrLysGlyValTrpArgValAspGlyIleMet
GATCCCCTTTGTGTCCTGCCAGCGCGGGTATAAGGGGGTCTGGCGAGTGGACGGCATCAT
CTAGGGGAAACACAGGACGGTCGCGCCCATATTCCCCCAGACCGCTCACCTGCCGTAGTA

HisThrArgCysHisCysGlyAlaGluIleThrGlyHisValLysAsnGlyThrMetArg
GCACACTCGCTGCCACTGTGGAGCTGAGATCACTGGACATGTCAAAAACGGGACGATGAG
CGTGTGAGCGACGGTGACACCTCGACTCTAGTGACCTGTACAGTTTTTGCCCTGCTACTC

IleValGlyProArgThrCysArgAsnMetTrpSerGlyThrPheProlleAsnAlaTyr
GATCGTCGGTCCTAGGACCTGCAGGAACATGTGGAGTGGGACCTTCCCCATTAATGCCTA
CTAGCAGCCAGGATCCTGGACGTCCTTGTACACCTCACCCTGGAAGGGGTAATTACGGAT

ThrThrGlyProCysThrProLeuProAlaProAsnTyrThrPheAlalLeuTrpArgval
CACCACGGGCCCCTGTACCCCCCTTCCTGCGCCGAACTACACGTTCGCGCTATGGAGGGT
GTGGTGCCCGGGGACATGGGGGGAAGGACGCGGCTTGATGTGCAAGCGCGATACCTCCCA

SerAlaGluGluTyrValGlulleArgGlnValGlyAspPheHisTyrvalThrGlyMet
GTCTGCAGAGGAATATGTGGAGATAAGGCAGGTGGGGGACTTCCACTACGTGACGGGTAT
CAGACGTCTCCTTATACACCTCTATTCCGTCCACCCCCTGAAGGTGATGCACTGCCCATA

ThrThrAspAsnLeuLysCysProCysGlnValProSerProGluPhePheThrGlu

GACTACTGACAATCTCAAATGCCCGTGCCAGGTCCCATCGCCCGAATTTTTCACAGAAT
CTGATGACTGTTAGAGTTTACGGGCACGGTCCAGGGTAGCGGGCTTAAAAAGTGTCTTA

14-3. ABRA
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15. ABRA A 33c. transzlicidja

AlaValAspPhelleProValGluAsnLeuGluThrThrMetArgSerProvalPheThr
1 GGCGGIGGACTTTATCCCTGTGGAGAACCTAGAGACAACCATGAGGTCCCCGGTGTITCAC
CCGCCACCTGAAATAGGGACACCTCTTGGATCTCTGTTGGTACTCCAGGGGCCACAAGTG

AspAsnSerSerProProValValProGlnSerPheGlnValAlaHisLeuHisAlaPro
61 GGATAACTCCTCTCCACCAGTAGTGCCCCAGAGCTTCCAGGTGGCTCACCTCCATGCTCC
CCTATTGAGGAGAGGTGGTCATCACGGGGTCTCGAAGGTCCACCGAGTGGAGGTACGAGS

ThrGlySerGlyLysSerThrLysValProAlaAlaTyrAlaAlaGlnGlyTerythl
121 CACAGGCAGCGGCAAAAGCACCAAGGTCCCGGCTGCATATGCAGCTCAGGGCTATAAGGT
GIGTCCGTCGCCGTTTICGTGG TTCCAGGGCCGACGTATACGTCGAGTCCCGATATTCCA

LeuValLeuAsnProSerValAlaAlaThrLeuGlyPheGlyAlaTeratSerLysAla
181 GCTAGTACTCAACCCCTCTIGTTGCTGCAACACTGGGCTTTIGGTGCTTACATGTCCAAGGE
CGATCATGAGTIGGGGAGACAACGACGTTGTGACCCGAAACCACGAATG TACAGGTTCCG

—— dtfedés a 40b.-vel
HisGlylleAspProAsnIleArgThrGlyValArgThrIleThrThrGlySerProlle

241 TCATGGGATCGATCCTAACATCAGGACCGGGGTGAGAACAATTACCACTGGCAGCCCCAT
AGTACCCTAGCTAGGATTGTAGTCCTGGCCCCACTCTTGTTAATGG TGACCGTCGGGGTA

ThrTyrSerThrTyrGlyLysPheLeuAlaAspGlyG1yCysSerGlyGlyAlaTyrAsp
301 CACGTACTCCACCTACGGCAAGTTCCTTIGCCGACGGCGGGTGCTCGGGGGGCGCTTATGA
GTGCATGAGGTGGATGCEGTTCAAGGAACGGCTGCCGCCCACGAGCCCCCCGCGAATACT

IleIleIleCysAspGluCysHisSerThrAspAlaTh:SerIleLeuGlyIleGlyThr
361 CATAATAATTTIGTGACGAGTGCCACTCCACGGATGCCACATCCATCTTIGGGCATTGGCAC
GTATTATTAAACACTGCTCACGGTGAGGTGCCTACGGTGTAGGTAGAACCCGTAACCGTS

ValLeuAspGlnAlaGluThrAlaGlyAlaAqueuValValLeuAlaThrAiaThrPro
421 TGTCCTTGACCAAGCAGAGACTGCGGGGGCGAGACTGGTTGTGCTCGCCACCGCCACCCE
ACAGGAACTGGTTCGTCTCTGACGCCCCCGCTCTGACCAACACGAGCGGTGGCGGTGGGS

ProGlySerValThrValProHisProAsnIleGluGluvalAlaLeuSerThrThrGly
481 TCCGGGCTCCGTCACTGTGCCCCATCCCAACATCGAGGAGGTTGCTCTGTCCACCACCES
AGGCCCGAGGCAGTGACACGGGGTAGGG TTGTAGCTCC TCCAACGAGACAGGTGGTGGCC

GlulleProPheTyrGlyLysAlalleProLeuGluValIleLysGlyGlyArgHisLeu
541 AGAGATCCCTTTTTACGGCAAGGCTATCCCCCTCGAAGTAATCAAGGGGGGGAGACATCT
TCTCTAGGGAAAAATGCCGTTCCGATAGGGGGAGCTTCATTAGTTCCCCCCCTCTGTAGA

IlePheCysHisSerLysLysLysCysAspGluLeuAlaAlalysLeuValAlaleuGly
601 CATCITCIGTCATTCAAAGAAGAAGTGCGACGAACTCGCCGCAAAGCTGGTCGCATTGGG
GTAGAAGACAGTAAGTTTCTTCTTCACGCTGCTTGAGCGGCGTTTCGACCAGCGTAACCC

IleAsnAlavValAlaTyrTyrArgGlyleuAspValSerValIleProThrSerGlyAsp
661 CATCAATGCCGTGGCCTACTACCGCGGTCTTGACGTGTCCGTCATCCCGACCAGCGGCGA
GTAGTTACGGCACCGGATGATGGCGCCAGAACTGCACAGGCAGTAGGGCTGGTCGCCGCT

ValvalvalvValAlaThrAspAlaLeuMetThrGlyTyrThrGlyAspPheAspServal
721 TGTTGTCGTCGTGGCAACCGATGCCCTCATGACCGGCTATACCGGCGACTTCGACTCGGT
ACAACAGCAGCACCGTTGGCTACGGGAGTACTGGCCGATATGGCCGCTGAAGCTGAGCCA

IleAspCysAsnThrCys

781 GATAGACTGCAATACGTGTG
CTATCTGACGTTATGCACAC
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16. ABRA A 8h. DNS transzlécidja

61

121

181

241

61

121

181

241

301

ProCysThrCysGlySerSerAspLeuTereuValThrArgHisAlaAspValIlePro
CTCCCTGCACTTGCGGCTCCTCGGACCTTTACCTGGTCACGAGGCACGCCGATGTCATTC
GAGGGACGTGAACGCCGAGGAGCCTGGAAATGGACCAGTGCTCCGTGCGGCTACAGTAAG

vaIArgArgArgGlyAspSerArgGlySerLeuLeuSerPrcArgProIleSerTereu
CCGTGCGCCGGCGGGGTGATAGCAGGGGCAGCCTGCTGTCGCCCCGGCCCATTTCCTACT
GGCACGCGGCCGCCCCACTATCGTCCCCGTCGGACGACAGCGGGGCCGGGTAAAGGATGA

LysGlyserSerGlyGlyProLeuLeuCysProAlaGlyHisAlaValGlyIlePheArg
TGAAAGGCTCCTCGGGGGGTCCGCTGTTGTGCCCCGCGGGGCACGCCGTGGGCATAETTA
ACTTTCCGAGGAGCCCCCCAGGCGACAACACGGGGCGCCCCGTGCGGCACCCGTA&AAAT

dtfedés a
AlaAlaValesThrArgGlyVhlAlaLysAlavalAspPheIleProValGluAsnLeu
GGGCCGCGGTGTGCACCCGTGGAGTGGCTAAGGCGGTGGACTTTATCCCTGTGGAGAACC
CCCGGCGCCACACGTGGGCACCTCACCGAITCCGCCACCTGAAATAGGGACACCTCTTGG

GluThrThrMetArgSerProValPheTh:AspAsnSer
TAGAGACAACCATGAGGTCCCCGGTGTTCACGGATAACTCCTC
ATCTCTGTTGGTACTCCAGGGGCCACAAGTGCCTATTGAGGAG

17. ABRA A 7e. DNS transzlicidija

GlyTrpArgLeuLeuAlaProIleThrAlaTyzAlaGlnGInThrArgclyLeuLeucly
GGGGTGGAGGTTGCTGGCGCCCATCACGGCGTACGCCCAGCAGACAAGGGGCCTCCTAGG
CCCCACCTCCAACGACCGCGGGTAGTGCCGCATGCGGGTCGTCTGTTCCCCGGAGGATCE

CysIleIleThrSerLeuThrGlyArgAspLysAsnGlnValGluGlyGluvalGlnIle
GTGCATAATCACCAGCCTAACTGGCCGGGACAAAAACCAAGTGGAGGGTGAGGTCCAGAT
CACGTATTAGTGGTCGGATTGACCGGCCCTGTTTTTGGTTCACCTCCCACTCCAGGTCTA

vaISerThrAlaAIaGlnThrPheLeuAlaThrCysIleAsnGlyvalesTrpThrVal
TGTGTCAACTGCTGCCCAAACCTTCCTGGCAACGTGCATCAATGGGGTGTGCTGGACTGT
ACACAGTTGACGACGGGTTTGGAAGGACCGTTGCACGTAGTTACCCCACACGACCTGACA

TyrHisGlyAlaGlyThrArgThrI1eAlaSerProLysGlyPrdvalIleGlnHet!yr
CTACCACGGGGCCGGAACGAGGACCATCGCGTCACCCAAGGGTCCTGTCATCCAGATGTA
GATGGTGCCCCGGCCTTGCTCCTGGTAGCGCAGTGGGTTCCCAGGACAGTAGGTCTACAT

ThrAanalAspGlnAspLeuvalGlyTerrohlaProGlnGlySerArgSerLeuThr
TACCAATGTAGACCAAGACCTTGTGGGCTGGCCCGCTCCGCAAGGTAGCCGCTCATTGAC
ATGGTTACATCTGG TTCTGGAACACCCGACCGGGCGAGGCGTTCCATCGGCGAGTAACTG

-—= &4tfedés a 8h.-val
ProCysThrCysGlySerSerAspLeuTyrleuValThrArgHis
ACCCTGCACTTGCGGCTCCTCGGACCTTTACCTGGTCACGAGGCACG
TGGGACGTGAACGCCGAGGAGCCTGGAAATGGACCAGTGCTCCGTGC
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18. ABRA A l4c. DNS transzlicidja

AsnMetTrpSerGlyThrPheProlleAsnAlaTyrThrThrGlyProCysThrProleu
G2 ACATGTGGAGTGGGACCTTCCCCATTAATGCCTACACCACGGGCCCCTGTACCCCCCT
CTTGTACACCTCACCCTGGAAGGGGTAATTACGGATGTGGTGCCCGGGGACATGGRGEGGA

dtfedés a 25c.-vel

ProAlaProAsnTyrThrPheAlaleuTrpArgvValSerAlaGluGluTyrvValGluIle
TCCTGCGCCGAACTACACGTTCGCGCTATGGAGGG TG TCTGCAGAGGAATACGTGGAGAT
AGGACGCGGCTTGATGTGCAAGCGCGATACCTCCCACAGACGTCTCCTTATGCACCTCTA

ArgGlnValGlyAspPheHisTyrvValThrGlyMetThrThraAspAsnleulLysCysPro
AAGGCAGGTGGGGGACTTCCACTACGTGACGGGTATGACTACTGACAATCTTAAATGCCC
TTCCGTCCACCCCCTGAAGGTGATGCACTGCCCATACTGATGACTGTTAGAATTTACGGG

CysGlnValProSerProGluPhePheThrGluleuAspGlyValArgLeuHisArgPhe
GTGCCAGGTCCCATCGCCCGAATTTTTCACAGAATTGGACGGGGTGCGCCTACATAGGTT
CACGGTCCAGGGTAGCGGGCTTAAAAAGTGTCTTAACCTGCCCCACGCGGATGTATCCAA

AlaProProCysLysProleuleuArgGluGluValSerPheArgvalGlyLeuHisGlu
TGCGCCCCCCTGCAAGCCCTTGCTGCGGGAGGAGGTATCATTCAGAGTAGGACTCCACGA
ACGCGGGGGGACGTTCGGGAACGACGCCCTCCTCCATAGTAAGTCTCATCCTGAGGTGTT

TyrProvalGlySerGlnlLeuProCysGluProGluProAspvValAlavalleuThrSer
ATACCCGGTAGGGTCGCAATTACCTTGCGAGCCCGAACCGGACGTGGCCGIGTTGACGTC
TATGGGCCATCCCAGCGTTAATGGAACGCTCGGGCTTGGCCTGCACCGGCACAACTGCAG

MetLeuThrAspProSerHisIleThrAlaGluAlaAlaGlyArgArgLeuAlaArgGly
CATGCTCACTGATCCCTCCCATATAACAGCAGAGGCGGCCGGGCGAAGGTTGGCGAGGGG
GTACGAGTGACTAGGGAGGGTATATTGTCGTCTCCGCCGGCCCGCTTCCAACCGCTCCCC

SerProProServValAlaSerSerSerAlaSerGlnLeuSerAlaProSerLeuLysAla
ATCACCCCCCTCTGTGGCCAGCTCCTCGGCTAGCCAGCTATCCGCTCCATCTCTCAAGGC
TAGTGGGGGGAGACACCGGTCGAGGAGCCGATCGGTCGATAGGCGAGGTAGAGAGTTCCG

ThrCysThralaAsnHisAspSerProasp

AACTTGCACCGCTAACCATGACTCCCCTGAT
TTGAACGTGGCGATTGGTACTGAGGGGACTA
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19. &bra A 8f. DNS transzl4cidja

dtfedés a 14c¢.-vel—
SerSerSerAlaSerGlnleuSerAlaProSerLeulysAlaThrCysThrAlaAsnHis
AGCTCCTCGGCTAGCCAGCTATCCGCTCCATCTCTCAAGGCAACTTGCACCGCTAACCAT
TCGAGGAGCCGATCGGTCGATAGGCGAGGTAGAGAGTTCCGTTGAACGTGGCGATTGGTA

AspSerProAspAlaGluleulleGluAlaAsnLeuleuTrpArgGlnGluMetGlyGly
GACTCCCCTGATGCTGAGCTCATAGAGGCCAACCTCCTATGGAGGCAGGAGA!

TGGGCGGC
CTGAGGGGACTACGACTCGAGTATCTCCGG TTGGAGGATACCTCCGTCCTCTACCCGCCG

AsnlleThrArgValGluSerGluAsnlysValVallleleuAspSerPheAspProleu
AACATCACCAGGGTTGAGTCAGAAAACAAAGTGGTGATTCTGGACTCCTTCGATCCGCTT
TTGTAGTGGTCCCAACTCAGTCTTTTGTTTCACCACTAAGACCTGAGGAAGCTAGGCGAA

ValAlaGluGluAspGluArgGluIleServalproAlaGluIleLeuArgLysSerArg
GTGGCGGAGGAGGACGAGCGGGAGATCTCCGTACCCGCAGAAATCCTGCGGAAGTCTCGG
CACCGCCTCCTCCTGCTCGCCCTCTAGAGGCATGGGCGTCTTTAGGACGCCTTCAGAGCC

ArgPheAlaGlnAlaLeuProvValTrpAlaArgProAspTyrAsnProProleuvValGlu
AGATTCGCCCAGGCCCTGCCCGTTTGGGCGCGGCCGGACTATAACCCCCCGCTAGTCGAS
TCTAAGCGGGTCCGGGACGGGCAAACCCGCGCCGGCCTGATATTGGGGGGCGATCACCTC

ThrTrpLysLysProAspTyrGluProProvalvaliisGlyCysProLeuProProPro
ACGTGGAAAAAGCCCGACTACGAACCACCTGTGGTCCATGGCTGTCOGCTTCCACCTCCA
TGCACCTTTTTCGGGCTGATGC TTGG TGGACACCAGGTACCGACAGGCGAAGGTGGAGGT

LysSerProProvValPro

AAGTCCCCTCCTGTGCCG
TTCAGGGGAGGACACGGC

20. ABRA A 33f. DNS transzliciéja

ValTrpAlaArgProAspTyrAsnProProleuValGluThrTrpLysLysProAspTyr
CGTTTGGGCGCGGCCGGACTATAACCCCCCGCTAGTGGAGACGTGGAAAAAACCCGACTA
GCAAACCCGCGCCGGCCTGATATTGGGGGGCGATCACCTCTGCACCTTTTTTGGGCTGAT

dtfedés a 8f.-pa
GluProProvValValHisGlyCysProLeuProProProLysSerProProvalProPro
CGAACCACCTGTGGTCCATGGCTGCCCGCTTCCACCTCCAAAGTCCCCTCCTGTGCCTCC

GCTTGG TGGACACCAGGTACCGACGGGCGAAGGTGGAGG TTTCAGGGGAGGACACGGAGG

ProArgLysLysArgThrvalvValLeuThrGluSerThrLeuSerThrAlalLeuAlaGlu
GCCTCGGAAGAAGCGGACGGTGGTCCTCACTGAATCAACCCTATCTACTGCCTTGGCCGA
CGGAGCCTTCTTCGCCIGCCACCAGGAGTGACTTAGTTGGGATAGATGACGGAACCGGCT

LeuAlaThrArgSerPheGlySerSerSerThrSerGlyIleThrGlyAspAsnThrThr
GCTCGCCACCAGAAGCTTTGGCAGCTCCTCAACTTCCGGCATTACGGGCGACAATACGAC
CGAGCGGTGGTCTTCGAAACCGTCGAGGAG TTGAAGGCCGTAATGCCCGCTGTTATGCTG

ThrSerSerGluProAlaProSerGlyCysProProAspSerAspAlaGluSerPhe

AACATCCTCTGAGCCCGCCCCTTCTGGCTGCCCCCCCGACTCCGACGCTGAGTC CTTTGC
TTGTAGGAGACTCGGGCGGGGAAGACCGACGGGGGGGCTGAGGCTGCGACTCAC GAAACG
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ABRA A 33. g. DNS transzléicidja

AlaserArgSerPheGlySerSerSerThrSerGlylleThrGlyAspAsSnThrThrThr
GCCTCCAGAAGCTTTGGCAGCTCCTCAACTTCCGGCATTACGGGCGACAATACGACAACA
CGGAGGTCTTCGAAACCGTCGAGGAGTTGAAGGCCGTAATGCCCGCTGTTAIGCTGTTGT

dtfedés a 33f.-fel
SerSerGluProAlaProSerGlyCysProProAspSerAspAlaGluSerTyrSerSer
TCCTCTGAGCCCGCCCCTTCTGGCTGCCCCCCCGACTCCGACGCTGAGTCCTATTCCTCC
AGGAGACTCGGGCGGGGAAGACCGACGGGGGGGCTGAGGCTGCGACTCAGGATAAGGAGGE

MetProProLeuGluGlyGluProGlyAspProAspLeuSerAspGlySerTrpSerThr
ATGCCCCCCCIGGAGGGGGAGCCTGGGGATCCGGATCTTAGCGACGGGTCATGGTCAACG
TACGGGGGGGACCTCCCCCTCGGACCCCTAGGCCTAGA@TCGCTGCCCAGTACCAGTTGC

VleerSerGluAlaAsnAlaG1uAspVa1ValesCysSerMatSerTyrSerTrpThr
GTCAGTAGTGAGGCCAACGCGGAGGATGTCGTGTGCTGCTCAATGTCTTACTCTTGGACA
CAGTCATCACTCCGGTTGCGCCTCCTACAGCACACGACGAGTTACAGAATGAGAACCTGT

GlyAlaLeuValThrProCysAlaAlaGluG1uG1nLysLeuProI;eAsnAlaLeuSer
GGCGCACTCGTCACCCCGTGCGCCGCGGAAGAACAGAAACTGCCCAICAAIGCACTAAGC
CCGCGTGAGCAGTGGGGCACGCGGCGCCTTCTTGTCTTTGACGGGTAGTTACGTGAETCG

AsnSerlLeuleuArgHisHisAsnleuValTyrSerThrThrSerArgSer
AACTCGTTGCTACGTCACCACAATTTGGTGTATTCCACCACCTCACGCAGTG
TTGAGCAACGATGCAGTGGTGTTAAACCACATAAGGTGGTGGAGTGCGTCAC

22. ABRA A 7f. DNS transzl&cidja

61

121

181

241

301

361

GlyThrTyrValTyrAsnHisLeuThrProLeuArgAspTrpAlaHisAsnGlyLeuArg
GGCACCTATGTTTATAACCATCTCACTCCTCTTCGGGACTGGGCGCACAACGGCTTGCGA
CCGTGGATACAAATATTGGTAGAGTGAGGAGAAGCCCTGACCCGCGTGTTGCCGAACGCT

AspLeuAlaValAlaValGluProValvValPheSerGlnMetGluThrLysLeuIleThr
GATCTGGCCGTGGCTGTAGAGCCAGTCGTCTTCTCCCAAATGGAGACCAAGCTCATCACG
CTAGACCGGCACCGACATCTCGGTCAGCAGAAGAGGGTTTACCTCTGGTTCGAGTAGTGC

TrpGlyAlaAspThrAlaAlaCysGlyAspIleIlleAsnGlyLeuProValSerAlaArg
TGGGGGGCAGATACCGCCGCGTGCGGTGACATCATCAACGGCTTGCCTGTTTCCGCCCGC
ACCCCCCGTCTATGGCGGCGCACGCCACTGTAGTAGTTGCCGAACGGACAAAGGCGGGCG

ArgGlyArgGlulleLeuLeuGlyProAlaAspGlyMetValSerLysGlyTrpArgLeu
AGGGGCCGGGAGATACTGCTCGGGCCAGCCGATGGAATGGTCTCCAAGGGTTGGAGGTTG
TCCCCGGCCCTCTATGACGAGCCCGGTCGGCTACCTTACCAGAGGTTCCCAACCTCCAAC

LeuAlaProlleThrAlaTyrAlaGlnGlnThrArgGlyLeuLeuGlyCysIleIleThr
CTGGCGCCCATCACGGCGTACGCCCAGCAGACAAGGGGCCTCCTAGGGTGCATAATCACC
GACCGCGGGTAGTGCCGCATGCGGGTCGTCTGTTCCCCGGAGGATCCCACGTATTAGTGG

————————————————— dtfedés 7e.-vel .__ ————

SerLeuThrGlyArgAspLysAsnGlnValGluGlyGluvalGlnIlevalSerThrala
AGCCTAACTGGCCGGGACAAAAACCAAGTGGAGGGTGAGGTCCAGATTGTGTCAACTGCT
TCGGATTGACCGGCCCTGTTTTTGGTTCACCTCCCACTCCAGGTCTAACACAGTTGACGA

AlaGlnThrPheLeuAlaThrCysIleAsnGlyValCysTrp
GCCCAAACCTTCCTGGCAACGTGCATCAATGGGGTGTGCTGG
CGGGTTTGGAAGGACCGTTGCACGTAGTTACCCCACACGACC
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23. ABRA A 1lb. DNS transzlicidja

61

121

181

241

301

361

421

481

GlyGlyValvalleuValGlyLeuMetAlaLeuThrLeuSerProTyrTyrLysArgTyr
GGCGGTGTTGTTCTCGTCGGGTTGATGGCGCTGACTCTGTCACCATATTACAAGCGCTAT
CCGCCACAACAAGAGCAGCCCAACTACCGCGACTGAGACAGTGGTATAATGTTCGCGATA

IleSerTrpCysLeuTrpTrpLeuGlnTyrPheLeuThrArgvalGluAlaGlnLeuHis
ATCAGCTGGTGCTTGTGGTGGCTTCAGTATTTTCTGACCAGAGTGGAAGCGCAACTGCAC
TAGTCGACCACGAACACCACCGAAGTCATAAAAGACTGGTCTCACCTTCGCGTTGACGTG

ValTrpIleProProleuAsnValArgGlyGlyArgAspAlavValIleLeuleuMetCys
GTGTGGATTCCCCCCCTCAACGTCCGAGGGGGGCGCGACGCCGTCATCTTACTCATGTGT
CACACCTAAGGGGGGGAGTTGCAGGCTCCCCCCGCGCTGCGGCAGTAGAATGAGTACACA

AlavalHisProThrLeuvValPheAspIleThrLysLeuLeuleuAlaValPheGlyPro
GCTGTACACCCGACTCTGGTATTTGACATCACCAAATTGCTGCTGGCCGTCTTCGGACCC
CGACATGTGGGCTGAGACCATAAACTGTAGTGGTTTAACGACGACCGGCAGAAGCCTGGG

LeuTrpIleLeuGlnAlaSerLeuLeulysValProTyrPhevalArgvValGlnGlyLeu
CTTTGGATTCTTCAAGCCAGTTTGCTTAAAGTACCCTACTTTGTGCGCGTCCAAGGCCTT
GAAACCTAAGAAGTTCGGTCAAACGAATTTCATGGGATGAAACACGCGCAGGTTCCGGAA

LeuArgPheCysAlaleuAlaArgLysMetIleGlyGlyHisTyrvValGlnMetvValIle
CTCCGGTTCTGCGCGTTAGCGCGGAAGATGATCGGAGGCCATTACGTGCAAATGGTCATC
GAGGCCAAGACGCGCAATCGCGCCTTCTACTAGCCTCCGGTAATGCACGTTTACCAGTAG

IleLysLeuGlyAlaLeuThrGlyThrTyrValTyrAsnHisLeuThrProLeuArgAsp
ATTAAGTTAGGGGCGCTTACTGGCACCTATGTTTATAACCATCTCACTCCTCTTCGGGAC
TAATTCAATCCCCGCGAATGACCGTGGATACAAATATTGGTAGAGTGAGGAGAAGCCCTG

dtfedés a 7f.-fel -
TrpAlaHisAsnGlyLeuArgAspLeuAlaValAlaValGluProvalvValPheSerGln
TGGGCGCACAACGGCTTGCGAGATCTGGCCGTGGCTGTAGAGCCAGTCGTCTTCTCCCAA
ACCCGCGTGTTGCCGAACGCTCTAGACCGGCACCGACATCTCGGTCAGCAGAAGAGGGTT

MetGluThrLysLeulleThrTrpGly
ATGGAGACCAAGCTCATCACGTGGGGGGC
TACCTCTGGTTCGAGTAGTGCACCCCCCG
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24. ABRA A 14i. DNS transzl4cidja

GluTyrvValvalLeuLeuPheLeuLeuLeuAlaAspAlaArgvValCysSerCysLeuTrp
GGGAGTACGTCGTTCTCCIGTTCCTTCTGC TTGCAGACGCGCGCGTCTGCTCCTGCTTGT
CCCTCATGCAGCAAGAGGACAAGGAAGACGAACGTCTGCGCGCGCAGACGAGGACGAACA

MetMetLeuleulleSerGlnAlaGluAlaAlal.euGluAsnLeuValIleLeuAsnAla
GGATGATGCTACTCATATCCCAAGCGGAGGCGGCTTTGGAGAACCTCGTAATACTTAATG
CCTACTACGATGAGTATAGGGTTCGCCTCCGCCGAAACCTCTTGGAGCATTATGAATTAC

AlaSerLeuAlaGlyThrHisGlyLeuvalSerPhelLeuValPhePheCysPheAlaTrp
CAGCATCCCTGGCCGGGACGCACGGTCTTGTATCCTTCCTCGTGTTCTTCTGCTTTGCAT
GTCGTAGGGACCGGCCCTGCGTGCCAGAACATAGGAAGGAGCACAAGAAGACGAAACGTA

TyrLeuLysGlyLysTrpValProGlyAlavalTyrThrPheTyrGlyMetTrpProLeu
GGTATTTGAAGGGTAAGTGGGTGCCCGGAGCGGTCTACACCTTCTACGGGATGTGGCCTC
CCATAAACTTCCCATTCACCCACGGGCCTCGCCAGATGTGGAAGATGCCCTACACCGGAG

LeuLeulLeuleuLeuAlaleuProGlnArgAlaTyrAlaleuAspThrGluvalAlaAla
TCCTCCTGCTCCTGTTGGCGTTGCCCCAGCGGGCGTACGCGCTGGACACGGAGGTGGCCG
AGGAGGACGAGGACAACCGCAACGGGGTCGCCCGCATGCGCGACCTGTGCCTCCACCGGE

dtfedés a 11p.-vel-———mmm———m
SerCysGlyGlyValvValLeuValGlyLeuMetAlaLeuThrLeuSerProTyrTyrLys

CGTCGTGTGGCGGTGTTGTTCTCGTCGGGTTGATGGCGCTGACTCTGTCACCATATTACA

GCAGCACACCGCCACAACRAGAGCAGCCCAACTACCGCGACTGAGACAGTGGTATAATGT

ArgTyrlleSerTrpCysLeuTrpTrpLeuGln
AGCGCTATATCAGCTGGTGCTTGTGGTGGCTTCAGAA
TCGCGATATAGTCGACCACGAACACCACCGAAGTCTT

25. ABRA A 39c. DNS transzlicidéja

61

121

181

241

301

361

ProAlaProSerGlyCysProProAspSerAspAlaGluSerTyrSerSerMetProPro
CCAGCCCCTTCTGGCTGCCCCCCCGACTCCGACGCTGAGTCCTATTCCTCCATGCCCCCC
GGTCGGGGAAGACCGACGGGGGGGCTGAGGCTGCGACTCAGGATAAGGAGGTACGGGGGG

LeuGluGlyGluProGlyAspProAspLeuSerAspGlySerTrpSerThrvalSerSer
CTGGAGGGGGAGCCTGGGGATCCGGATCTTAGCGACGGGTCATGGTCAACAGTCAGTAGT
GACCTCCCCCTCGGACCCCTAGGCCTAGAATCGCTGCCCAGTACCAGTTGTCAGTCATCA

4dtfedés a 33g.-vel
GluAlaAsnAlaGluAspValValCysCysSerMetSerTyrSerTrpThrGlyAlaLeu

GAGGCCAACGCGGAGGATGTCGTGTGCTGCTCAATGTCCTACTCTTGGACAGGCGCACTC
CTCCGGTTGCGCCTCCTACAGCACACGACGAGTTACAGGATGAGAACCTGTCCGCGTGAG

ValThrProCysAlaAlaGluGluGlnLysLeuProlleAsnAlaLeuSerAsnSerLeu
GTCACCCCGTGCGCCGCGGAAGAACAGAAACTGCCCATCAATGCACTGAGCAACTCGTTG
CAGTGGGGCACGCGGCGCCTTCTTGTCTTTGACGGGTAGTTACGTGACTCGTTGAGCAAC

LeuArgHisHisAsnLeuValTyrSerThrThrSerArgSerAlaCysGlnArgGlnLys
CTACGTCACCACAATTTGGTGTATTCCACCACCTCACGCAGTGCTTGCCAAAGGCAGAAG
GATGCAGTGGTGTTAAACCACATAAGGTGGTGGAGTGCGTCACGAACGGTTTCCGTCTTC

LysValThrPheAspArgLeuGlnValLeuAspSerHi sTyrGlnAspvVallLeuLysGlu
AAAGTCACATTTGACAGACTGCAAGTTCTGGACAGCCATTACCAGGACGTACTCAAGGAG
TTTCAGTGTAAACTGTCTGACGTTCAAGACCTGTCGGTAATGGTCCTGCATGAGTTCCTC

ValLysAlaAlaAlaSerLysValLysAlaAsnPhe

GTTAAAGCAGCGGCGTCAAAAGTGAAGGCTAACTTC
CAATTTCGTCGCCGCAGTTTTCACTTCCGATTGAAG
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26-1. ABRA

A 14i., 11b., 7f£., 7e., 8h., 33c., 40b., 37b., 35., 36.,
81., 32., 33b., 25c., l4c., Bf., 33f., 339. és 39c. DNS-ek
kombindlt ORF-je

GluTyrValvValLeuLeuPhelLeuleuLeuAlaAspAlaArgValCysSerCysLeuTrp
GGGAGTACGTCGTTCTCCTGTTCCTTCTGCTTGCAGACGCGCGCGTCTGCTCCTGCTTGT
CCCTCATGCAGCAAGAGGACAAGGAAGACGAACGTCTGCGCGCGCAGACGAGGACGAACA

MetMetLeulLeulleSerGlnAlaGluAlaAlaLeuGluAsnLeuVallleleuAsnAla
GGATGATGCTACTCATATCCCAAGCGGAGGCGGCTTTGGAGAACCTCGTAATACTTAATG
CCTACTACGATGAGTATAGGGTTCGCCTCCGCCGAAACCTCTTGGAGCATTATGAATTAC

AlaSerLeuAlaGlyThrHisGlyLeuValSerPheLeuvValPhePheCysPheAlaTrp
CAGCATCCCTGGCCGGGACGCACGGTCTTGTATCCTTCCTCGTGTTCTTCTGCTTTGCAT
GTCGTAGGGACCGGCCCTGCGTGCCAGAACATAGGAAGGAGCACAAGAAGACGAAACGTA

TyrLeulLysGlyLysTrpValProGlyAlavalTyrThrPheTyrGlyMetTrpProlLeu
GGTATTTGAAGGGTAAGTGGGTGCCCGGAGCGGTCTACACCTTCTACGGGATGTGGCCTC
CCATAAACTTCCCATTCACCCACGGGCCTCGCCAGATGTGGAAGATGCCCTACACCGGAG

LeuLeuleuleuleuAlaleuProGlnArgAlaTyrAlaleuAspThrGluvalAlaAla
TCCTCCTGCTCCTGTTGGCGTTGCCCCAGCGGGCGTACGCGCTGGACACGGAGGTGGCCG
AGGAGGACGAGGACAACCGCAACGGGGTCGCCCGCATGCGCGACCTGTGCCTCCACCGGC

SerCysGlyGlyvalValleuValGlyLeuMetAlaLeuThrLeuSerProTyrTyrLys
CGTCGTGTGGCGGTGTTGTTCTCGTCGGGTTGATGGCGCTGACTCTGTCACCATATTACA
GCAGCACACCGCCACAACAAGAGCAGCCCAACTACCGCGACTGAGACAGTGGTATAATGT

ArgTyrIleSerTrpCysLeuTrpTrpLeuGlnTyrPheleuThrArgvValGluAlaGln
AGCGCTATATCAGCTGGTGCTTGTGGTGGCTTCAGTATTTTC TGACCAGAGTGGAAGCGC
TCGCGATATAGTCGACCACGAACACCACCGAAGTCATAAAAGACTGGTCTCACCTTCGCG

LeuHisValTrplleProProleuAsnValArgGlyGlyArgAspAlaValIleLeuLeu
AACTGCACGTGTGGATTCCCCCCCTCAACGTCCGAGGGGGGCGCGACGCCGTCATCTTAC
TTGACGTGCACACCTAAGGGGGGGAGTTGCAGGCTCCCCCCGCGCTGCGGCAGTAGAATG

MetCysAlaValHisProThrleuValPheAspIleThrLysLeuLeuleuAlavValPhe
TCATGTGTGCTGTACACCCGACTCTGGTATTTGACATCACCAAATTGCTGCTGGCCGTCT
AGTACACACGACATGTGGGCTGAGACCATAAACTGTAGTGGTTTAACGACGACCGGCAGA

GlyProLeuTrpIleleuGlnAlaSerLeuLeuLysValProTyrPhevalArgvalGln
TCGGACCCCTTIGGATTCTTCAAGCCAGTTTGCTTAAAGTACCCTACTTTGTGCGCGTCC
AGCCTGGGGAAACCTAAGAAGTTCGGTCAAACGAATTTCATGGGATGAAACACGCGCAGG

GlyLeuleuArgPheCysAlaLeuAlaArgLysMet I1eGlyGlyHisTyrvalGlnMet
AAGGCCTTCTCCGGTTCTGCGCGTTAGCGCGGAAGATGATCGGAGGCCATTACGTGCAAA
TTCCGGAAGAGGCCAAGACGCGCAATCGCGCCTTCTACTAGCCTCCGGTAATGCACGTTT

ValIlelleLysLeuGlyAlaLeuThrGlyThrTyrValTyrAsnHisLeuThrProLeu
TGGTCATCATTAAGTTAGGGGCGCTTACTGGCACCTATGTTTATAACCATCTCACTCCTC
ACCAGTAGTAATTCAATCCCCGCGAATGACCGTGGATACAAATATTGGTAGAGTGAGGAG

ArgAspTrpAlaHisAsnGlyLeuArgAspleuAlavalAlavalGluProvalvalPhe
TTCGGGACTGGGCGCACAACGGCTTGCGAGATCTGGCCGTGGCTGTAGAGCCAGTCGTCT
AAGCCCTGACCCGCGTGTTGCCGAACGCTCTAGACCGGCACCGACATCTCGGTCAGCAGA

SerGlnMetGluThrLysLeulleThrTrpGlyAlaAspThrAlaAlaCysGlyAsplle
TCTCCCAAATGGAGACCAAGCTCATCACGTGGGGGGCAGATACCGCCGCGTGCGGTGACA
AGAGGGTTTACCTCTGGTTCGAGTAGTGCACCCCCCGTCTATGGCGGCGCACGCCACTGT

IleAsnGlyLeuProvalSerAlaArgArgGlyArgGluIleLeulLeuGlyProAlaAsp
TCATCAACGGCTTGCCTGTTTCCGCCCGCAGGGGCCGGGAGATACTGCTCGGGCCAGCCG
AGTAGTTGCCGAACGGACAAAGGCGGGCGTCCCCGGCCCTCTATGACGAGCCCGGTCCSC

GlyMetValSerLysGlyTrpArgLeuleuAlaProIleThrAlaTyrAlaGlnGlnThr
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ATGGAATGGTCTCCAAGGGGTGGAGGTTGCTGGCGCCCATCACGGCGTACGCCCAGCAGA
TACCTTACCAGAGGTTCCCCACCTCCAACGACCGCGGGTAGTGCCGCATGCGGGTCGTCT

ArgGlyLeuLeuGlyCysIleIleThrSerLeuThrGlyArgAspLysAsnGlnValGlu
CAAGGGGCCTCCTAGGGTGCATAATCACCAGCCTAACTGGCCGGGACAAAAACCAAGTGG
GTTCCCCGGAGGATCCCACGTATTAGTGGTCGGATTGACCGGCCCTGTTTTTGGTTCACC

GlyGluValGlnIlevalSerThrAlaAlaGlnThrPheLeuAlaThrCysIleAsnGly
AGGGTGAGGTCCAGATTGTGTCAACTGCTGCCCAAACCTTCCTGGCAACGTGCATCAATG
TCCCACTCCAGGTCTAACACAGTTGACGACGGGTTTGGAAGGACCGTTGCACGTAGTTAC

ValCysTrpThrValTyrHisGlyAlaGlyThrArgThrIleAlaSerProLysGlyPro
GGGTGTGCTGGACTGTCTACCACGGGGCCGGAACGAGGACCATCGCGTCACCCAAGGGTC
CCCACACGACCTGACAGATGGTGCCCCGGCCTTGCTCCTGGTAGCGCAGTGGGTTCCCAG

ValIleGlnMetTyrThrAsnValAspGlnAspLeuValGlyTrpProAlaProGlnGly
CTGTCATCCAGATGTATACCAATGTAGACCAAGACCTTGTGGGCTGGCCCGCTCCGCAAG
GACAGTAGGTCTACATATGGTTACATCTGGTTCTGGAACACCCGACCGGGCGAGGCGTTC

SerArgSerLeuThrProCysThrCysGlySerSerAspLeuTyrLeuValThrArgHis
GTAGCCGCTCATTGACACCCTGCACTTGCGGCTCCTCGGACCTTTACCTGGTCACGAGGC
CATCGGCGAGTAACTGTGGGACGTGAACGCCGAGGAGCCTGGAAATGGACCAGTGCTCCG

AlaAspValIleProvalArgArgArgG1yAspSerArgGlySerLeuLeuserProArg
ACGCCGATGTCATTCCCGTGCGCCGGCGGGGTGATAGCAGGGGCAGCCTGCTGTCGCCCE
TGCGGCTACAGTAAGGGCACGCGGCCGCCCCACTATCG TCCCCGTCGGACGACAGCGGGS

ProlleSerTyrLeuLysGlySerSerGlyGlyProLeulLeuCysProAlaGlyHisAla
GGCCCATTTCCTACTTGAAAGGCTCCTCGGGGGGTCCGCTGTTGTGCCCCGCGGGGCACE
CCGGGTAAAGGATGAACTTTCCGAGGAGCCCCCCAGGCGACAACACGGGGCGCCCCGTGE

ValGlyIlePheArgAlaAlaValCysThrArgGlyValAlaLysAlaValAspPhelIle
CCGTGGGCATATTTAGGGCCGCGGTGTGCACCCGTGGAGTGGCTAAGGCGGTGGACTTTA
GGCACCCGTATAAATCCCGGCGCCACACGTGGGCACCTCACCGATTCCGCCACCTGAAAT

ProvalGluAsnLeuGluThrThrMetArgSerProvValPheThrAspAsnSerSerPro
TCCCTGTGGAGAACCTAGAGACAACCATGAGGTCCCCGGTGTTCACGGATAACTCCTCTC
AGGGACACCTCTTGGATCTCTGTTGGTACTCCAGGGGCCACAAGTGCCTATTGAGGAGAG

ProvalvalProGlnSerPheGlnvalAlaHisLeuHisAlaProThrGlySerGlyLys
CACCAGTAGTGCCCCAGAGCTTCCAGGTGGCTCACCTCCATGCTCCCACAGGCAGCGGCA
GTGGTCATCACGGGGTCTCGAAGGTCCACCGAGTGGAGGTACGAGGGTGTCCGTCGCCGT

SerThrLysValProAlaAlaTyrAlaAlaGlnGlyTyrLysValLeuvValLeuAsnPro
AAAGCACCAAGGTCCCGGCTGCATATGCAGCTCAGGGCTATAAGGTGCTAGTACTCAACC
TTTCGTGGTTCCAGGGCCGACGTATACGTCGAGTCCCGATATTCCACGATCATGAGTTGG

SerValaAlaAlaThrLeuGlyPheGlyAlaTyrMetSerLysAlaHisGlyIleAspPro
CCTCTGTTGCTGCAACACTGGGCTTTGGTGCTTACATGTCCAAGGCTCATGGGATCGATC
GGAGACAACGACGTTGTGACCCGAAACCACGAATGTACAGGTTCCGAGTACCCTAGCTAG

AsnlleArgThrGlyValArgThrIleThrThrGlySerProlleThrTyrSerThrTyr
CTAACATCAGGACCGGGGTGAGAACAATTACCACTGGCAGCCCCATCACGTACTCCACCT
GATTGTAGTCCTGGCCCCACTCTTGTTAATGGTGACCGTCGGGGTAGTGCATGAGGTGGA

GlyLysPhelLeuAlaAspGlyGlyCysSerGlyGlyAlaTyrAspIleIleIleCysAsp
ACGGCAAGTTCCTTGCCGACGGCGGGTGCTCGGGGGGCGCTTATGACATAATAATTTGTG
TGCCGTTCAAGGAACGGCTGCCGCCCACGAGCCCCCCGCGAATACTGTATTATTAAACAC

GluCysHisSerThrAspAlaThrSerIleleuGlyIleGlyThrvalLeuAspGlnAla
ACGAGTGCCACTCCACGGATGCCACATCCATCTTGGGCATCGGCACTGTCCTTGACCAAG
TGCTCACGGTGAGGTGCCTACGGTGTAGGTAGAACCCGTAGCCGTGACAGGAACTGGTTC

GluThrAlaGlyAlaArgLeuValValLeuAlaThrAlaThrProProGlySerValThr
CAGAGACTGCGGGGGCGAGACTGGTTGTGCTCGCCACCGCCACCCCTCCGGGCTC SGTCA
GTCTCTGACGCCCCCGCTCTGACCAACACGAGCGGTGGCGGTGGGGAGGCCCGAGSCAGT

26-2. ABRA
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ValProHisProAsnIleGluGluvalAlaLeuSerThrThrGlyGlulleProPheTyr
CTGTGCCCCATCCCAACATCGAGGAGGTTGCTCTGTCCACCACCGGAGAGATCCCTTTTT
GACACGGGGTAGGGTTGTAGCTCCTCCAACGAGACAGGTGGTGGCCTCTCTAGGGAAAAA

GlyLysAlaIleProLeuGluvallleLysGlyGlyArgHisLeuIlePheCysHisSer
ACGGCAAGGCTATCCCCCTCGAAGTAATCAAGGGGGGGAGACATCTCATCTTCTGTCATT
TGCCGTTCCGATAGGGGGAGCTTCATTAGTTCCCCCCCTCTGTAGAGTAGAAGACAGTAA

LysLysLysCysAspGlulLeuAlaAlaLysLeuValAlaleuGlyIleAsnAlavalala
CAAAGAAGAAGTGCGACGAACTCGCCGCAAAGCTGGTCGCATTGGGCATCAATGCCGTGG
GTTTCTTCTTCACGCTGCTTGAGCGGCGTTTCGACCAGCGTAACCCGTAGTTACGGCACC

TyrTyrArgGlyLeuAspValSerValIleProThrSerGlyAspvValvalvalvalAla
CCTACTACCGCGGTCTTGACGTGTCCGTCATCCCGACCAGCGGCGATGTTGTCGTCGTGG
GGATGATGGCGCCAGAACTGCACAGGCAGTAGGGCTGGTCGCCGCTACAACAGCAGCACC

ThrAspAlaLeuMetThrGlyTyrThrGlyAspPheAspServalIleAspCysAsnThr
CAACCGATGCCCTCATGACCGGCTATACCGGCGACTTCGACTCGGTGATAGACTGCAATA
GTTGGCTACGGGAGTACTGGCCGATATGGCCGCTGAAGCTGAGCCACTATCTGACGTTAT

CysValThrGlnThrValAspPheSerLeuAspProThrPheThrIleGluThrIleThr
CGTGTGTCACCCAGACAGTCGATTTCAGCCTTGACCCTACCTTCACCATTGAGACAATCA
GCACACAGTGGGTCTGTCAGCTAAAGTCGGAACTGGGATGGAAGTGGTAACTCTGTTAGT

LeuProGlnAspAlavValSerArgThrGlnArgArgGlyArgThrGlyArgGlyLysPro
CGCTCCCCCAGGATGCTGTCTCCCGCACTCAACGTCGGGGCAGGACTGGCAGGGGGAAGC
GCGAGGGGGTCCTACGACAGAGGGCGTGAGTTGCAGCCCCGTCCTGACCGTCCCCCTTCG

GlyIleTyrArgPheValAlaProGlyGluArgProSerGlyMetPheAspSerServal
CAGGCATCTACAGATTTGTGGCACCGGGGGAGCGCCCCTCCGGCATGTTCGACTCGTCCG
GTCCGTAGATGTCTAAACACCGTGGCCCCCTCGCGGGGAGGCCGTACAAGCTGAGCAGGC

LeuCysGluCysTyrAspAlaGlyCysAlaTrpTyrGluLeuThrProAlaGluThrThr
TCCTCTGTGAGTGCTATGACGCAGGCTGTGCTTGGTATGAGCTCACGCCCGCCGAGACTA
AGGAGACACTCACGATACTGCGTCCGACACGAACCATACTCGAGTGCGGGCGGCTCTGAT

ValArgLeuArgAlaTyrMetAsnThrProGlyLeuProvValCysGlnAspHisLeuGlu
CAGTTAGGCTACGAGCGTACATGAACACCCCGGGGCTTCCCGTGTGCCAGGACCATCTTG
GTCAATCCGATGCTCGCATGTACTTGTGGGGCCCCGAAGGGCACACGGTCCTGGTAGAAC

PheTrpGluGlyValPheThrGlyLeuThrHisIleAspAlaHisPheLeuSerGlnThr
AATTTTGGGAGGGCGTCTTTACAGGCCTCACTCATATAGATGCCCACTTTCTATCCCAGA
TTAAAACCCTCCCGCAGAAATGTCCGGAGTGAGTATATCTACGGGTGAAAGATAGGGTCT

LysGlnSerGlyGluAsnleuProTyrLeuValAlaTyrGlnAlaThrvalCysAlaArg
CAAAGCAGAGTGGGGAGAACCTTCCTTACCTGGTAGCGTACCAAGCCACCGTGTGCGCTA
GTTTCGTCTCACCCCTCTTGGAAGGAATGGACCATCGCATGGTTCGGTGGCACACGCGAT

AlaGlnAlaProProProSerTrpAspGlnMetTrpLysCysLeulleArgLeulysPro
GGGCTCAAGCCCCTCCCCCATCGTGGGACCAGATGTGGAAGTGTTTGATTCGCCTCAAGC
CCCGAGTTCGGGGAGGGGGTAGCACCCTGGTCTACACCTTCACAAACTAAGCGGAGTTCG

ThrLeuHisGlyProThrProLeuleuTyrArgleuGlyAlavalGlnAsnGlulleThr
CCACCCTCCATGGGCCAACACCCCTGCTATACAGACTGGGCGCTGTTCAGAATGAAATCA
GGTGGGAGGTACCCGGTTGTGGGGACGATATGTCTGACCCGCGACAAGTCTTACTTTAGT

LeuThrHisProvalThrLysTyrIleMetThrCysMetSerAlaAspLeuGluvalval
CCCTGACGCACCCAGTCACCAAATACATCATGACATGCATGTCGGCCGACCTGGAGGTCG
GGGACTGCGTGGGTCAGTGGTTTATGTAGTACTGTACGTACAGCCGGCTGGACCTCCAGC

ThrSerThrTrpValleuValGlyGlyvValLeuAlaAlalLeuAlaAlaTyrCysLeuSer
TCACGAGCACCTGGGTGCTCGTTGGCGGCGTCCTGGCTGCTTTGGCCGCGTATTGCCTGT
AGTGCTCGTGGACCCACGAGCAACCGCCGCAGGACCGACGAAACCGGCGCATAACGGACA

ThrGlyCysValVallleValGlyArgvValvVallLeuSerGlyLysProAlaIleIlePro

26~3. ABRA
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CAACAGGCTGCGTGGTCATAGTGGGCAGGGTCGTCTTGTCCGGGAAGCCGGCAATCATAC
GTTGTCCGACGCACCAGTATCACCCGTCCCAGCAGAACAGGCCCTTCGGCCGTTAGTATG

AspArgGluValLeuTyrArgGluPheAspGluMetGluGluCysSerGlnHisLeuPro
CTGACAGGGAAGTCCTCTACCGAGAGTTCGATGAGATGGAAGAGTGCTCTCAGCACTTAC
GACTGTCCCTTCAGGAGATGGCTCTCAAGCTACTCTACCTTCTCACGAGAGTCGTGAATG

TyrIleGluGlnGlyMetMetLeuAlaGluGlnPheLysGlnLysAlaLeuGlyLeuLeu
CGTACATCGAGCAAGGGATGATGCTCGCCGAGCAGTTCAAGCAGAAGGCCCTCGGCCTCC
GCATGTAGCTCGTTCCCTACTACGAGCGGCTCGTCAAGTTCGTCTTCCGGGAGCCGGAGG

GlnThrAlaserArgGlnAlaGluvVallleAlaProAlavValGlnThrAsnTrpGlnLys
TGCAGACCGCGTCCCGTCAGGCAGAGGTTATCGCCCCTGCTGTCCAGACCAACTGGCAAA
ACGTCTGGCGCAGGGCAGTCCGTCTCCAATAGCGGGGACGACAGGTC TGGTTGACCGTTT

LeuGluThrPheTrpAlaLysHisMetTrpAsnPhelleSerGlyIleGlnTyrLeuAla
AACTCGAGACCTTCTGGGCGAAGCATATGTGGAACTTCATCAGTGGGATACAATACTTGG
TTGAGCTCTGGAAGACCCGCTTCGTATACACCTTGAAGTAGTCACCCTATGTTATGAACC

GlyLeuSerThrLeuProGlyAsnProAlalleAlaSerLeuMetAlaPheThrAlaAla
CGGGCTTGTCAACGCTGCCTGGTAACCCCGCCATTGCTTCATTGATGGCTTTTACAGCTG
GCCCGAACAGTTGCGACGGACCATTGGGGCGGTAACGAAGTAACTACCGAAAATGTCGAC

ValThrSerProLeuThrThrSerGlnThrleuLeuPheAsnIleLeuGlyGlyTrpval
CTGTCACCAGCCCACTAACCACTAGCCAAACCCTCCTCTTCAACATATTIGGGGGGGTGGG
GACAGTGGTCGGGTGATTGGTGATCGGTTTGGGAGGAGAAGTTGTATAACCCCCCCACCC

AlaAlaGlnLeuAlaAlaProGlyAlaAlaThrAlaPheValGlyAlaGlyLeuAlaGly
TGGCTGCCCAGCTCGCCGCCCCCGGTGCCGCTACTGCCTTTGTGGGCGCTGGCTTAGCTG
ACCGACGGGTCGAGCGGCGGGGGCCACGGCGATGACGGAAACACCCGCGACCGAATCGAC

AlaAlalleGlySerValGlyLeuGlyLysValleulleAspIlelLeuAlaGlyTyrGly
GCGCCGCCATCGGCAGTGTTGGACTGGGGAAGGTCCTCATAGACATCCTTGCAGGGTATG
CGCGGCGGTAGCCGTCACAACCTGACCCCTTCCAGGAGTATCTGTAGGAACGTCCCATAC

AlaGlyValAlaGlyAlaLeuValAlaPheLysIleMetSerGlyGluvalProSerThr
GCGCGGGCGTGGCGGGAGCTCTTGTGGCATTCAAGATCATGAGCGGTGAGGTCCCCTCCA
CGCGCCCGCACCGCCCTCGAGAACACCGTAAGTTCTAGTACTCGCCACTCCAGGGGAGGT

GluAspLeuValAsnlLeuleuProAlalleLeuSerProGlyAlaLeuvalvalGlyval
CGGAGGACCTGGTCAATCTACTGCCCGCCATCCTCTCGCCCGGAGCCCTCGTAGTCGGCG
GCCTCCTGGACCAGTTAGATGACGGGCGGTAGGAGAGCGGGCCTCGGGAGCATCAGCCGC

ValCysAlaAlalleleuArgArgHisvValGlyProGlyGluGlyAlavalGlnTrpMet
TGGTCTGTGCAGCAATACTGCGCCGGCACGTTGGCCCGGGCGAGGGGGCAGTGCAGTGGA
ACCAGACACGTCGTTATGACGCGGCCGTGCAACCGGGCCCGCTCCCCCGTCACGTCACCT

AsnArgLleulleAlaPheAlaSerArgGlyAsnHisValSerProThrHisTyrValPro
TGAACCGGCTGATAGCCTTCGCCTCCCGGGGGAACCATGTTTCCCCCACGCACTACGTGC
ACTTGGCCGACTATCGGAAGCGGAGGGCCCCCTTGGTACAAAGGGGGTGCGTGATGCACG

GluSerAspAlaAlaAlaArgValThrAlalleLeuSerSerLeuThrValThrGlnLeu
CGGAGAGCGATGCAGCTGCCCGCGTCACTGCCATACTCAGCAGCCTCACTGTAACCCAGC
GCCTCTCGCTACGTCGACGGGCGCAGTGACGGTATGAGTCGTCGGAGTGACATTGGGTCG

LeuArgArgLeuHisGlnTrpIleSerSerGluCysThrThrProCysSerGlySerTrp
TCCTGAGGCGACTGCACCAGTGGATAAGCTCGGAGTGTACCACTCCATGCTCCGGTTCCT
AGGACTCCGCTGACGTGGTCACCTATTCGAGCCTCACATGSTGAGGTACGAGGCCAAGGA

LeuArgAspIleTrpAspTrplleCysGluvVallLeuSerAspPheLysThrTrpLeulys
GGCTAAGGGACATCTGGGACTGGATATGCGAGGTGTTGAGCGACTTTAAGACCTGGCTAA
CCGATTCCCTGTAGACCCTGACCTATACGCTCCACAACTCGCTGAAATTCTGGACCGATT

AlaLyslLeuMetProGlnLeuProGlyIleProPheValSerCysGlnArgGlyTyrLys

AAGCTAAGCTCATGCCACAGCTGCCTGGGATCCCCTTTGTGTCCTGCCAGCGCGGGTATA
TTCGATTCGAGTACGGTGTCGACGGACCCTAGGGGAAACACAGGACGGTCGCGCCCATAT

26-4. ABRA
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GlyValTrpArgValAspGlyIleMetHisThrArgCysHisCysGlyAlaGluIleThr
AGGGGG TCTGGCGAGTGGACGGCATCATGCACACTCGCTGCCACTGTGGAGCTGAGATCA
TCCCCCAGACCGCTCACCTGCCGTAGTACGTGTGAGCGACGGTGACACCTCGACTCTAGT

GlyHisValLysAsnGlyThrMetArgIleValGlyProArgThrCysArgAsnMetTrp
CTGGACATGTCAAAAACGGGACGATGAGGATCGTCGGTCCTAGGACCTGCAGGAACATGT
GACCTGTACAGTTTTTGCCCTGCTACTCCTAGCAGCCAGGATCCTGGACGTCCTTGTACA

SerGlyThrPheProlleAsnAlaTyrThrThrGlyProCysThrProLeuProAlaPro
GGAGTGGGACCTTCCCCATTAATGCCTACACCACGGGCCCCTGTACCCCCCTTCCTGCGC
CCTCACCCTGGAAGGGGTAATTACGGATGTGGTGCCCGGGGACATGGGGGGAAGGACGCG

AsnTyrThrPheAlaleuTrpArgvValSerAlaGluGluTyrvValGlulleArgGlnVal
CGAACTACACGTTCGCGCTATGGAGGGTGTCTGCAGAGGAATATGTGGAGATAAGGCAGG
GCTTGATGTGCAAGCGCGATACCTCCCACAGACGTCTCCTTATACACCTCTATTCCGTCC

GlyAspPheHisTeralThrG1yMetThrThrAspAsnLeuLysCysProCysGlnval
TGGGGGACTTCCACTACGTGACGGGTATGACTACTGACAATCTCAAATGCCCGTGCCAGG
ACCCCCTGAAGGTGATGCACTGCCCATACTGATGACTGTTAGAGTTTACGGGCACGGTCC

ProSerProGluPhePheThrGluLeuAspGlyValArgLeuHisArgPheAlaProPro
TCCCATCGCCCGAATTTTTCACAGAATTGGACGGGGTGCGCCTACATAGGTTTGCGCCCC
AGGGTAGCGGGCTTAAAAAGTGTCTTAACCTGCCCCACGCGGATGTATCCAAACGCGGGG

CysLysProlLeuleuArgGluGluvalSerPheArgValGlyLeuHisGluTyrProval
CCTGCAAGCCCTTGCTGCGGGAGGAGGTATCATTCAGAGTAGGACTCCACGAATACCCGG
GGACGTTCGGGAACGACGCCCTCCTCCATAGTAAGTCTCATCCTGAGGTGCTTATGGGCC

GlySerGlnLeuProCysGluProGluProAspvalAlavValLeuThrSerMetLeuThr
TAGGGTCGCAATTACCTTGCGAGCCCGAACCGGACGTGGCCGTGTTGACGTCCATGCTCA
ATCCCAGCGTTAATGGAACGCTCGGGCTTGGCCTGCACCGGCACAACTGCAGGTACGAGT

AspProSerHisIleThrAlaGluAlaAlaGlyArgArgLeuAlaArgGlySerProPro
CTGATCCCTCCCATATAACAGCAGAGGCGGCCGGGCGAAGGTTGGCGAGGGGATCACCCC
GACTAGGGAGGGTATATTGTCGTCTCCGCCGGCCCGCTTCCAACCGCTCCCCTAGTGGGG

SerValAlaSerSerSerAlaSerGlnLeuSerAlaProSerLeulysAlaThrCysThr
CCTCTGTGGCCAGCTCCTCGGCTAGCCAGCTATCCGCTCCATCTCTCAAGGCAACTTGCA
GGAGACACCGGTCGAGGAGCCGATCGGTCGATAGGCGAGGTAGAGAGTTCCGTTGAACGT

AlaAsnHisAspSerProAspAlaGluLeulleGluAlaAsnLeuLeuTrpArgGlnGlu
CCGCTAACCATGACTCCCCTGATGCTGAGC TCATAGAGGCCAACCTCCTATGGAGGCAGG
GGCGATTGGTACTGAGGGGACTACGACTCGAGTATCTCCGGTTGGAGGATACCTCCGTCC

MetGlyGlyAsnIleThrArgvalGluSerGluAsnLysValvVallleLeuAspSerPhe
AGATGGGCGGCAACATCACCAGGGTTGAGTCAGAAAACAAAGTGGTGATTCTGGACTCCT
TCTACCCGCCGTTGTAGTGGTCCCAACTCAGTCTTTTGTTTCACCACTAAGACCTGAGGA

AspProLeuvalAlaGluGluAspGluArgGlulleSerValProAlaGlulleLeuArg
TCGATCCGCTTGTGGCGGAGGAGGACGAGCGGGAGATCTCCGTACCCGCAGAAATCCTGC
AGCTAGGCGAACACCGCCTCCTCCTGCTCGCCCTCTAGAGGCATGGGCGTCTTTAGGACG

LysSerArgArgPheAlaGlnAlaLeuProValTrpAlaArgProAspTyrAsnProPro
GGAAGTCTCGGAGATTCGCCCAGGCCCTGCCCGTTTGGGCGCGGCCGGACTATAACCCCC
CCTTCAGAGCCTCTAAGCGGGTCCGGGACGGGCAAACCCGCGCCGGCCTGATATTGGGGG

LeuValGluThrTrpLysLysProAspTyrGluProProvalvalHisGlyCysProLeu
CGCTAGTGGAGACGTGGAAAAAGCCCGACTACGAACCACCTGTGGTCCATGGCTGTCCGC
GCGATCACCTCTGCACCTTTTTCGGGCTGATGCTTGGTGGACACCAGGTACCGACAGGCG

ProProProLysSerProProValProProProArgLysLysArgThrValValLeuThr
TTCCACCTCCAAAGTCCCCTCCTGTGCCTCCGCCTCGGAAGAAGCGGACGGTGGTCCTCA
AAGGTGGAGGTTTCAGGGGAGGACACGGAGGCGGAGCCTTCTTCGCCTGCCACCAGGAGT

G1uSerThrLeuSerThrAlaLeuAlaGluLeuAlaThrArgSerPheGlySerSerSer

26-5. ABRA

87



4861

4921

4981

5041

5101

5161

5221

5281

5341

HU 216017 B
Int. C1.6: C 12 N 15/51

CTGAATCAACCCTATCTACTGCCTTGGCCGAGCTCGCCACCAGAAGCTTTGGCAGCTCCT
GACTTAGTTGGGATAGATGACGGAACCGGCTCGAGCGGTGGTCTTCGAAACCGTCGAGGA

ThrSerGlyIleThrGlyAspAsnThrThrThrSerSerGluProAlaProSerGlyCys
CAACTTCCGGCATTACGGGCGACAATACGACAACATCCTCTGAGCCCGCCCCTTCTGGCT
GTTGAAGGCCGTAATGCCCGCTGTTATGCTGTTGTAGGAGACTCGGGCGGGGAAGACCGA

ProProAspSerAspAlaGluSerTyrSerSerMetProProLeuGluGlyGluProGly
GCCCCCCCGACTCCGACGCTGAGTCCTATTCCTCCATGCCCCCCCTGGAGGGGGAGCCTG
CGGGGGGGCTGAGGCTGCGACTCAGGATAAGGAGGTACGGGGGGGACCTCCCCCTCGGAC

AspProAsplLeuSerAspGlySerTrpSerThrvalSerSerGluAlaAsnAlaGluAsp
GGGATCCGGATCTTAGCGACGGGTCATGGTCAACGGTCAGTAGTGAGGCCAACGCGGAGG
CCCTAGGCCTAGAATCGCTGCCCAGTACCAGTTGCCAGTCATCACTCCGGTTGCGCCTCC

ValValCysCysSerMetSerTyrSerTrpThrGlyAlaleuvalThrProCysalaAla
ATGTCGTGTGCTGCTCAATGTCTTACTCTTGGACAGGCGCACTCGTCACCCCGTGLGCCG
TACAGCACACGACGAGTTACAGAATGAGAACCTGTCCGCGTGAGCAGTGGGGCACGCGGC

GluGluGlnLysLeuProIleAsnAlalLeuSerAsnSerLeuleuArgHisHisAsnLeu
CGGAAGAACAGAAACTGCCCATCAATGCACTAAGCAACTCGTTGCTACGTCACCACAATT
GCCTTCTTGTCTTTGACGGGTAGTTACGTGATTCGTTGAGCAACGATGCAGTGGTGTTAA

ValTyrSerThrThrSerArgSerAlaCysGlnArgGlnLysLysValThrPheAspArg
TGGTGTATTCCACCACCTCACGCAGTGCTTGCCAAAGGCAGAAGAAAGTCACATTTGACA
ACCACATAAGGTGGTGGAGTGCGTCACGAACGGTTTCCGTCTTCTTTCAGTGTAAACTGT

LeuGlnValleuAspSerHisTyrGlnAspvVallLeulysGluvValLysAlaAlaAlaSer
GACTGCAAGTTCTGGACAGCCATTACCAGGACGTACTCAAGGAGGTTAAAGCAGCGGCGT
CTGACGTTCAAGACCTGTCGGTAATGGTCCTGCATGAGTTCCTCCAATTTCGTCGCCGCA

LysValLysAlaAsnlLeu

CAAAAGTGAAGGCTAACTTG
GTTTTCACTTCCGATTGAAC

26-6. ABRA
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27. ABRA A 12f. DNS transzlicidja

61

121

181

241
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361

421

IlePheLysIleArgMetTyrvValGlyGlyVvalGluHisArgLeuGluAlaAlaCysAsn
CCATATTTAAAATCAGGATGTACGTGGGAGGGGTCGAACACAGGCTGGAAGCTGCCTGCA
GGTATAAATTTTAGTCCTACATGCACCCTCCCCAGCTTGTGTCCGACCTTCGACGGACGT

TrpThrArgGlyGluArgCysAspLeuGluAspArgAspArgSerGlul.euSerProLeu
ACTGGACGCGGGGCGAACGTTGCGATCTGGAAGACAGGGACAGGTCCGAGCTCAGCCCGT
TGACCTGCGCCCCGCTTGCAACGCTAGACCTTCTGTCCCTGTCCAGGCTCGAGTCGGGCA

LeuLeuThrThrThrGlnTrpGlnValLeuProCysSerPheThrThrLeuProaAlaleu
TACTGCTGACCACTACACAGTGGCAGGTCCTCCCGTGTTCCTTCACAACCCTACCAGCCT
ATGACGACTGGTGATGTGTCACCGTCCAGGAGGGCACAAGGAAGTGTTGGGATGGTCGGA

SerThrGlyLeulleHisLeuHisGlnAsnIleValAspValGlnTyrLeuTyrGlyval
TGTCCACCGGCCTCATCCACCTCCACCAGAACATTGTGGACGTGCAGTACTTGTACGGGG
ACAGGTGGCCGGAGTAGGTGGAGGTGGTCTTGTAACACCTGCACGTCATGAACATGCCCC

GlySerSerIlealaSerTrpAlalleLysTrpGluTyrValvalLeuLeuPheLeuLeu
TGGGGTCAAGCATCGCGTCCTGGGCCATTAAGTGGGAGTACGTCGTTCTCCTGTTCCTTC
ACCCCAGTTCGTAGCGCAGGACCCGGTAATTCACCCTCATGCAGCAAGAGGACAAGGAAG

LeuAlaAspAlaArgValCysSerCysLeuTrpMetMetLeuleulleSerGlnAlaGlu
TGCTTGCAGACGCGCGCGTCTGCTCCTGCTTGTGGATGATGCTACTCATATCCCAAGCGG
ACGAACGTCTGCGCGCGCAGACGAGGACGAACACCTACTACGATGAGTATAGGGTTCGCC

———————————————— dtfedés a 14j.-vel-————m—mmmmm e
AlaAlalLeuGluAsnLeuValIleLeuAsnAlaAlaSerLeuAlaGlyThrHisGlyLeu

AGGCGGCTTTGGAGAACCTCGTAATACTTAATGCAGCATCCCTGGCCGGGACGCACGGTC

TCCGCCGAAACCTCTTGGAGCATTATGAATTACGTCGTAGGGACCGGCCCTGCGTGCCAG

Val
TTGTATC
AACATAG
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28. ABRA A 35f. DNS transzléicidja

61

121

181

241

301

361

421

481

—————————— dtfedés a 39c.-vel —- - -
LeuLysGluvalLysAlaAlaAlaSerLysValLysAlaAsnLeuLeuSerValGluGlu

TGCTCAAGGAGGTTAAAGCAGCGGCGTCAAAAGTGAAGGCTAACTTGCTATCCGTAGAGG

ACGAGTTCCTCCAATTTCGTCGCCGCAGTTTTCACTTCCGATTGAACGATAGGCATCTCC

AlaCysSerLeuThrProProHisSerAlalysSerLysPheGlyTyrGlyAlaLysAsp
AAGCTTGCAGCCTGACGCCCCCACACTCAGCCAAATCCAAGTTTGGTTATGGGGCAAAAG
TTCGAACGTCGGACTGCGGGGGTGTGAGTCGGTTTAGGTTCAAACCAATACCCCGTTTTC

ValArgCysHisAlaArgLysAlavValThrHisIleAsnSerValTrpLysAsplLeuLeu
ACGTCCGTTGCCATGCCAGAAAGGCCGTAACCCACATCAACTCCGTGTGGAAAGACCTTC
TGCAGGCAACGGTACGGTCTTTCCGGCATTGGGTGTAGTTGAGGCACACCTTTCTGGAAG

GluAspAsnValThrProIleAspThrThrIleMetAlaLysAsnGluValPheCysVal
TGGAAGACAATGTAACACCAATAGACACTACCATCATGGCTAAGAACGAGGTTTTCTGCG
ACCTTCTGTTACATTIGTGGTTATCTGTGATGGTAGTACCGATTCTTGCTCCAAAAGACGC

GlnProGluLysGlyGlyArgLysProAlaArgLeullevValPheProAspLeuGlyVal
TTCAGCCTGAGAAGGGGGGTCGTAAGCCAGCTCGTCTCATCGTGTTCCCCGATCTGGGCG
AAGTCGGACTCTTCCCCCCAGCATTCGGTCGAGCAGAGTAGCACAAGGGGCTAGACCCGC

ArgValCysGluLysMetAlaLeuTyrAspValvValThrLysLeuProLeuAlaValMet
TGCGCGTGTGCGAAAAGATGGCTTTGTACGACGTGGTTACAAAGCTCCCCTTGGCCGTGA
ACGCGCACACGCTTTTCTACCGAAACATGCTGCACCAATGTTTCGAGGGGAACCGGCACT

GlySerSerTyrGlyPheGlnTyrSerProGlyGlnArgvalGluPheLeuValGlnAla
TGGGAAGCTCCTACGGATTCCAATACTCACCAGGACAGCGGGTTGAATTCCTCGTGCAAG
ACCCTTCGAGGATGCCTAAGGTTATGAGTGGTCCTGTCGCCCAACTTAAGGAGCACGTTC

TrpLysSerLysLysThrProMetGlyPheSerTyrAspThrArgCysPheAspSerThr
CGTGGAAGTCCAAGAAAACCCCAATGGGGTTCTCGTATGATACCCGCTGCTTTGACTCCA
GCACCTTCAGGTTCTTTTGGGGTTACCCCAAGAGCATACTATGGGCGACGAAACTGAGGT

ValThrGluSerAspIleArgThrGluGluAla

CAGTCACTGAGAGCGACATCCGTACGGAGGAGGCA
GTCAGTGACTCTCGCTGTAGGCATGCCTCCTCCGT

90



HU 216017 B
Int. Cl16: C 12N 15/51

29. é&bra A 19g. DNS transzlaciéja

61

121

181

241

301

361

GluPheLeuValGlnAlaTrpLysSerLysLysThrProMetGlyPheSerTyrAspThr
GAATTCCTCGTGCAAGCGTGGAAGTCCAAGAAAACCCCAATGGGGTTCTCGTATGATACC
CTTAAGGAGCACGTTCGCACCTTCAGGTTCTTTTGGGGTTACCCCAAGAGCATACTATGG

- - 4tfedés a 35f.-fel
ArgCysPheAspSerThrValThrGluSerAspIleArgThrGluGluAlaIleTyrGln
CGCTGCTTTGACTCCACAGTCACTGAGAGCGACATCCGTACGGAGGAGGCAATCTACCAA
GCGACGAAACTGAGGTGTCAGTGACTCTCGCTGTAGGCATGCCTCCTCCGTTAGATGGTT

CysCysAspLeuAspProGlnAlaArgValAlalleLysSerLeuThrGluArgLeuTyr
TGTTGTGACCTCGACCCCCAAGCCCGCGTGGCCATCAAGTCCCTCACCGAGAGGCTTTAT
ACAACACTGGAGCTGGGGGTTCGGGCGCACCGGTAGTTCAGGGAGTGGCTCTCCGAAATA

ValGlyGlyProLeuThrAsnSerArgGlyGluAanysGlyTyrArgArgCysArgAla
GTTGGGGGCCCTCTTACCAATTCAAGGGGGGAGAACTGCGGCTATCGCAGGTGCCGCGCG
CAACCCCCGGGAGAATGGTTAAGTTCCCCCCTCTTGACGCCGATAGCGTCCACGGCGCGE

SerGlyValLeuThrThrSerCysGlyAsnThrLeuThrCysTyrIleLysAlaArgAla
AGCGGCGTACTGACAACTAGCTGTGGTAACACCCTCACTTGCTACATCAAGGCCCGGGCA
TCGCCGCATGACTGTTGATCGACACCATTGTGGGAGTGAACGATGTAGTTCCGGGCCCGT

AlaCysArgAlaAlaGlyLeuGlnAsprsThrMetLeuValesGlyAspAspLeuVal
GCCTGTCGAGCCGCAGGGCTCCAGGACTGCACCATGCTCGTGTGTGGCGACGACTTAGTC
CGGACAGCTCGGCGTCCCGAGGTCCTGACGTGGTACGAGCACACACCGCTGCTGAATCAG

ValIleCysGluSerAlaGlyValGlnGluAspalaAla

GTTATCTGTGAAAGCGCGGGGG TCCAGGAGGACGCGGCGAG
CAATAGACACTTTCGCGCCCCCAGGTCCTCCTGCGCCGCTC
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30. ABRA A 26g. DNS transzldcidja

GlyGlyGluAanysGlyTyrArgArgCysArgAlaSerGlyValLeuThrThrSerCys
GGGGGGGAGAACTGCGGCTATCGCAGGTGCCGCGCAAGCGGCGTACTGACAACTAGCTGT
CCCCCCCTCTTGACGCCGATAGCGTCCACGGCGCGTTCGCCGCATGACTGTTGATCGACA

GlyAsnThrLeuThrCysTyrIleLysAlaArgAlaAlaCysArgAlaAlaGlyLeuGln
GGTAACACCCTCACTTGTTACATCAAGGCCCGAGCAGCCTGTCGAGCCGCAGGGCTCCAG
CCATTGTGGGAGTGAACAATGTAGTTCCGGGCTCGTCGGACAGCTCGGCGTCCCGAGGTC

------------ dtfedés a 1l9g.-vel - -

AspCysThrMetLeuValCysGlyAspAspLeuValvValIleCysGluSerAlaGlyVal
GACTGCACCATGCTCGTGTGTGGCGACGACTTAGTCGTTATCTGTGAAAGCGCGGGGGTC
CTGACGTGGTACGAGCACACACCGCTGCTGAATCAGCAATAGACACTTTCGCGCCCCCAG

GlnGluAspAlaAlaSerLeuArgAlaPheThrGluAlaMetThrArgTyrSeraAlaPro
CAGGAGGACGCGGCGAGCCTGAGAGCCTTCACGGAGGCTATGACCAGGTACTCCGCCCCC
GTCCTCCTGCGCCGCTCGGACTCTCGGAAGTGCCTCCGATACTGGTCCATGAGGCGGGGG

ProGlyAspProProGlnProGluTyrAspLeuGluLeulleThrSerCysSerSeraAsn
CCTGGGGACCCCCCACAACCAGAATACGACTTGGAGCTCATAACATCATGCTCCTCCAAC
GGACCCCTGGGGGGTGTTGGTCTTATGCTGAACCTCGAGTATTGTAGTACGAGGAGGTTG

ValServValAlaHisAspGlyAlaGlyLysArgValTyrTyrLeuThrArgAspProThr
GTGTCAGTCGCCCACGACGGCGCTGGAAAGAGGGTCTACTACCTCACCCGTGACCCTACA
CACAGTCAGCGGGTGCTGCCGCGACCTTTCTCCCAGATGATGGAGTGGGCACTGGGATGT

ThrProLeuAlaArgAlaAlaTrpGluThralaArgHisThrProvalAsnSerTrpLeu
ACCCCCCTCGCGAGAGCTGCGTGGGAGACAGCAAGACACACTCCAGTCAATTCCTGGCTA
TGGGGGGAGCGCTCTCGACGCACCCTCTGTCGTTCTGTGTGAGGTCAGTTAAGGACCGAT

GlyAsnlleIleMetPheAlaProThrLeuTrpAla
GGCAACATAATCATGTTTGCCCCCACACTGTGGGCG
CCGTTGTATTAGTACAAACGGGGGTGTGACACCCGC

'31. ABRA A 15e. DNS transzldcidja

GlyAlaG1yLysArgValTerereuThrArgAspProThrThrProLeuAlaArgAla
CGGCGCTGGAAAGAGGGTCTACTACCTCACCCGTGACCCTACAACCCCCCTCGCGAGAGC
GCCGCGACCTTTCTCCCAGATGATGGAGTGGGCACTGGGATGTTGGGGGGAGCGCTCTCG

—————————————————— 4tfedés a 26g;i~vel-——————————————————
AlaTrpGluThrAlaArgHisThrProvalAsnSerTrpLeuGlyAsnIlelleMetPhe
TGCGTGGGAGACAGCAAGACACACTCCAGTCAATTCCTGGCTAGGCAACATAATCATGTT
ACGCACCCTCTGTCGTTCTGTGTGAGGTCAGTTAAGGACCGATCCGTTGTATTAGTACAA

AlaProThrLeuTrpAlaArgMetIleLeuMetThrHisPhePheServValLeulleAla
TGCCCCCACACTGTGGGCGAGGATGATACTGATGACCCATTTCTTTAGCGTCCTTATAGC
ACGGGGGTGTGACACCCGCTCCTACTATGACTACTGGG TAAAGAAATCGCAGGAATATCG

ArgAspGlnLeuGluGlnAlaLeuAspCysGlulleTyrGlyAlaCysTyrSerIleGlu
CAGGGACCAGCTTGAACAGGCCCTCGATTGCGAGATCTACGGGGCCTGCTACTCCATAGA
GTCCCTGGTCGAACTTGTCCGGGAGCTAACGCTCTAGATGCCCCGGACGATGAGGTATCT

ProLeuAspLeuProProllelleGlnArgLeu

ACCACTTGATCTACCTCCAATCATTCAAAGACTC
TGGTGAACTAGATGGAGGTTAGTAAGTTTCTGAG
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32-1. ABRA A 12f.-t81 15e.-ig a DNS-ek kombin&lt ORF-je

61

121

181
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481

541

601

661

721

781

841

901

IlePheLysIleArgMetTeralGlyGlyValGluHisArgLeuGluAlaAlaCysAsn
CCATATTTAAAATCAGGATGTACGTGGGAGGGGTCGAACACAGGCTGGAAGCTGCCTGCA
GGTATAAATTTTAGTCCTACATGCACCCTCCCCAGCTTGTGTCCGACCTTCGACGGACGT

TrpThrArgGlyGluArgCysAspLeuGluAspArgAspArgSerGluleuSerProlLeu
ACTGGACGCGGGGCGAACGTTGCGATCTGGAAGACAGGGACAGGTCCGAGCTCAGCCCGT
TGACCTGCGCCCCGCTTGCAACGCTAGACCTTCTGTCCCTGTCCAGGCTCGAGTCGGGCA

LeuLeuThrThrThrGlnTrpGlnValLeuProCysSerPheThrThrLeuProAlaLeu
TACTGCTGACCACTACACAGTGGCAGGTCCTCCCGTGTTCCTTCACAACCCTACCAGCCT
ATGACGACTGGTGATGTGTCACCGTCCAGGAGGGCACAAGGAAGTG TTGGGATGGTCGGA

SerThrGlyLeuIleHisLeuHisGlnAsnI1eVa1AspValG1nTereuTyrGlyVa1
TGTCCACCGGCCTCATCCACCTCCACCAGAACATTGTGGACGTGCAGTACTTGTACGGGG
ACAGGTGGCCGGAGTAGGTGGAGGTGGTCTTGTAACACCTGCACGTCATGAACATGCCCC

GlySerSerIleAlaSerTrpAlalleLysTrpGluTyrvalvValLeuLeuPheLeuleu
TGGGGTCAAGCATCGCGTCCTGGGCCATTAAGTGGGAGTACGTCGTTCTCCTGTTCCTTC
ACCCCAGTTCGTAGCGCAGGACCCGGTAATTCACCCTCATGCAGCAAGAGGACAAGGAAG

LeuAlaAspAlaArgValCysSerCysLeuTrpMetMetLeulLeulleSerGlnAlaGlu
TGCTTGCAGACGCGCGCGTCTGCTCCTGCT TGTGGATGATGCTACTCATATCCCAAGCGG
ACGAACGTCTGCGCGCGCAGACGAGGACGAACACCTACTACGATGAGTATAGGGTTCGCC

AlaAlaLeuGluAsnLeuValIleLeuAsnAlaAlaSerLeuAlaGlyThrHisGlyLeu
AGGCGGCTTTGGAGAACCTCGTAATACTTAATGCAGCATCCCTGGCCGGGACGCACGGTC
TCCGCCGAAACCTCTTGGAGCATTATGAATTACGTCGTAGGGACCGGCCCTGCGTGCCAG

ValSerPheLeuValPhePheCysPheAlaTrpTereuLysGlyLysTrpValProGly
TTGTATCCTTCCTCGTGTTCTTCTGCTTTGCATGGTATTTGAAGGG TAAGTGGGTGCCCG
AACATAGGAAGGAGCACAAGAAGACGAAACGTACCATAAACTTCCCATTCACCCACGGGC

AlavalTyrThrPheTyrGlyMetTrpProLeuleuLeuleuleuleuAlaleuProGln
GAGCGGTCTACACCTTCTACGGGATGTGGCCTCTCCTCCTGCTCCTGTTGGCGTTGCCCC
CTCGCCAGATGTGGAAGATGCCCTACACCGGAGAGGAGGACGAGGACAACCGCAACGGGS

ArgAlaTyrAlaLeuAspThrGluVa1AlaAlaSerCysGlyGlyValValLeuvalGly
AGCGGGCGTACGCGCTGGACACGGAGGTGGCCGCGTCGTGTGGCGGTGTTGTTCTCGTCG
TCGCCCGCATGCGCGACCTGTGCCTCCACCGGCGCAGCACACCGCCACAACAAGAGCAGT

LeuMetAlaLeuThrLeuSerProTererysArgTyrIleSerTrprsLeuTrpTrp
GGTTGATGGCGCTGACTCTGTCACCATATTACAAGCGCTATATCAGCTGGTGCTTGTGGT
CCAACTACCGCGACTGAGACAGTGGTATAATGTTCGCGATATAGTCGACCACGAACACCA

LeuGlnTyrPheLeuThrArgvalGluAlaGlnLeuHisValTrpIleProProLeuAsn
GGCTTCAGTATTTTCTGACCAGAGTGGAAGCGCAACTGCACGTGTGGATTCCCCCCCTCA
CCGAAGTCATAAAAGACTGGTCTCACCTTCGCGTTGACGTGCACACCTAAGGGGGGGAGT

ValArgGlyGlyArgAspAlaVallIleLeuLeuMetCysAlaValHisProThrLeuval
ACGTCCGAGGGGGGCGCGACGCCGTCATCTTACTCATGTGTGCTGTACACCCGACTCTGG
TGCAGGCTCCCCCCGCGCTGCGGCAGTAGAATGAGTACACACGACATGTGGGCTGAGACC

PheAspIleThrLysLeuleuleuAlaValPheGlyProLeuTrpIleLeuGlnAlaSer
TATTTGACATCACCAAATTGCTGCTGGCCGTCTTCGGACCCCTTTGGATTCTTCAAGCCA
ATAAACTGTAGTGGTTTAACGACGACCGGCAGAAGCCTGGGGAAACCTAAGAAGTTCGGT

LeuLeuLysValProTyrPheValArgvValGlnGlyLeuLeuArgPheCysAlalLeuAla
GTTTGCTTAAAGTACCCTACTTTGTGCGCG TCCAAGGCCTTCTCCGGTTCTGCGCGTTAG
CAAACGAATTTCATGGGATGAAACACGCGCAGGTTCCGGAAGAGGCCAAGACGCGCAATC

ArgLysMetIleGlyGlyHisTyrValGlnMetVallleIleLysLeuGlyAlaieuThr

CGCGGAAGATGATCGGAGGCCATTACGTGCAAATGGTCATCATTAAGTTAGGGGCGCTTA
GCGCCTTCTACTAGCCTCCGGTAATGCACGTTTACCAGTAGTAATTCAATCCCCGCGAAT
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GlyThrTyrValTyrAsnHisLeuThrProLeuArgAspTrpAlaHisAsnGlyLeuArg
CTGGCACCTATGTTTATAACCATCTCACTCCTCTTCGGGACTGGGCGCACAACGGCTTIGC
GACCGTGGATACAAATATTGGTAGAGTGAGGAGAAGCCCTGACCCGCGTGTTGCCGAACG

AspLeuAlaVvValAlaValGluProvValvValPheSerGlnMetGluThrLysLeulleThr
GAGATCTGGCCGTGGCTGTAGAGCCAGTCGTCTTCTCCCAAATGGAGACCAAGCTCATCA
CTCTAGACCGGCACCGACATCTCGGTCAGCAGAAGAGGGTTTACCTCTGGTTCGAGTAGT

TrpGlyAlaAspThrAlaAlaCysGlyAspIllelleAsnGlyLeuProvalSerAlaArg
CGTGGGGGGCAGATACCGCCGCGTGCGGTGACATCATCAACGGCTTGCCTGTTTCCGCCC
GCACCCCCCGTCTATGGCGGCGCACGCCACTGTAGTAGTTGCCGAACGGACAAAGGCGGG

ArgGlyArgGlulleLeulLeuGlyProAlaAspGlyMetValSerLysGlyTrpArgLeu
GCAGGGGCCGGGAGATACTGCTCGGGCCAGCCGATGGAATGGTCTCCAAGGGGTGGAGGT
CGTCCCCGGCCCTCTATGACGAGCCCGGTCGGCTACCTTACCAGAGGTTCCCCACCTCCA

LeuAlaProlIleThrAlaTyrAlaGlnGlnThrArgGlyLeuLeuGlyCysIleIleThr
TGCTGGCGCCCATCACGGCGTACGCCCAGCAGACAAGGGGCCTCCTAGGGTGCATAATCA
ACGACCGCGGGTAGTGCCGCATGCGGGTCGTCTGTTCCCCGGAGGATCCCACGTATTAGT

SerLeuThrGlyArgAspLysAsnGlnValGluGlyGluvalGlnIlevValSerThrala
CCAGCCTAACTGGCCGGGACAAAAACCAAGTGGAGGGTGAGGTCCAGATTGTGTCAACTG
GGTCGGATTGACCGGCCCTGTTTTTGGTTCACCTCCCACTCCAGGTCTAACACAGTTGAC

AlaGlnThrPheleuAlaThrCysIleAsnGlyvValCysTrpThrvalTyrHisGlyala
CTGCCCAAACCTTCCTGGCAACGTGCATCAATGGGGTGTGCTGGACTGTCTACCACGGGG
GACGGGTTTGGAAGGACCGTTGCACGTAGTTACCCCACACGACCTGACAGATGGTGCCCC

GlyThrArgThrIleAlaSerProLysGlyProvallleGlnMetTyrThrAsnValAsp
CCGGAACGAGGACCATCGCGTCACCCAAGGGTCCTGTCATCCAGATGTATACCAATGTAG
GGCCTTGCTCCTGG TAGCGCAG TGGGTTCCCAGGACAGTAGGTCTACATATGGTTACATC

GlnAspLeuValGlyTrpProAlaProGlnGlySerArgSerLeuThrProCysThrCys
ACCAAGACCTTGTGGGCTGGCCCGCTCCGCAAGGTAGCCGCTCATTGACACCCTGCACTT
TGGTTCTGGAACACCCGACCGGGCGAGGCGTTCCATCGGCGAGTAACTGTGGGACGTGAA

GlySerSerAspLeuTereuVa1ThrArgHisAlaAspValIleProValArgArgArg
GCGGCTCCTCGGACCTTTACCTGGTCACGAGGCACGCCGATGTCATTCCCGTGCGCCGGT
CGCCGAGGAGCCTGGAAATGGACCAGTGCTCCGTGCGGCTACAGTAAGGGCACGCGGCCE

GlyAspSerArgGlySerLeuLeuSerProArgProlleSerTyrLeuLysGlySerSer
GGGGTGATAGCAGGGGCAGCCTGCTGTCGCCCCGGCCCATTTCCTACTTGAAAGGCTCCT
CCCCACTATCGTCCCCGTCGGACGACAGCGGGGCCGGGTAAAGGATGAACTTTCCGAGGA

GlyGlyProlLeuLeuCysProAlaGlyHisAlavalGlyIlePheArgAlaAlaValCys
CGGGGGGTCCGCTGTTGTGCCCCGCGGGGCACGCCGTGGGCATATTTAGGGCCGCGGTGT
GCCCCCCAGGCGACAACACGGGGCGCCCCGTGCGGCACCCGTATAAATCCCGGCGCCACA

ThrArgGlyvalAlaLysAlaValAspPlHeIleProvValGluAsnLeuGluThrThrMet
GCACCCGTGGAGTGGCTAAGGCGGTGGACTTTATCCCTGTGGAGAACCTAGAGACAACCA
CGTGGGCACCTCACCGATTCCGCCACCTGAAATAGGGACACCTCTTGGATCTCTGTTGGT

ArgSerProValPheThrAspAsnSerSerProProvValValProGlnSerPheGlnVal
TGAGGTCCCCGGTGTTCACGGATAACTCCTCTCCACCAGTAGTGCCCCAGAGCTTCCAGG
ACTCCAGGGGCCACAAGTGCCTATTGAGGAGAGGTGGTCATCACGGGGTCTCGAAGGTCC

AlaHislLeuHisAlaProThrGlySerGlyLysSerThrLysValProAlaAlaTyrAla
TGGCTCACCTCCATGCTCCCACAGGCAGCGGCAAAAGCACCAAGGTCCCGGCTGCATATG
ACCGAGTGGAGGTACGAGGGTGTCCGTCGCCGTTTTCGTGGTTCCAGGGCCGACGTATAC

AlaGlnGlyTyrLysValLeuValLeuAsnProSerValAlaAlaThrLeuGlyPheGly
CAGCTCAGGGCTATAAGGTGCTAGTACTCAACCCCTCTGTTGCTGCAACACTGGGCTTTG
GTCGAGTCCCGATATTCCACGATCATGAGTTGGGGAGACAACGACGTTGTGACCCGAAAC

AlaTyrMetSerLysAlaHisGlyIleAspProAsnIleArgThrGlyValArgThrile

32-2. ABRA
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GTGCTTACATGTCCAAGGCTCATGGGATCGATCCTAACATCAGGACCGGGGTGAGAACAR.
CACGAATGTACAGGTTCCGAGTACCCTAGCTAGGATTGTAGTCCTGGCCCCACTCTTGTT

ThrThrGlySerProlleThrTyrSerThrTyrGlyLysPheLeuAlaAspGlyGlyCys
TTACCACTGGCAGCCCCATCACGTACTCCACCTACGGCAAGTTCCTTGCCGACGGCGGGT
AATGGTGACCGTCGGGGTAGTGCATGAGGTGGATGCCGTTCAAGGAACGGCTGCCGCCCA

SerGlyGlyAlaTyrAsplleIleIleCysAspGluCysHisSerThrAspAlaThrSer
GCTCGGGGGGCGCTTATGACATAATAATTTGTGACGAGTGCCACTCCACGGATGCCACAT
CGAGCCCCCCGCGAATACTGTATTATTAAACACTGCTCACGGTGAGGTGCCTACGGTGTA

IleLeuGlyIleGlyThrValLeuAspGlnAlaGluThrAlaGlyAlaArgLeuValval
CCATCTTGGGCATCGGCACTGTCCTTGACCAAGCAGAGACTGCGGGGGCGAGACTGGTTG
GGTAGAACCCGTAGCCGTGACAGGAACTGGTTCGTCTCTGACGCCCCCGCTCTGACCAAC

LeuAlaThrAlaThrProProGlyServValThrvValProHisProAsnIleGluGluval
TGCTCGCCACCGCCACCCCTCCGGGCTCCGTCACTGTGCCCCATCCCAACATCGAGGAGG
ACGAGCGGTGGCGGTGGGGAGGCCCGAGGCAGTGACACGGGGTAGGGTTGTAGCTCCTCC

AlaLeuSerThrThrGlyGluIleProPheTyrGlyLysAlalleProLeuGluvallle
TTGCTCTGTCCACCACCGGAGAGATCCCTTTTTACGGCAAGGCTATCCCCCTCGAAGTAA
AACGAGACAGGTGGTGGCCTCTCTAGGGAAAAATGCCGTTCCGATAGGGGGAGCTTCATT

LysGlyGlyArgHisLeullePheCysHisSerLysLysLysCysAspGluLeuAlaAla
TCAAGGGGGGGAGACATCTCATCTTCTGTCATTCAAAGAAGAAGTGCGACGAACTCGCCG
AGTTCCCCCCCTCTGTAGAGTAGAAGACAGTAAGTTTCTTCTTCACGCTGCTTGAGCGGC

LysLeuValAlaLeuGlyIleAsnAlavalAlaTyrTyrArgGlyLeuAspValSerVal
CAAAGCTGGTCGCATTGGGCATCAATGCCGTGGCCTACTACCGCGGTCTTGACGTGTCCG
GTTTCGACCAGCGTAACCCGTAGTTACGGCACCGGATGATGGCGCCAGAACTGCACAGGC

IleProThrSerGlyAspValvValvalValAlaThrAspAlaleuMetThxrGlyTyrThr
TCATCCCGACCAGCGGCGATGTTGTCGTCGTGGCAACCGATGCCCTCATGACCGGCTATA
AGTAGGGCTGGTCGCCGCTACAACAGCAGCACCGTTGGCTACGGGAGTACTGGCCGATAT

GlyAspPheAspSerVallleAspCysAsnThrCysvalThrGlnThrvalAspPheSer
CCGGCGACTTCGACTCGGTGATAGACTGCAATACGTGTGTCACCCAGACAGTCGATTTCA
GGCCGCTGAAGCTGAGCCACTATCTGACGTTATGCACACAGTGGGTCTGTCAGCTAAAGT

LeuAspProThrPheThrIleGluThrIleThrLeuProGlnAspAlavalSerArgThr
GCCTTGACCCTACCTTCACCATTGAGACAATCACGCTCCCCCAGGATGCTGTCTCCCGCA
CGGAACTGGGATGGAAGTGGTAACTCTGTTAGTGCGAGGGGGTCCTACGACAGAGGGCGT

GlnArgArgGlyArgThrGlyArgGlyLysProGlyIleTyrArgPhevValAlaProGly
CTCAACGTCGGGGCAGGACTGGCAGGGGGAAGCCAGGCATCTACAGATTTGTGGCACCGG
GAGTTGCAGCCCCGTCCTGACCGTCCCCCTTCGGTCCGTAGATGTCTAAACACCGTGGCC

GluArgProSerGlyMetPheAspSerSerValLeuCysGluCysTyrAspAlaGlyCys
GGGAGCGCCCCTCCGGCATGTTCGACTCGTCCGTCCTCTGTGAGTGCTATGACGCAGGCT
CCCTCGCGGGGAGGCCGTACAAGCTGAGCAGGCAGGAGACACTCACGATACTGCGTCCGA

AlaTrpTyrGluLeuThrProAlaGluThrThrValArgLeuArgaAlaTyrMetAsnThr
GTGCTTGGTATGAGCTCACGCCCGCCGAGACTACAGTTAGGCTACGAGCGTACATGAACA
CACGAACCATACTCGAGTGCGGGCGGCTCTGATGTCAATCCGATGCTCGCATGTACTTGT

ProGlyLeuProvValCysGlnAspHisLeuGluPheTrpGluGlyvValPheThrGlyLeu
CCCCGGGGCTTCCCGTGTGCCAGGACCATCTIGAATTTTGGGAGGGCGTCTTTACAGGCC
GGGGCCCCGAAGGGCACACGGTCCTGGTAGAACTTAAAACCCTCCCGCAGAAATGTCCGG

ThrHisIleAspAlaHisPhelLeuSerGlnThrLysGlnSerGlyGluAsnLeuProTyr
TCACTCATATAGATGCCCACTTTCTATCCCAGACAAAGCAGAGTGGGGAGAACCTTCCTT
AGTGAGTATATCTACGGGTGAAAGATAGGGTCTGTTTCGTCTCACCCCTCTTGGAAGGAA

LeuvalAlaTyrGlnAlaThrValCysAlaArgAlaGlnAlaProProProSerTrpAsp
ACCTGGTAGCGTACCAAGCCACCGTGTGCGCTAGGGCTCAAGCCCCTCCCCCATCGTGGG
TGGACCATCGCATGGTTCGGTGGCACACGCGATCCCGAGTTCGGGGAGGGGGTAGCACCC
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GlnMetTrpLysCysLeulleArgLeuLysProThrLeuHisGlyProThrProLeuleu
ACCAGATGTGGAAGTGTTTGATTCGCCTCAAGCCCACCCTCCATGGGCCAACACCCCTGC
TGGTCTACACCTTCACAAACTAAGCGGAGTTCGGGTGGGAGGTACCCGGTTGTGGGGACG

TyrArgLeuGlyAlavalGlnAsnGluIleThrLeuThrHisProvalThrLysTyrile
TATACAGACTGGGCGCTGTTCAGAATGAAATCACCCTGACGCACCCAGTCACCAAATACA
ATATGTCTGACCCGCGACAAGTCTTACTTTAGTGGGACTGCGTGGGTCAGTGGTTTATGT

MetThrCysMetSerAlaAspLeuGluValvalThrSerThrTrpVallLeuvalGlyGly
TCATGACATGCATGTCGGCCGACCTGGAGGTCGTCACGAGCACCTGGGTGCTCGTTGGCG
AGTACTGTACGTACAGCCGGCTGGACCTCCAGCAGTGCTCGTGGACCCACGAGCAACCGC

ValLeuAlaAlaLeuAlaAlaTyrCysLeuSerThrGlyCysValvValIlevValGlyArg
GCGTCCTGGCTGCTTTGGCCGCGTATTGCCTGTCAACAGGCTGCGTGGTCATAGTGGGCA
CGCAGGACCGACGAAACCGGCGCATAACGGACAGTTGTCCGACGCACCAGTATCACCCGT

ValValLeuSerGlyLysProAlalleIleProAspArgGluvValLeuTyrArgGluPhe
GGGTCGTCTTGTCCGGGAAGCCGGCAATCATACCTGACAGGGAAGTCCTCTACCGAGAGT
CCCAGCAGAACAGGCCCTTCGGCCGTTAGTATGGACTGTCCCTTCAGGAGATGGCTCTCA

AspGluMetGluGluCysSerGlnHisLeuProTyrIleGluGlnGlyMetMetleuAla
TCGATGAGATGGAAGAGTGCTCTCAGCACTTACCGTACATCGAGCAAGGGATGATGCTCG
AGCTACTCTACCTTCTCACGAGAGTCGTGAATGGCATGTAGCTCGTTCCCTACTACGAGC

GluGlnPheLysGlnlLysAlaLeuGlyLeuLeuGlnThrAlaSerArgGlnAlaGluvVal
CCGAGCAGTTCAAGCAGAAGGCCCTCGGCCTCCTGCAGACCGCGTCCCGTCAGGCAGAGG
GGCTCGTCAAGTTCGTCTTCCGGGAGCCGGAGGACGTC TGGCGCAGGGCAGTCCGTCTCC

IleAlaProAlavalGlnThrAsnTrpGlnLysLeuGluThrPheTrpAlaLysHisMet
TTATCGCCCCTGCTGTCCAGACCAACTGGCAAAAACTCGAGACCTTCTGGGCGAAGCATA
AATAGCGGGGACGACAGGTCTGGTTGACCGTTTTTGAGCTCTGGAAGACCCGCTTCGTAT

TrpAsnPhelleSerGlyIleGlnTyrLeuAlaGlyLeuSerThrLeuProGlyAsnPro
TGTGGAACTTCATCAGTGGGATACAATACTTGGCGGGCTTG TCAACGCTGCCTGGTAACC
ACACCTTGAAGTAGTCACCCTATGTTATGAACCGCCCGAACAGTTGCGACGGACCATTGG

AlalleAlaSerLeuMetAlaPheThraAlaAlaValThrSerProLeuThrThrSerGlin
CCGCCATTGCTTCATTGATGGCTTTTACAGCTGCTGTCACCAGCCCACTAACCACTAGCC
GGCGGTAACGAAGTAACTACCGAAAATGTCGACGACAGTGGTCGGGTGATTCGTGATCGG

ThrLeuLeuPheAsnI1eLeuGlyGlyTrpValAlaAlaGlnLeuAlaAlaProGlyAla
AAACCCTCCTCTTCAACATATTGGGGGGGTGGGTGGCTGCCCAGCTCGCCGCCCCCGGTG
TTTGGGAGGAGAAGTTGTATAACCCCCCCACCCACCGACGGGTCGAGCGGCGGGGGCCAC

AlaThrAlaPheValGlyAlaGlyLeuAlaGlyAlaAlaIleGlySerValGlyLeuGly
CCGCTACTGCCTTTGTGGGCGCTGGCTTAGCTGGCGCCGCCATCGGCAGTGTTGGACTGG
GGCGATGACGGAAACACCCGCGACCGAATCGACCGCGGCGGTAGCCGTCACAACCTGACC

LysvValLeulleAspIleLeuAlaGlyTyrGlyAlaGlyValAlaGlyAlaLeuValala
GGAAGGTCCTCATAGACATCCTTGCAGGGTATGGCGCGGGCGTGGCGGGAGCTCTTGTGG
CCTTCCAGGAGTATCTGTAGGAACGTCCCATACCGCGCCCGCACCGCCCTCGAGAACACC

PheLysIleMetSerGlyGluValProSerThrGluAspLeuValAsnLeuLeuProAla
CATTCAAGATCATGAGCGGTGAGGTCCCCTCCACGGAGGACCTGGTCAATCTACTGCCCG
GTAAGTTCTAGTACTCGCCACTCCAGGGGAGGTGCCTCCTGGACCAGTTAGATGACGGGC

IleLeuSerProGlyAlaLeuValValGlyValvalCysAlaAlalleLeuArgArgHis
CCATCCTCTCGCCCGGAGCCCTCGTAGTCGGCGTGGTC TGTGCAGCAATACTGCGCCGGC
GGTAGGAGAGCGGGCCTCGGGAGCATCAGCCGCACCAGACACGTCGTTATGACGCGGCCG

ValGlyProGlyGluGlyAlavalGlnTrpMetAsnArgLeulleAlaPheAlaSerArg
ACGTTGGCCCGGGCGAGGGGGCAGTGCAGTGGATGAACCGGCTGATAGCCTTCGCCTCCC
TGCAACCGGGCCCGCTCCCCCGTCACGTCACCTACTTGGCCGACTATCGGAAGCGGAGGG

GlyAsnHisValSerProThrHisTyrValProGluSerAspAlaAlaAlaArgValThr
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GGGGGAACCATGTTTCCCCCACGCACTACGTGCCGGAGAGCGATGCAGCTGCCCGCGTCA
CCCCCTTGGTACAAAGGGGGTGCGTGATGCACGGCCTCTCGCTACGTCGACGGGCGCAGT

AlaIleleuSerSerLeuThrValThrGlnLeuLeuArgArgLeuHisGlnTrpIleSer
CTGCCATACTCAGCAGCCTCACTGTAACCCAGCTCCTGAGGCGACTGCACCAGTGGATAA
GACGGTATGAGTCGTCGGAGTGACATTGGG TCGAGGACTCCGCTGACGTGGTCACCTATT

SerGluCysThrThrProCysSerGlySerTrpLeuArgAsplleTrpAspTrplleCys
GCTCGGAGTGTACCACTCCATGCTCCGGTTCCTGGCTAAGGGACATCTGGGACTGGATAT
CGAGCCTCACATGGTGAGGTACGAGGCCAAGGACCGATTCCCTGTAGACCCTGACCTATA

GluValLeuSerAspPheLysThrTrpLeuLysAlaLysLeuMetProGlnLeuProGly
GCGAGGTGTTGAGCGACTTTAAGACCTGGC TAAAAGCTAAGCTCATGCCACAGCTGCCTG
CGCTCCACAACTCGCTGAAATTCTGGACCGATTTTCGATTCGAGTACGGTGTCGACGGAC

IleProPheValSerCysGlnArgGlyTerysGlyValTrpArgValAspGlyIleMet
GGATCCCCTTTGTGTCCTGCCAGCGCGGGTATAAGGGGGTCTGGCGAGTGGACGGCATCA
CCTAGGGGAAACACAGGACGGTCGCGCCCATATTCCCCCAGACCGCTCACCTGCCGTAGT

HisThrArgCysHisCysGlyAlaGluIleThrGlyHisValLysAsnGlyThrMetArg
TGCACACTCGCTGCCACTGTGGAGCTGAGATCACTGGACATGTCAAAAACGGGACGATGA
ACGTGTGAGCGACGGTGACACCTCGACTCTAGTGACCTIGTACAGTTTTTGCCCTGCTACT

IleValGlyProArgThrCysArgAsnMetTrpSerGlyThrPheProIleAsnAlaTyr
GGATCGTCGGTCCTAGGACCTGCAGGAACATGTGGAGTGGGACCTTCCCCATTAATGCCT
CCTAGCAGCCAGGATCCTGGACGTCCTTGTACACCTCACCCTGGAAGGGGTAATTACGGA

ThrThrGlyProCysThrProLeuProAlaProAsnTerhrPheAlaLeuTrpArgVal
ACACCACGGGCCCCTGTACCCCCCTTCCTGCGCCGAACTACACGTTCGCGCTATGGAGGG
TGTGGTGCCCGGGGACATGGGGGGAAGGACGCGGCTTGATGTGCAAGCGCGATACCTCCC

SerAlaGluGluTeralGluIleArgGanalGlyAspPheHisTeralThrGlyMet
TGTCTGCAGAGGAATATGTGGAGATAAGGCAGGTGGGGGACTTCCACTACGTGACGGGTA
ACAGACGTCTCCTTATACACCTCTATTCCGTCCACCCCCTGAAGGTGATGCACTGCCCAT

ThrThrAspAsnLeuLysCysProCysGlnValProSerProGluPhePheThrGluleu
TGACTACTGACAATCTCAAATGCCCGTGCCAGGTCCCATCGCCCGAATTTTTCACAGAAT
ACTGATGACTGTTAGAGTTTACGGGCACGGTCCAGGGTAGCGGGCTTAAAAAGTGTCTTA

AspGlyValArgLeuHisArgPheAlaProProCysLysProleuLeuArgGluGluval
TGGACGGGGTGCGCCTACATAGGTTTGCGCCCCCCTGCAAGCCCTTGCTGCGGGAGGAGG
ACCTGCCCCACGCGGATGTATCCAAACGCGGGGGGACGTTCGGGAACGACGCCCTCCTCC

SerPheArgValG1yLeuHisGluTerroVa1G1ySerGlnLeuProCysGluProGlu
TATCATTCAGAGTAGGACTCCACGAATACCCGGTAGGGTCGCAATTACCTTGCGAGCCCG
ATAGTAAGTCTCATCCTGAGGTGCTTATGGGCCATCCCAGCGTTAATGGAACGCTCGGGC

ProAspValAlavallLeuThrSerMetLeuThrAspProSerHisIleThrAlaGluAla
AACCGGACGTGGCCGTGTTGACGTCCATGCTCACTGATCCCTCCCATATAACAGCAGAGG
TTGGCCTGCACCGGCACAACTGCAGGTACGAGTGACTAGGGAGGGTATATTGTCGTCTCC

AlaGlyArgArgLeuAlaArgGlySerProProServalAlaSerSerSerAlaSerGln
CGGCCGGGCGAAGG TTGGCGAGGGGATCACCCCCCTCTGTGGCCAGCTCCTCGGCTAGCC
GCCGGCCCGCTTCCAACCGCTCCCCTAGTGGGGGGAGACACCGGTCGAGGAGCCGATCGG

LeuSerAlaProSerLeuLysAlaThrCysThrAlaAsnHisAspSerProAspAlaGlu
AGCTATCCGCTCCATCTCTCAAGGCAACTTGCACCGCTAACCATGACTCCCCTGATGCTG
TCGATAGGCGAGGTAGAGAGTTCCGTTGAACGTGGCGATTGGTACTGAGGGGACTACGAC

LeuIleGluAlaAsnLeuLeuTrpArgGlnGluMetGlyGlyAsnIleThrArgValGlu
AGCTCATAGAGGCCAACCTCCTATGGAGGCAGGAGATGGGCGGCAACATCACCAGGGTTG
TCGAGTATCTCCGGTTGGAGGATACCTCCGTCCTCTACCCGCCGTTGTAGTGGTCCCAAC

SerGluAsnLysValValIleleuAspSerPheAspProLeuvalAlaGluGluAspGlu
AGTCAGAAAACAAAGTGGTGATTCTGGACTCCTTCGATCCGCTTGTGGCGGAGGAGGACG
TCAGTCTTTTGTTTCACCACTAAGACCTGAGGAAGCTAGGCGAACACCGCCTCCTCCTGC
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ArgGlulleSerValProAlaGluIlleLeuArgLysSerArgArgPheAlaGlnAlaLeu
AGCGGGAGATCTCCGTACCCGCAGAAATCCTGCGGAAGTCTCGGAGATTCGCCCAGGCCC
TCGCCCTCTAGAGGCATGGGCGTCTTTAGGACGCCTTCAGAGCCTCTAAGCGGGTCCGGG

ProvalTrpAlaArgProAspTyrAsnProProLeuvValGluThrTrpLysLysProAsp
TGCCCGTTTGGGCGCGGCCGGACTATAACCCCCCGCTAGTGGAGACGTGGAAAAAGCCCG
ACGGGCAAACCCGCGCCGGCCTGATATTGGGGGGCGATCACCTCTGCACCTTTTTCGGGC

TyrGluProProValvValHisGlyCysProLeuProProProLysSerProProvalPro
ACTACGAACCACCTGTGGTCCATGGCTGTCCQCTTCCACCTCCAAAGTCCCCTCCTGTGC
TGATGCTTGGTGGACACCAGGTACCGACAGGCGAAGGTGGAGGTTTCAGGGGAGGACACG

ProProArgLysLysArgThrValvValLeuThrGluSerThrLeuSerThrAlaLeuAla
CTCCGCCTCGGAAGAAGCGGACGGTGGTCCTCACTGAATCAACCCTATCTACTGCCTTGG
GAGGCGGAGCCTTCTTCGCCTGCCACCAGGAGTGACTTAGTTGGGATAGATGACGGAACC

GluLeuAlaThrArgSerPheGlySerSerSerThrSerGlyIleThrGlyAspAsnThr
CCGAGCTCGCCACCAGAAGCTTTGGCAGCTCCTCAACTTCCGGCATTACGGGCGACAATA
GGCTCGAGCGGTGGTCTTCGAAACCGTCGAGGAGTTGAAGGCCGTAATGCCCGCTGTTAT

ThrThrSerSerGluProAlaProSerGlyCysProProAspSerAspAlaGluSerTyr
CGACAACATCCTCTGAGCCCGCCCCTTCTGGCTGCCCCCCCGACTCCGACGCTGAGTCCT
GCTGTTGTAGGAGACTCGGGCGGGGAAGACCGACGGGGGGGCTGAGGC TGCGACTCAGGA

SerSerMetProProLeuGluGlyGluProGlyAspProAspLeuSerAspGlySerTrp
ATTCCTCCATGCCCCCCCTGGAGGGGGAGCCTGGGGATCCGGATCTTAGCGACGGGTCAT
TAAGGAGGTACGGGGGGGACCTCCCCCTCGGACCCCTAGGCCTAGAATCGCTGCCCAGTA

SerThrValSerSerGluAlaAsnAlaGluAspValValCysCysSerMetSerTyrSer
GGTCAACGGTCAGTAGTGAGGCCAACGCGGAGGATGTCGTGTGCTGCTCAATGTCTTACT
CCAGTTGCCAGTCATCACTCCGGTTGCGCCTCCTACAGCACACGACGAGTTACAGAATGA

TrpThrGlyAlaLeuValThrProCysAlaAlaGluGluGlnLysLeuProIleAsnAla
CTTGGACAGGCGCACTCGTCACCCCGTGCGCCGCGGAAGAACAGAAACTGCCCATCAATG
GAACCTGTCCGCGTGAGCAGTGGGGCACGCGGCGCCTTCTTGTCTTTGACGGGTAGTTAC

LeuSerAsnSerLeuleuArgHisHisAsnLeuValTyrSerThrThrSerArgSerAla
CACTAAGCAACTCGTTGCTACGTCACCACAATTTGGTGTATTCCACCACCTCACGCAGTG
GTGATTCGTITGAGCAACGATGCAGTGGTGTTAAACCACATAAGGTGGTGGAGTGCGTCAC

CysGlnArgGlnLysLysvValThrPheAspArgLeuGlnValLeuAspSerHisTyrGln
CTTGCCAAAGGCAGAAGAAAGTCACATTTGACAGACTGCAAGTTCTGGACAGCCATTACC
GAACGGTTTCCGTCTTCTTTCAGTGTAAACTGTCTGACGTTCAAGACCTGTCGGTRATGG

AspValLeuLysGluValLysAlaAlaAlaSerLysValLysAlaAsnLeuLeuSerVal
AGGACGTACTCAAGGAGGTTAAAGCAGCGGCGTCAAAAGTGAAGGCTAACTTGCTATCCG
TCCTGCATGAGTTCCTCCAATTTCGTCGCCGCAGTTTTCACTTCCGATTGAACGATAGGC

GluGluAlaCysSerLeuThrProProHisSerAlaLysSerLysPheGlyTyrGlyAla
TAGAGGAAGCTTGCAGCCTGACGCCCCCACACTCAGCCAAATCCAAGTTTGGTTATGGGG
ATCTCCTTCGAACGTCGGACTGCGGGGGTGTGAGTCGGTTTAGGTTCAAACCAATACCCC

LysAspValArgCysHisAlaArgLysAlavalThrHisIleAsnSerValTrpLysAsp
CAAAAGACGTCCGTTGCCATGCCAGAAAGGCCGTAACCCACATCAACTCCGTGTGGAAAG
GTTTTCTGCAGGCAACGGTACGGTCTTTCCGGCATTGGGTGTAGTTGAGGCACACCTTTC

LeuLeuGluAspAsnValThrProlleAspThrThrlleMetAlaLysAsnGluValPhe
ACCTTCTGGAAGACAATGTAACACCAATAGACACTACCATCATGGCTAAGAACGAGGTTT
TGGAAGACCTTCTGTTACATTGTGGTTATCTGTGATGGTAGTACCGATTCTTGCTCCAAA

CysValGlnProGluLysGlyGlyArgLysProAlaArgLeulleValPheProAspLeu
TCTGCGTTCAGCCTGAGAAGGGGGGTCGTAAGCCAGCTCGTCTCATCGTGTTCCCCGATC
AGACGCAAGTCGGACTCTTCCCCCCAGCATTCGGTCGAGCAGAGTAGCACAAGGGGCTAG

GlyvValArgvalCysGluLysMetAlaLeuTyrAspValValThrLysLeuProLeuAla
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TGGGCGTGCGCGTGTGCGAAAAGATGGCTTTGTACGACGTGGTTACAAAGCTCCCCTTGG
ACCCGCACGCGCACACGCTTTTCTACCGAAACATGCTGCACCAATGTTTCGAGGGGAACC

ValMetGlySerSerTyrGlyPheGlnTyrSerProGlyGlnArgValGluPheLeuvVal
CCGTGATGGGAAGCTCCTACGGATTCCAATACTCACCAGGACAGCGGGTTGAATTCCTCG
GGCACTACCCTTCGAGGATGCCTAAGGTTATGAGTGGTCCTGTCGCCCAACTTAAGGAGC

GlnAlaTrpLysSerLysLysThrProMetGlyPheSerTyrAspThrArgCysPheAsp
TGCAAGCGTGGAAGTCCAAGAAAACCCCAATGGGGTTCTCGTATGATACCCGCTGCTTTG
ACGTTCGCACCTTCAGGTTCTTTTGGGGTTACCCCAAGAGCATACTATGGGCGACGAAAC

SerThrvalThrGluSerAspIleArgThrGluGluAlaIleTyrGlnCysCysAspLeu
ACTCCACAGTCACTGAGAGCGACATCCGTACGGAGGAGGCAATCTACCAATGTTGTGACC
TGAGGTGTCAGTGACTCTCGCTGTAGGCATGCCTCCTCCGTTAGATGGTTACAACACTGG

AspProGlnAlaArgvValAlaIleLysSerLeuThrGluArgLeuTyrValGlyGlyPro
TCGACCCCCAAGCCCGCGTGGCCATCAAGTCCCTCACCGAGAGGCTTTATGTTGGGGGCC
AGCTGGGGGTTCGGGCGCACCGGTAGTTCAGGGAGTGGCTCTCCGAAATACAACCCCCGG

LeuThrAsnSerArgGlyGluAsnCysGlyTyrArgArgCysArgAlaSerGlyvalLeu
CTCTTACCAATTCAAGGGGGGAGAACTGCGGCTATCGCAGGTGCCGCGCGAGCGGCGTAC
GAGAATGGTTAAGTTCCCCCCTCTTGACGCCGATAGCGTCCACGGCGCGCTCGCCGCATG

ThrThrSerCysGlyAsnThrLeuThrCysTyrIleLysAlaArgAlaAlaCysArgAla
TGACAACTAGCTGTGGTAACACCCTCACTTGCTACATCAAGGCCCGGGCAGCCTGTCGAG
ACTGTTGATCGACACCATTGTGGGAGTGAACGATGTAGTTCCGGGCCCGTCGGACAGCTC

AlaGlyLeuGlnAspCysThrMetLeuValCysGlyAspAspLeuvalvalIleCysGlu
CCGCAGGGCTCCAGGACTGCACCATGCTCGTGTGTGGCGACGACTTAGTCGTTATCTGTG
GGCGTCCCGAGGTCCTGACGTGGTACGAGCACACACCGCTGCTGAATCAGCAATAGACAC

SerAlaGlyvValGlnGluAspAlaAlaSerLeuArgAlaPheThrGluAlaMetThrArg
AAAGCGCGGGGGTCCAGGAGGACGCGGCGAGCCTGAGAGCCTTCACGGAGGCTATGACCA
TTTCGCGCCCCCAGGTCCTCCTGCGCCGCTCGGACTCTCGGAAGTGCCTCCGATACTGGT

TyrSerAlaProProGlyAspProProGlnProGluTyrAspLeuGluleulleThrSer
GGTACTCCGCCCCCCCTGGGGACCCCCCACAACCAGAATACGACTTGGAGCTCATAACAT
CCATGAGGCGGGGGGGACCCCTGGGGGG TG TTGGTCTTATGCTGAACCTCGAGTATTGTA

CysSerSerAsnValSerValAlaHisAspGlyAlaGlyLysArgValTyrTyrLeuThr
CATGCTCCTCCAACGTGTCAGTCGCCCACGACGGCGCTGGAAAGAGGGTCTACTACCTCA
GTACGAGGAGGTTGCACAGTCAGCGGGTGCTGCCGCGACCTTTCTCCCAGATGATGGAGT

ArgAspProThrThrProLeuAlaArgAlaAlaTrpGluThralaArgHisThrProval
CCCGTGACCCTACAACCCCCCTCGCGAGAGCTGCGTGGGAGACAGCAAGACACACTCCAG
GGGCACTGGGATGTTGGGGGGAGCGCTCTCGACGCACCCTCTGTCGTTCTGTGTGAGGTC

AsnSerTrpLeuGlyAsnIleIleMetPheAlaProThrLeuTrpAlaArgMetIleLeu
TCAATTCCTGGCTAGGCAACATAATCATGTTTGCCCCCACACTGTGGGCGAGGATGATAC
AGTTAAGGACCGATCCGTTGTATTAGTACAAACGGGGGTGTGACACCCGCTCCTACTATG

MetThrHisPhePheSerValleulleAlaArgAspGlnLeuGluGlnAlaLeuAspCys
TGATGACCCATTTCTTTAGCGTCCTTATAGCCAGGGACCAGCTTGAACAGGCCCTCGATT
ACTACTGGGTAAAGAAATCGCAGGAATATCGGTCCCTGGTCGAACTTGTCCGGGAGCTAA

GluIleTyrGlyAlaCysTyrSerIleGluProlLeuAspleuProProllelleGlnArg
GCGAGATCTACGGGGCCTGCTACTCCATAGAACCACTTGATCTACCTCCAATCATTCAAA
CGCTCTAGATGCCCCGGACGATGAGGTATCTTGGTGAACTAGATGGAGGTTAGTAAGTTT

Leu
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33. ABRA MAGYARAZAT

Csimpédnz a fert&- A minta idSpontja ALT (alanin amino-

referen- zés ti- (nap) transzferdz szint
ciaszdm pusa (O = az inokulé- a szérumokban
Sorsz 14s napija) (mp/ml)

1 1 NANB 0 9

2 1 NANB - 16 71

3 1 NANB 118 19

4 1 NANB 154 N/A

) 2 NANB 0 5

6 2 NANB 21 52

7 2 NANB 73 13

8 2 NANB 138 N/A

9 3 NANB 0 8

10 3 NANB 43 205

11 3 NANB 53 14

12 } NANB 159 6

13 4 NANB -3 il

14 4 NANB 55 132

15 4 NANB 83 M/A

16 4 NANB 140 N/A

17 5 HAV 0 4

18 5 HAV 25 147

19 5 HAV 40 18
20 5 HAV 269 5
21 6 HAV -8 N/A
22 6 HAV 15 106
23 6 HAV 41 10
24 6 HAV 129 N/A
26 7 HAV 0 7
27 7 HAV 22 83
28 7 HAV 115 S
29 7 HAV 139 N/A
30 8 HAV 0 15
31 ] HAV 26 130

32 8 HAV 74 8

33 8 HAV 205 )

3 9 HBV -290 N/A

35 9 HBV 179 9

36 9 HBV 435 6

37 10 HBV 0 . 8 . .
38 10 HBV 111-118 gylijtemény 96-156 gyljtemény
39 10 HBV 205 9

40 10 HBV 240 13

41 11 HBV 0 . 11 o
42 11 HBV 28-56 gyilijtemény 8-100 gylijtemény
43 11 HBV 169 9

“ 11 HBV 223 10

100
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. 34. ABRA MAGYARAZAT
A beteg refe-

Sorszdm renciaszdma diagnézis ALT szint (mu/ml)
1 1! NANB 1354
2 1l NANB 3l
3 21 NANB 14
4 21 NANB 79
5 21 NANB 26
6 3l NANB 78
7 31 NANB 87
8 3l NANB 25
9 41 NANB 60

10 41 NANB 13
11 51 NANB 298
12 5l NANB 101
13 61 NANB 474
14 61 NANB 318
15 71 NANB 20
16 71 NANB 163
17 gl NANB 44
18 gl NANB S0
19 9 NANB N/A
20 10 NANB N/A
21 11 NANB N/A
23 13 normél N/A
24 14 normal N/A
26 3017% norméal N/A
27 30105 normé&l N/A
28 30072 normél N/A
29 30026 normal N/A
30 30146 normél N/A
31 30250 normal N/A
32 30071 normal N/A
%2 15 akutHAV N/A

16 N/A
35 17 IRUtHAY N/A
36 18 akutHAV N/A
37 48088 akutHAV N/A
38 47288 akutHAV N/A
39 47050 akutHAV N/A
40 46997 akutHAV N/A
41 19 konvaleszcens HBV N/A
42 20 (anti -HBSag+ve; N/A
43 21 anti -HBCag+ve) N/A
44 22 anti -HBSag+ve; N/A
45 23 anti -HBCagtve) N/A
46 24 (anti ~HBSagtve; N/A
47 25 anti ~HBCag+tve) N/A
48 26 anti ~-HBSag+ve; N/A
49 27 anti ~-HBSag+ve) N/A

1Egymés utdn vett szérum mintdkat vizsgdltunk ezekbdl a
betegekbbl
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34-2. ABRA

34-1. ABRA
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35. ABRA
Sphl 12350
Ncol 11806
24
Xbal
10727
Hind3
10413 IR
Pvul
9675 2u

Ecorl 8260
Kpnl 7870

Clal 7774

Pvul 7483
Hpal 7248

E}a!'l
ind3 ?

104

fst1212
< col 439
mal 1113
//////////////// 1nd3 1173
//////// BamhI 1519
T~ SphI 1706
URA3 alI 1795
ux
pAB24
amp
2u ///’ .
2u IR st 4753
Pvul 4879
" corl 5505
Clal 5530
bal 6267 corl S565
ind3 5669
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36-1. ABRA SOD-C100 fiuzids polipeptid COOH-termindlisa
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SoD- COOH] [—adaptor----] [NANBH polipeptid >
AlaCysGlyvValIlleGlyIleAlaGlnAsnLeuGlyIleArgAspAlaHisPheLeuSer
GCTTGTGGTGTAATTGGGATCGCCCAGAATTTGGGAATTCGGGATGCCCACTTTCTATCC
CGAACACCACATTAACCCTAGCGGGTCTTAAACCCTTAAGCCCTACGGGTGAAAGATAGG

PO DDDD DD DD DDDDDDDDD D

GlnThrLysGlnSerGlyGluAsnLeuProTyrLeuvalAlaTyrGlnAlaThrvalCys
CAGACAAAGCAGAGTGGGGAGAACCTTCCTTACCTGGTAGCGTACCAAGCCACCGTGTGC
GTCTGTTTCGTCTCACCCCTCTTGGAAGGAATGGACCATCGCATGGTTCGGTGGCACACG

AlaArgAlaGlnAlaProProProSerTrpAspGlnMetTrpLysCysLeulleArgleu
GCTAGGGCTCAAGCCCCTCCCCCATCGTGGGACCAGATGTGGAAGTGTTTGATTCGCCTC
CGATCCCGAGTTCGGGGAGGGGGTAGCACCCTGGTCTACACCTTCACARACTAAGCGGAG

LysProThrLeuHisGlyProThrProLeuleuTyrArgleuGlyAlavalGlnAsnGlu
AAGCCCACCCTCCATGGGCCAACACCCCTGCTATACAGACTGGGCGCTGTTCAGAATGAA
TTCGGGTGGGAGGTACCCGGTTGTGGGGACGATATGTCTGACCCGCGACAAGTCTTACTT

IleThrLeuThrHisProvalThrLysTyrIleMetThrCysMetSerAlaAspLeuGlu
ATCACCCTGACGCACCCAGTCACCAAATACATCATGACATGCATGTCGGCCGACCTGGAG
TAGTGGGACTGCGTGGGTCAGTGGTTTATGTAGTACTGTACGTACAGCCGGCTGGACCTC

ValvalThrSerThrTrpvValLeuvValGlyGlyVallLeuAlaAlaLeuAlaAlaTyrCys
GTCGTCACGAGCACCTGGGTGCTCGTTGGCGGCGTCCTGGCTGCTTTGGCCGCGTATTGC
CAGCAGTGCTCGTGGACCCACGAGCAACCGCCGCAGGACCGACGAAACCGGCGCATAACG

LeuSerThrGlyCysvalvalllevalGlyArgvalvValleuSerGlyLysProAlalle
CTGTCAACAGGCTGCGTGGTCATAGTGGGCAGGGTCGTCTTGTCCGGGAAGCCGGCAATC
GACAGTTGTCCGACGCACCAGTATCACCCGTCCCAGCAGAACAGGCCCTTCGGCCGTTAG

IleProAspArgGluvalLeuTyrArgGluPheAspGluMetGluGluCysSerGlnHis
ATACCTGACAGGGAAGTCCTCTACCGAGAGTTCGATGAGATGGAAGAGTGCTCTCAGCAC
TATGGACTGTCCCTTCAGGAGATGGCTCTCAAGCTACTCTACCTTCTCACGAGAGTCGTG

LeuProTyrIleGluGlnGlyMetMetleuAlaGluGlnPheLysGlnLysAlaLeuGly
TTACCGTACATCGAGCAAGGGATGATGCTCGCCGAGCAGTTCAAGCAGAAGGCCCTCGGC
AATGGCATGTAGCTCGTTCCCTACTACGAGCGGCTCGTCAAGTTCGTCTTCCGGGAGCCG

LeuLeuGlnThrAlaSerArgGlnAlaGluvValIleAlaProAlavalGlnThrAsnTrp
CTCCTGCAGACCGCGTCCCGTCAGGCAGAGGTTATCGCCCCTGCTGTCCAGACCAACTGG
GAGGACGTCTGGCGCAGGGCAGTCCGTCTCCAATAGCGGGGACGACAGGTCTGGTTGACC

GlnLysLeuGluThrPheTrpAlaLysHisMetTrpAsnPheIleSerGlylleGlnTyr
CAAAAACTCGAGACCTTCTGGGCGAAGCATATGTGGAACTTCATCAGTGGGATACAATAC
GTTTTTGAGCTCTGGAAGACCCGCTTCGTATACACCTTGAAGTAGTCACCCTATGTTATG

LeuAlaGlyLeuSerThrLeuProGlyAsnProAlalleAlaSerLeuMetAlaPheThr
TTGGCGGGCTTGTCAACGCTGCCTGGTAACCCCGCCATTGCTTCATTGATGGCTTTTACA
AACCGCCCGAACAGTTGCGACGGACCATTGGGGCGGTAACGAAGTAACTACCGAAAATGT

AlaAlaValThrSerProlLeuThrThrSerGlnThrLeuLeuPheAsnIleleuGlyGly
GCTGCTGTCACCAGCCCACTAACCACTAGCCAAACCCTCCTCTTCAACATATTGGGGGGG
CGACGACAGTGGTCGGGTGATTGGTGATCGGTTTGGGAGGAGAAGTTGTATAACCCCCCC

TrpValAlaAlaGlnLeuAlaAlaProGlyAlaAlaThrAlaPhevValGlyAlaGlyLeu
TGGGTGGCTGCCCAGCTCGCCGCCCCCGGTGCCGCTACTGCCTTTGTGGGCGCTGGCTTA
ACCCACCGACGGGTCGAGCGGCGGGGGCCACGGCGATGACGGAAACACCCGCGACCGAAT

AlaGlyAlaAlaIleGlySerValGlyLeuGlyLysValleulleAspIleleuAlaGly
GCTGGCGCCGCCATCGGCAGTGTTGGACTGGGGAAGGTCC TCATAGACATCCTITGCAGGG
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CGACCGCGGCGGTAGCCGTCACAACCTGACCCCTTCCAGGAGTATCTGTAGGAACGTCCC

TyrGlyAlaGlyvalAlaGlyAlaLeuValAlaPheLysIleMetSerGlyGluvalPro
TATGGCGCGGGCGTGGCGGGAGCTCTTGTGGCATTCAAGATCATGAGCGGTGAGGTCCCC
ATACCGCGCCCGCACCGCCCTCGAGAACACCGTAAGTTCTAGTACTCGCCACTCCAGGGG

SerThrGluAspleuValAsnLeuLeuProAlallelLeuSerProGlyAlaleuvalval
TCCACGGAGGACCTGGTCAATCTACTGCCCGCCATCCTCTCGCCCGGAGCCCTCGTAGTC
AGGTGCCTCCTGGACCAGTTAGATGACGGGCGGTAGGAGAGCGGGCCTCGGGAGCATCAG

GlyValValesAlaAlaIleLeuArgArgHisValGlyProGlyGluGlyAlavalGln
GGCGTGGTCTGTGCAGCAATACTGCGCCGGCACGTTGGCCCGGGCGAGGGGGCAGTGCAG
CCGCACCAGACACGTCGTTATGACGCGGCCGTGCAACCGGGCCCGCTCCCCCGTCACGTC

CCCLLCCCCCCCCCCCCCCKNANBH] [——— extra
TrpMetAsnArgLeuIleAlaPheAlaSerArgGlyAanisValSerProvalHisHis
TGGATGAACCGGCTGATAGCCTTCGCCTCCCGGGGGAACCATGTTTCCCCAGTCCATCAT
ACCTACTTGGCCGACTATCGGAAGCGGAGGGCCCCCTTGGTACAAAGGGGTCAGGTAGTA

LysArgOP
AAGCGTTGACGCTCCCTACGGGTGGACTGTGGAGAGACAGGGCACTGCTAAGGCCCAAAT
TTCGCAACTGCGAGGGATGCCCACCTGACACCTCTCTGTCCCGTGACGATTCCGGGTTTA

CTCAGCCATGCATCGAGGGGTACAATCCGTATGGCCAACAACTAGCGCGTACGTAAAGTC
GAGTCGGTACGTAGCTCCCCATGTTAGGCATACCGGTTGTTGATCGCGCATGCATTTCAG

TCCTTTCTCGATGGTCCATACCTTAGATGCGTTAGCATTAATCCGAATTC
AGGAAAGAGCTACCAGGTATGGAATCTACGCAATCGTAATTAGGCTTAAG

36-2. ABRA
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37b. ABRA

I 2
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I 2 3 4

A

B

C

40. ABRA
A B C A B C

I
2
3
4

4la. ABRA 41b. ABRA
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ABRA

Homoldégia a 14i. - 39c. koldnok kombindlt ORF-je &ltal kdédolt

HCV_polipeptid és Dengue flavivirus (MNWVD1l) nem-szerkezeti

fehérijéije kozdtt

HCV

MNWVD1

HCV

MNWVD1

HCV

MNWVD1

HCV
MNWVD1

HCV

MNWVD1

HCV

MNWVD1

HCV

MNWVD1

HCV

MNWVDL

HCV

MNWVD1

10 20 30 40 50
EYVVLLFLLLADARVCSCLWMMLIL I SQAEAALENLVILNAASLAGTHGLVSFLVFFCFA

AVSFVTLITGNMSFRDLGRVMVMVGATMTDDIGMGVTYLALLAAFKVRPTFAAGLLLRKL
130 140 150 160 170 180

60 70 80 90 100 110
WYLKGKWVPGAVYTFYGMWPLLLLLLALPQRAYALDTEVAASCGGVVLVGLMALTLSPYY

TSKELMMTTIGIVLLSQSTIPETILELTDALALGMMVLKMVRKMEKYQLAVTIMAILCVP
190 200 210 220 230 240

120 130 140 150 160 170
KRY I SHCLWWLQYFLTRVEAQLHVWI PPLNVRGGRDAVILLMCAVHPTLVFDITKLLLAV
NAVILQNAWKVSCTILAvvsvséiéLiésooxADwxpLALTIKéL&ééAIF-LTTLSRTN
250 260 270 280 290

180 190 200 210 220 230
FGPLWILQASLLKVPYF-VRVQGLLRF-CALARKMIGGHYVQMVI IKLGALTGTYVYNHL
KKRSWPLNEA IMAVGMYS I LASSLLKND L PMTGPLVAGGLLIVCY V-LIGRSADLELERA

300 310 320 330 340 350

240 250 260 270 280 290
TPLRDWAHNGLRDLAVAVEPVVFSQMETKLITWGADTAACGDIINGLPVSARRGREILLG

ADVK WEDQAEISGSSPILSITISB—DGSMSIKNEEEEQTLTILIRTGLLVISG———LFP
360 370 380 390 400 410

300 310 320 330 340 350
PADGMVSKGWRLLAPITAYAQQTRGLLGCIITSLTGRDKNQVEGEVQIVSTAAQTFLATC

VSIPITAAAWYLWEVKKQRAGVLWDVPSPPPVGKAELEDGAYRIKQKGILGYSQIGAGVY
420 430 440 450 460 470

360 370 380 390 400 410

INGVCWTVYHGAGTRTIASPKGPVIQMYTNVDQDLY--—-GWPAPQGSRSLTPCTCGSSD

KEGTFHIVMHVTRGAVLMHKGKR L EP SWADVKKDLVSCGGGWKLEGEWKEGEEVQVLALE
480 490 500 510 520 530

420 430 440 450 460 470
LYLVTRHADVIPVRRRGDSRGSLLSPRPISYLKGSSGGPLLCPAGHAVGIFRAAVCTRGV

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

PGKNPRAVQTKPGLFKTN——AGTIGAVSLDFSPGTSGSPIIDKKGKVVGLYGNGVVTRSG
540 550 560 570 580 590

480 490 500 510 520 530
AKAVDFIPVENLETTMRSPVFTDNSSPPVVPQSFQVAHLHAPTGSGKS—-TKVPAAYAAQ

AYVSAIAQTEK——SIEDNPEIEDDIFRK-——RKLTIHDLHPGAGKTKRYLPAIVRGAIKR
600 610 620 630 640

540 550 560 570 580
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GYKVLVLNPS--VAATLGFGAYMSKAHGIDPNIRTGVRTITTGSPITYSTYGKFLADGGC
CLRTLILAPTRVVAAMEEALRGLP IRYQTPA IRAEHTGREIVDLMCHATFTMRIL-SPV
650 660 670 680 690 700

590 600 610 620 630 640

SGGAYDIIICDECHSTDATSILGIGTVLDQAETAGARLVVLATATPPGSVTVPHPNIEEV
R R R I T I T S ST ST TR B 0 3B 3 v.

RVPNYNLIIMDEAHFTDPASIAARGYISTRVE—MGEAAGIFMTATPPGSRD*PFPQSNAP
710 720 730 740 750 760

650 660 670 680 690 700
ALSTTGEIPFYGKAIPLEVIKGGRHLIFCHSKKKCDELAAKLVALGINAVAYYRGLDVSV

IMDEEREIPERSWSSGHEWVTDFKGKTVWEVPS T KAGNDTAACLRKNGKKVTQLSRKTFD
770 780 790 800 810 820

710 720 730 740 750 760
IPTSGDVVVVATDALMTGYTGDFDSVIDCNTCVTIQTVDFSLDPTFTIETITLPQDAVSRT

SEYVKTRTNDWNFVVTTDISEMGANFKAERVIDPRRCMKPVILTDGEERVILAGPMPVTH
830 840 850 860 870 880

770 780 790 800 810 820
QRRGRTGRGKPGIYRFVAPGERPSGMFDSSVLCECYDAGCAWYELTPAETTVRLRAYMNT

SS

42-2. ABRA
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43, ABRA _
VELETLENSZERG MINTAK ELOSZLASA

C100-3Ag ELISA preklinikai készlet

416 ng Cl00/UREG, 2 GRA 37°C, 20 pl MINTA

637 ¢

n=1056

300 +

250 1

) u

200 ~

150 -

100 1

S0 1

I_ILI_ILIILI?
0 L | L L L L L L L L L

0.1.2.3.4.5.6.7.8.91.0, 1.5 )3.0
OD @ 492nm
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44. ABRA

0.D. értékek eloszldsa véletlenszerlien vett véradsd
mintdkbdl, amelyeket két ELISA 8sszedllitéssal

vizsgaltunk

C100-3Ag ELISA MoAB poliklondlissal szemben

300

250 +

200 +

1350 4

100 +

] MoAB = 1056
B Poli= 1077

- b L o 3 L L LT
T L] 1 v

A 2 3 4 .S 6 7 8 9 1.0 23.0

OD @ 492n
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45.

kbz6s szekvencia

AAGCTTGATCGAATTC

114

ABRA

viltozd szekvencia

CGATCTTGC
CGATCCTGC
CGATCATGC
CGATCGTGC
CGAAGTTGC
CGAAGCTGC

AGATCTTGC
AGATCCTGC
AGATCATGC
AGATCGTGC
AGAAGTTGC
AGAAGCTGC

CGATCTTGT
CGATCCTGT
CGATCATGT
CGATCGTGT
CGAAGTTGT
CGAAGCTGT

AGATCTTGT
AGATCCTGT
AGATCATGT
AGATCGTGT
AGAAGTTGT
AGAAGCTGT

CGCTCTTGC
CGCTCCTGC
CGCTCATGC
CGCTCGTGC
CGCAGTTGC
CGCAGCTGC

CGCTCTTGT
CGCTCCTGT
CGCTCATGT
CGCTCGTGT
CGCAGTTGT
CGCAGCTGT
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46-1. ABRA A k9-1 DNS transzléciéja

1
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GlyCysProGluArgleudlaSerCysArgProLeuThrAspPheAspGlnGlyTrpGly
CAGGCTGTCCTGAGAGGCTAGCCAGCTGCCGACCCCTTACCGATTTTGACCAGGGCTGGG
GTCCGACAGGACTCTCCGATCGGTCGACGGCTGGGGAATGGCTAAAACTGGTCCCGACCC

ProlleSerTyrAlaAsnGlySerGlyProAspGlnArgProTyrCysTrpHisTyrPro
GCCCTATCAGTTATGCCAACGGAAGCGGCCCCGACCAGCGCCCCTACTGCTGGCACTACC
CGGGATAGTCAATACGGTTGCCTTCGCCGGGGCTGGTCGCGGGGATGACGACCGTGATGG

ProLysProCysGlylleValProAlaLysSerValCysGlyProvalTyrCysPheThr
CCCCAAAACCTTGCGGTATTGTGCCCGCGAAGAGTGTGTGTGGTCCGGTATATTGCTTCA
GGGGTTTTGGAACGCCATAACACGGGCGCTTCTCACACACACCAGGCCATATAACGAAGT

ProSerProvalValvValGlyThrThrAspArgSerGlyAlaProThrTyrSerTrpGly
CTCCCAGCCCCGTGGTGGTGGGAACGACCGACAGGTCGGGCGCGCCCACCTACAGCTGGG
GAGGGTCGGGGCACCACCACCCTTGCTGGCTGTCCAGCCCGCGCGGGTGGATGTCGACCC

GluAsnAspThrAspValPheVallLeuAsnAsnThrArgProProLeuGlyAsnTrpPhe
GTGAAAATGATACGGACGTCTTCGTCCTITAACAATACCAGGCCACCGCTGGGCAATTGGT
CACTTTTACTATGCCTGCAGAAGCAGGAATTGTTATGGTCCGGTGGCGACCCGTTAACCA

GlyCysThrTrpMetAsnSerThrGlyPheThrLysValCysGlyAlaProProCysval
TCGGTTGTACCTGGATGAACTCAACTGGATTCACCAAAGTGTGCGGAGCGCCTCCTITGTG
AGCCAACATGGACCTACTTGAGTTGACCTAAGTGGTTTCACACGCCTCGCGGAGGAACAC

IleGlyGlyAlaGlyAsnAsnThrLeuHisCysProThrAspCysPheArgLysHisPro
TCATCGGAGGGGCGGGCAACAACACCCTGCACTGCCCCACTGATTGCTTCCGCAAGCATC
AGTAGCCTCCCCGCCCGTTGTTGTGGGACGTGACGGGGTGACTAACGAAGGCGTTCGTAG

AspAlaThrTyrSerArgCysGlySerGlyProTrplleThrProArgCysLeuvValAsp
CGGACGCCACATACTCTCGGTGCGGCTCCGGTCCCTGGATCACACCCAGGTGCCTGGTCG
GCCTGCGGTGTATGAGAGCCACGCCGAGGCCAGGGACCTAGTGTGGGTCCACGGACCAGC

TyrProTyrArgLeuTrpHisTyrProCysThrileAsnTyrThrIlePheLyslleArg
ACTACCCGTATAGGCTTTGGCATTATCCTTGTACCATCAACTACACTATATTTAAAATCA
TGATGGGCATATCCGAAACCGTAATAGGAACATGGTAGTTGATGTGATATAAATTTTAGT

GGATGTACGTGGGAGGGGTCGAGCACAGGCTGGAAGCTGCCTGCAACTGGACGCGGGGCG
CCTACATGCACCCTCCCCAGCTCGTGTCCGACCTTCGACGGACGTTGACCTGCGCCCCGC

ArgCysAspLeuGluAspArgAspArgSerGluLeuSerProLeuLeuLeuThrThrThr
AACGTTGCGATCTGGAAGATAGGGACAGGTCCGAGCTCAGCCCGTTACTGCTGACCACTA
TTGCAACGCTAGACCTTCTATCCCTGTCCAGGCTCGAGTCGGGCAATGACGACTGGTGAT

GlnTrpGlnValLeuProCysSerPheThrThrLeuProAlaleuSerThrGlyLeulle
CACAGTGGCAGGTCCTCCCGTGTTCCTTCACAACCCTGCCAGCCTTGTCCACCGGCCTCA
GTGTCACCGTCCAGGAGGGCACAAGGAAGTGTTGGGACGGTCGGAACAGGTGGCCGGAGT

————— dtfedés a 12f.-15e.DNS-ek kombindlt ORF-jével----
HisLeuHisGlnAsnIleValAspValGlnTyrLeuTyrGlyvalGlySerSerIleAla

TCCACCTCCACCAGAACATTGTGGACGTGCAGTACTTGTACGGGGTGGGGTCAAGCATCG

AGGTGGAGGTGGTCTTGTAACACCTGCACGTCATGAACATGCCCCACCCCAGTTCGTAGC

SerTrpAlalleLysTrpGluTyrvalValLeuLeuPheLeuLeuleuAlaAspAlaArg
CGTCCTGGGCCATTAAGTGGGAGTACGTCGTCCTCCTIGTTCCTTCTGCTTGCAGACGCGC
GCAGGACCCGGTAATTCACCCTCATGCAGCAGGAGGACAAGGAAGACGAACGTCTGCGCG
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ValCysSerCysLeuTrpMetMetLeuLeulleSerGlnAlaGluAlaAlaLeuGluAsn
GCGTCTGCTCCTGCTTGTGGATGATGCTACTCATATCCCAAGCGGAAGCGGCTTTGGAGA
CGCAGACGAGGACGAACACCTACTACGATGAGTATAGGGTTCGCCTTCGCCGAAACCTCT

LeuValIlleleuAsnAlaAlaSerLeuAlaGlyThrHisGlyLeuvalSerPheLeuvVal
ACCTCGTAATACTTAATGCAGCATCCCTGGCCGGGACGCACGGTCTTGTATCCTTCCTCG
TGGAGCATTATGAATTACGTCGTAGGGACCGGCCCTGCGTGCCAGAACATAGGAAGGAGC

PhePheCysPheAlaTrpTyrLeulLysGlyLysTrpValProGlyAlavalTyrThrPhe
TGTTCTTCTGCTTTGCATGGTATCTGAAGGGTAAGTGGGTGCCCGGAGCGGTCTACACCT
ACAAGAAGACGAAACGTACCATAGACTTCCCATTCACCCACGGGCCTCGCCAGATGTGGA

TyrGlyMetTrpProLeuLeuleuleulLeulLeuAlaleuProGlnArgAlaTyrAlaLeu
TCTACGGGATGTGGCCTCTCCTCCTGCTCCTGTTGGCGTTGCCCCAGCGGGCGTACGCGC
AGATGCCCTACACCGGAGAGGAGGACGAGGACAACCGCAACGGGGTCGCCCGCATGCGCG

AspThrGluvalAlaAlaSerCysGlyGlyValvalleuvalGlyLeuMetAlaLeuThr
TGGACACGGAGGTGGCCGCGTCGTGTGGCGGIGTTGTTCTCGTCGGGTTGATGGCGCTAA
ACCTGTGCCTCCACCGGCGCAGCACACCGCCACAACAAGAGCAGCCCAACTACCGCGATT

- ——— s o o o i i e ot

LeuSerProTyrTyrLysArgTyrlleSerTrpCysLeuTrpTrpleuGlnTyrPheleu
CTCTGTCACCATATTACAAGCGCTATATCAGCTGGTGCTTGTGGTGGCTTCAGTATTTTC
GAGACAGTGGTATAATGTTCGCGATATAGTCGACCACGAACACCACCGAAGTCATAAAAG

ThrArgvValGluAlaGlnLeuHisValTrpIlleProProLeuAsnValArgGlyGlyArg
TGACCAGAGTGGAAGCGCAACTGCACGTGTGGATTCCCCCCCTCAACGTCCGAGGGGGGC
ACTGGTCTCACCTTCGCGTTGACGTGCACACCTAAGGGGGGGAGTTGCAGGCTCCCCLCG

AspAlaValIleLeuLeuMetCysAlaValHisProThrLéuValPheAspIleThrLys
GCGACGCTIGTCATCTTACTCATGTGTGCTGTACACCCGACTCTGGTATTTGACATCACCA
CGCTGCGACAGTAGAATGAGTACACACGACATGTGGGCTGAGACCATAAACTGTAGTGGT

—— .y -

LeuLeulLeuAlaValPheGlyProLeuTrpIleLeuGlnAla
AATTGCTGCTGGCCGTCTTCGGACCCCTTTGGATTCTTCAAGCCAG
TTAACGACGACCGGCAGAAGCCTGGGGAAACCTAAGAAGTTCGGTC

46-2. ABRA
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47-1. ABRA A k9-1.-15e. DNS-ek kombindlt ORF-je

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

GlyCysProGluArgLeuAlaSerCysArgProLeuThrAspPheAspGlnGlyTrpGly
CAGGCTGTICCTGAGAGGCTAGCCAGCTGCCGACCCCTTACCGATTTTGACCAGGGCTGGG
GTCCGACAGGACTCTCCGATCGGTCGACGGCTGGGGAATGGCTAAAACTGGTCCCGACCC

ProIleSerTyrAlaAsnGlySerGlyProAspGlnArgProTerysTrpHisTerro
GCCCTATCAGTTATGCCAACGGAAGCGGCCCCGACCAGCGCCCCTACTGCTGGCACTACC
CGGGATAGTCAATACGGTTGCCTTCGCCGGGGCTGGTCGCGGGGATGACGACCGTGATGG

ProLysProCysGlyIleValProAlaLysSerValesGlyProValTerysPheThr
CCCCAAAACCTTGCGGTATTGTGCCCGCGAAGAGTGTGTGTGGTCCGGTATATTGCTTCA
GGGGTTTTGGAACGCCATAACACGGGCGCTTCTCACACACACCAGGCCATATAACGAAGT

ProserProValValValGlyThrThrAspArgSerGlyAlaProThrTyrSerTrpGly
CTCCCAGCCCCGTGGTGGTGGGAACGACCGACAGGTCGGGCGCGCCCACCTACAGCTGGG
GAGGGTCGGGGCACCACCACCCTTGCTGGCTGTCCAGCCCGCGCGGGTGGATGTCGACCC

GluAsnAspThrAspValPheValLeuAsnAsnThrArgProProLeuGlyAsnTerhe
GTGAAAATGATACGGACGTCTTCGTCCTTAACAATACCAGGCCACCGCTGGGCAATTGGT
CACTTTTACTATGCCTGCAGAAGCAGGAATTGTTATGGTCCGGTGGCGACCCGTTAACCA

GlyCysThrTrpMetAsnSerThrG1yPheThrLysValesGlyAlaProProCysVal
TCGGTTGTACCTGGATGAACTCAACTGGATTCACCAAAGTGTGCGGAGCGCCTCCTTGTG
AGCCAACATGGACCTACTTGAGTTGACCTAAGTGGTTTCACACGCCTCGCGGAGGAACAC

IleGlyGlyAlaGlyAsnAsnThrLeuHisCysProThrAsprsPheArgLysHisPro
TCATCGGAGGGGCGGGCAACAACACCCTGCACTGCCCCACTGATTGCTTCCGCARGCATC
AGTAGCCTCCCCGCCCGTTGTTGTGGGACGTGACGGGGTGACTAACGAAGGCGTTCGTAG

AspAlaThrTyrSerArgCysGlySerGlyProTrpIleThrProArgCysLeuValAsp
CGGACGCCACATACTCTCGGTGCGGCTCCGGTCCCTGGATCACACCCAGGTGCCTGGTCG
GCCTGCGGTGTATGAGAGCCACGCCGAGGCCAGGGACCTAGTGTGGGTCCACGGACCAGC

TyrProTyrArgLeuTrpHisTyrProCysThrileAsnTyrThrIlePheLysIleArg
ACTACCCGTATAGGCTTTGGCATTATCCTTGTACCATCAACTACACCATATTITAAAATCA
TGATGGGCATATCCGAAACCGTAATAGGAACATGGTAGTTGATGTGGTATAAATTTTAGT

MetTyrvValGlyGlyValGluHisArgLeuGluAlaAlaCysAsnTrpThrArgGlyGlu
GGATGTACGTGGGAGGGGTCGAACACAGGCTGGAAGCTGCCTGCAACTGGACGCGGGGCG
CCTACATGCACCCTCCCCAGCTTGTGTCCGACCTTCGACGGACGTTGACCTGCGCCCCGC

ArgCysAspLeuGluAspArgAspArgSerGlulLeuSerProleuleuleuThrThrThr
AACGTTGCGATCTGGAAGACAGGGACAGGTCCGAGCTCAGCCCGTTACTGCTGACCACTA
TTGCAACGCTAGACCTTCTGTCCCTGTCCAGGCTCGAGTCGGGCAATGACGACTGGTGAT

GlnTrpGanalLeuProCysSerPheThrThrLeuProAlaLeuSerThrGlyLeuIle
CACAGTGGCAGGTCCTCCCGTGTTCCTTCACAACCCTACCAGCCTTGTCCACCGGCCTCA
GTGTCACCGTCCAGGAGGGCACAAGGAAGTGTTGGGATGGTCGGAACAGGTGGCCGGAGT

HisLeuHisGlnAsnIleValAspvalGlnTyrLeuTyrGlyValGlySerSerIleAla
TCCACCTCCACCAGAACATTGTGGACGTGCAGTACTTGTACGGGGTGGGGTCAAGCATCG
AGGTGGAGGTGGTCTTGTAACACCTGCACGTCATGAACATGCCCCACCCCAGTTCGTAGC

SerTrpAlaIleLysTrpGluTeralValLeuLeuPheLeuLeuLeuAlaAspAlaArg
CGTCCTGGGCCATTAAGTGGGAGTACGTCGTTCTCCTGTTCCTTCTGCTTGCAGACGCGC
GCAGGACCCGGTAATTCACCCTCATGCAGCAAGAGGACAAGGAAGACGAACGTCTIGCGCG

ValesSerCysLeuTrpMetMetLeuLeuIleSerGlnAlaGluAlaAlaLeuGluAsn
GCGTCTGCTCCTGCTTGTGGATGATGCTACTCATATCCCAAGCGGAGGCGGCTTTGGAGA
CGCAGACGAGGACGAACACCTACTACGATGAGTATAGGGTTCGCCTCCGCCGAAACCTCT

LeuvValIleLeuAsnAlaAlaSerLeuAlaGlyThrHisGlyLeuvalSerPheLeuval

ACCTCGTAATACTTAATGCAGCATCCCTGGCCGGGACGCACGGTCTTGTATCCTTCCTCG
TCGAGCATTATGAATTACGTCGTAGGGACCGGCCCTGCGTGCCAGAACATAGGAAGGAGC
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PhePheCysPhealaTrpTyrLeuLysGlyLysTrpValProGlyAlavalTyrThrPhe
TGTTCTTCTGCTTTGCATGGTATTTGAAGGGTAAGTGGGTGCCCGGAGCGGTCTACACCT
ACAAGAAGACGAAACGTACCATAAACTTCCCATTCACCCACGGGCCTCGCCAGATGTGGA

TyrGlyMetTrpProLeuleuleuleuLeuleuAlaleuProGlnArgAlaTyrAlaleu
TCTACGGGATGTGGCCTCTCCTCCTGCTCCTGTTGGCGTTGCCCCAGCGGGCGTACGCGC
AGATGCCCTACACCGGAGAGGAGGACGAGGACAACCGCAACGGGGTCGCCCGCATGCGCG

AspThrGluvalAlaAlaSerCysGlyGlyvalvalleuvalGlyLeuMetAlaLeuThr
TGGACACGGAGGTGGCCGCGTCGTGTGGCGGTGTTGTTCTCGTCGGGTTGATGGCGCTGA
ACCTGTGCCTCCACCGGCGCAGCACACCGCCACAACAAGAGCAGCCCAACTACCGCGACT

LeuSerProTyrTyrLysArgTyrIleSerTrpCysLeuTrpTrpLeuGlnTyrPheleu
CTCTGTCACCATATTACAAGCGCTATATCAGCTGGTGCTTGTGGTGGCTTCAGTATTTTC
GAGACAGTGGTATAATGTTCGCGATATAGTCGACCACGAACACCACCGAAGTCATAAAAG

ThrArgValGluAlaGlnlLeuHisValTrpIleProProLeuAsnValArgGlyGlyArg
TGACCAGAGTGGAAGCGCAACTGCACGTGTGGATTCCCCCCCTCAACGTCCGAGGGGGGC
ACTGGTCTCACCTTCGCGTTGACGTGCACACCTAAGGGGGGGAGTTGCAGGCTCCCCCCG

AspAlavVallleleuleuMetCysAlaValHisProThrLeuValPheAspIleThrLys
GCGACGCCGTCATCTTACTCATGTGTGCTGTACACCCGACTCTGGTATTTGACATCACCA
CGCTGCGGCAGTAGAATGAGTACACACGACATGTGGGCTGAGACCATAAACTGTAGTGGT

LeuLeulLeuAlaValPheGlyProLeuTrplleleuGlnAlaSerLeulLeuLysValPro
AATTGCTGCIGGCCGTCTTCGGACCCCTTTGGATTCTTCAAGCCAGTTTGCTTAAAGTAC
TTAACGACGACCGGCAGAAGCCTGGGGAAACCTAAGAAGTTCGGTCAAACGAATTTCATG

TyrPhevValArgvalGlnGlyLeuleuArgPheCysAlaLeuAlaArgLysMetIleGly
CCTACTTTGTGCGCGTCCAAGGCCTTCTCCGGTTCTGCGCGTTAGCGCGGAAGATGATCG
GGATGAAACACGCGCAGGTTCCGGAAGAGGCCAAGACGCGCAATCGCGCCTTCTACTAGC

GlyHisTyrValGlnMetValIleIleLysLeuGlyAlaLeuThrGlyThrTyrValTyr
GAGGCCATTACGTGCAAATGGTCATCATTAAGTTAGGGGCGCTTACTGGCACCTATGTTT
CTCCGGTAATGCACGTTTACCAGTAGTAATTCAATCCCCGCGAATGACCGTGGATACAAA

AsnHisLeuThrProLeuArgAspTrpAlaHisAsnGlyLeuArgAspLeuAlavValAla
ATAACCATCTCACTCCTCTTCGGGACTGGGCGCACAACGGCTTGCGAGATCTGGCCGTGG
TATTGGTAGAGTGAGGAGAAGCCCTGACCCGCGTGTTGCCGAACGCTCTAGACCGGCACC

ValGluProvalvalPheSerGlnMetGluThrLysLeulleThrTrpGlyAlaAspThr
CTGTAGAGCCAGTCGTCTTCTCCCAAATGGAGACCAAGCTCATCACGTGGGGGGCAGATA
GACATCTCGGTCAGCAGAAGAGGGTTTACCTCTGGTTCGAGTAGTGCACCCCCCGTCTAT

AlaAlaCysGlyAspIlelleAsnGlyLeuProvValSerAlaArgArgGlyArgGlulle
CCGCCGCGTGCGGTGACATCATCAACGGCTTGCCTGTTTCCGCCCGCAGGGGCCGGGAGA
GGCGGCGCACGCCACTGTAGTAGTTGCCGAACGGACAAAGGCGGGCGTCCCCGGCCCTCT

LeuLeuGlyProAlaAspGlyMetValSerLysGlyTrpArgLeuleuAlaProlleThr
TACTGCTCGGGCCAGCCGATGGAATGGTCTCCAAGGGGTGGAGGTTGCTGGCGCCCATCA
ATGACCAGCCCGGTCGGCTACCTTACCAGAGGTTCCCCACCTCCAACGACCGCGGGTAGT

AlaTyrAlaGlnGlnThrArgGlyLeuLeuGlyCysIleIleThrSerLeuThrGlyArg
CGGCGTACGCCCAGCAGACAAGGGGCCTCCTAGGGTGCATAATCACCAGCCTAACTGGCC
GCCGCATGCGGGTCGTCTGTTCCCCGGAGGATCCCACGTATTAGTGGTCGGATTGACCGG

AspLysAsnGlnValGluGlyGluvValGlnIlevValSerThrAlaAlaGlnThrPheLeu
GGGACAAAAACCAAGTGGAGGGTGAGGTCCAGATTGTGTCAACTGCTGCCCAAACCTTCC
CCCTGTTTTTIGGTTCACCTCCCACTCCAGG TCTAACACAGTTGACGACGGGTTTGGAAGG

AlaThrCysIleAsnGlyValCysTrpThrValTyrHisGlyAlaGlyThrArgThrlile
TGGCAACGTGCATCAATGGGGTGTGCTGGACTGTCTACCACGGGGCCGGAACGAGGACCA
ACCGTTGCACGTAGTTACCCCACACGACCTGACAGATGGTGCCCCGGCCTTGCTCCTGGT

AlaSerProLysGlyProvVallleGlnMetTyrThrasnValAspGlnAspLeuvValGly
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TCGCGTCACCCAAGGGTCCIGTCATCCAGATGTATACCAATGTAGACCAAGACCTTGTGG
AGCGCAGTGGGTTCCCAGGACAGTAGGTCTACATATGGTTACATCTGGTTCTGGAACACC

TrpPrcAlaProGlnGlySerArgSerLeuThrProCysThrCysGlySerSerAspLeu
GCTGGCCCGCTCCGCAAGGTAGCCGCTCATTGACACCCTGCACTTGCGGCTCCTCGGACC
CGACCGGGCGAGGCGTTCCATCGGCGAGTAACTGTGGGACGTGAACGCCGAGGAGCCTGG

TyrLeuValThrArgHisAlaAspVallleProValArgArgArgGlyAspSerArgGly
TTTACCTGGTCACGAGGCACGCCGATGTCATTCCCGTGCGCCGGCGGGGTGATAGCAGGG
AAATGGACCAGTGCTCCGTGCGGCTACAGTAAGGGCACGCGGCCGCCCCACTATCGTCCC

SerLeuleuSerProArgProlleSerTyrLeulysGlySerSerGlyGlyProLeulLeu
GCAGCCTGCTGTCGCCCCGGCCCATTTCCTACTTGAAAGGCTCCTCGGGGGGTCCGCTGT
CGTCGGACGACAGCGGGGCCGGGTAAAGGATGAACTTTCCGAGGAGCCCCCCAGGCGACA

CysProAlaGlyHisAlavValGlyIlePheArgAlaAlavalCysThrArgGlyvalala
TGTGCCCCGCGGGGCACGCCGTGGGCATATTTAGGGCCGCGGTGTGCACCCGTGGAGTGG
ACACGGGGCGCCCCGTGCGGCACCCGTATAAATCCCGGCGCCACACGTGGGCACCTCACC

LysAlaValAspPhelleProvValGluAsnLeuGluThrThrMetArgSerProvalPhe
CTAAGGCGGTGGACTTTATCCCTGTGGAGAACCTAGAGACAACCATGAGGTCCCCGGTGT
GATTCCGCCACCTGAAATAGGGACACCTCTTGGATCTCTGTTGGTACTCCAGGGGCCACA

ThrAspAsnSerSerProProvalvValProGlnSerPheGlnvValAlaHisLeuHisAla
TCACGGATAACTCCTCTCCACCAGTAGTGCCCCAGAGCTTCCAGGTGGCTCACCTCCATG
AGTGCCTATTGAGGAGAGGTGGTCATCACGGGGTCTCGAAGGTCCACCGAGTGGAGGTAC

ProThrGlySerGlyLysSerThrLysValProAlaAlaTyrAlaAlaGlnGlyTyrLys
CTCCCACAGGCAGCGGCAAAAGCACCAAGGTCCCGGCTGCATATGCAGCTCAGGGCTATA
GAGGGTGTCCGTCGCCGTTTTCGTGGTTCCAGGGCCGACGTATACGTCGAGTCCCGATAT

ValLeuValLeuAsnProSerValAlaAlaThrLeuGlyPheGlyAlaTyrMetSerLys
AGGTGCTAGTACTCAACCCCTCTGTTGCTGCAACACTGGGCTTTGGTGCTTACATGTCCA
TCCACGATCATGAGTTGGGGAGACAACGACGTTGTGACCCGAAACCACGAATGTACAGGT

AlaHisGlyIleAspProAsnlIleArgThrGlyValArgThrileThrThrGlySerPro
AGGCTCATGGGATCGATCCTAACATCAGGACCGGGGTGAGAACAATTACCACTGGCAGCC
TCCGAGTACCCTAGCTAGGATTGTAGTCCTGGCCCCACTCTTIGTTAATGGTGACCGTCGG

IleThrTyrSerThrTyrGlyLysPheLeuAlaAspGlyGlyCysSerGlyGlyAlaTyr
CCATCACGTACTCCACCTACGGCAAGTTCCTTGCCGACGGCGGGTGCTCGGGGGGCGCTT
GGTAGTGCATGAGGTGGATGCCGTTCAAGGAACGGCTGCCGCCCACGAGCCCCCCGCGAA

AspllellelleCysAspGluCysHisSerThrAspAlaThrSerIleLeuGlyIleGly
ATGACATAATAATTTGTGACGAGTGCCACTCCACGGATGCCACATCCATCTTGGGCATCG
TACTGTATTATTAAACACTGCTCACGGTGAGGTGCCTACGGTGTAGGTAGAACCCGTAGC

ThrValLeuAspGlnAlaGluThrAlaGlyAlaArgLeuValvValLeuAlaThrAlaThr
GCACTGTCCTTGACCAAGCAGAGACTGCGGGGGCGAGACTGGTTGTGCTCGCCACCGCCA
CGTGACAGGAACTGGTTCGTCTCTGACGCCCCCGCTCTGACCAACACGAGCGGTGGCGGT

ProProGlySerValThrValProHisProAsnIleGluGluValAlal.euSerThrThr
CCCCTCCGGGCTCCGTCACTGTGCCCCATCCCAACATCGAGGAGGTTGCTCTGTCCACCA
GGGGAGGCCCGAGGCAGTGACACGGGGTAGGGTTGTAGCTCCTCCAACGAGACAGGTGGT

GlyGlulleProPheTyrGlyLysAlalleProLeuGluValIleLysGlyGlyArgHis
CCGGAGAGATCCCTTTTTACGGCAAGGCTATCCCCCTCGAAGTAATCAAGGGGGGGAGAC
GGCCTCTCTAGGGAAAARATGCCGTTCCGATAGGGGGAGCTTCATTAGTTCCCCCCCTCTG

LeullePheCysHisSerLysLysLysCysAspGluLeuAlaAlaLysLeuValAlaleu
ATCTCATCTTCTGTCATTCAAAGAAGAAGTGCGACGAACTCGCCGCAAAGCTGGTCGCAT
TAGAGTAGAAGACAGTAAGTTTCTTCTTCACGCTGCTTGAGCGGCGTTTCGACCAGCGTA

GlyIleAsnAlaValAlaTyrTyrArgGlylLeuAspValSerVallleProTh-SerGly

TGGGCATCAATGCCGTGGCCTACTACCGCGGTCTTGACGTGTCCGTCATCCCGAC ZAGCG
ACCCGTAGTTACGGCACCGGATGATGGCGCCAGAACTGCACAGGCAGTAGGGCTGGTCGC
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AspValValvalvalAlaThrAspAlaLeuMetThrGlyTyrThrGlyAspPheAspSer
GCGATGTTGTCGTCGTGGCAACCGATGCCCTCATGACCGGCTATACCGGCGACTTCGACT
CGCTACAACAGCAGCACCGTTGGCTACGGGAGTACTGGCCGATATGGCCGCTGAAGCTGA

ValIleAspCysAsnThrCysValThrGlnThrValAspPheSerLeuAspProThrPhe
CGGTGATAGACTGCAATACGTGTGTCACCCAGACAGTCGATTTCAGCCTTGACCCTACCT
GCCACTATCTGACGTTATGCACACAGTGGGTCTGTCAGCTAAAGTCGGAACTGGGATGGA

ThrIleGluThrIleThrlLeuProGlnAspAlavalSerArgThrGlnArgArgGlyArg
TCACCATTGAGACAATCACGCTCCCCCAGGATGCTGTCTCCCGCACTCAACGTCGGGGCA
AGTGGTAACTCTGTTAGTGCGAGGGGGTCCTACGACAGAGGGCGTGAGTTGCAGCCCCGT

ThrGlyArgGlyLysProGlyIleTyrArgPhevValAlaProGlyGluArgProSerGly
GGACTGGCAGGGGGAAGCCAGGCATCTACAGATTTGTGGCACCGGGGGAGCGCCCCTCCG
CCTGACCGTCCCCCTTCGGTCCGTAGATGTCTAAACACCGTGGCCCCCTCGCGGGGAGGC

MetPheAspSerServValLeuCysGluCysTyrAspAlaGlyCysAlaTrpTyrGluleu
GCATGTTCGACTCGTCCGTCCTCTGTGAGTGCTATGACGCAGGCTGTGCTTGGTATGAGC
CGTACAAGCTGAGCAGGCAGGAGACACTCACGATACTGCGTCCGACACGAACCATACTCG

ThrProAlaGluThrThrvValArgLeuArgAlaTyrMetAsnThrProGlyLeuProval
TCACGCCCGCCGAGACTACAGTTAGGCTACGAGCGTACATGAACACCCCGGGGCTTCCCG
AGTGCGGGCGGCTCTGATGTCAATCCGATGCTCGCATGTACTTGTGGGGCCCCGAAGGGC

CysGlnAspHisLeuGluPheTrpGluGlyValPheThrGlyLeuThrHisIleAspAla
TGTGCCAGGACCATCTTGAATTTTGGGAGGGCGTCTTTACAGGCCTCACTCATATAGATG
ACACGGTCCTGGTAGAACTTAAAACCCTCCCGCAGAAATGTCCGGAGTGAGTATATCTAC

HisPheLeuSerGlnThrLysGlnSerGlyGluAsnLeuProTyrLeuValAlaTyrGln
CCCACTTTCTATCCCAGACAAAGCAGAGTGGGGAGAACCTTCCTTACCTGGTAGCGTACC
GGGTGAAAGATAGGGTCTGTTTCGTCTCACCCCTCTTGGAAGGAATGGACCATCGCATGG

AlaThrValCysAlaArgAlaGlnAlaProProProSerTrpAspGlnMetTrpLysCys
AAGCCACCGTGTGCGCTAGGGCTCAAGCCCCTCCCCCATCGTGGGACCAGATGTGGAAGT
TTCGGTGGCACACGCGATCCCGAGTTCGGGGAGGGGGTAGCACCCTGGTCTACACCTTCA

LeulleArgLeulysProThrLeuHisGlyProThrProLeulLeuTyrArglLeuGlyala
GTTTGATTCGCCTCAAGCCCACCCTCCATGGGCCAACACCCCTGCTATACAGACTGGGCG
CAAACTAAGCGGAGTTCGGGTGGGAGGTACCCGGTTGTGGGGACGATATGTCTGACCCGC

ValGlnAsnGluIleThrLeuThrHisProvalThrLysTyrIleMetThrCysMetSer
CTGTTCAGAATGAAATCACCCTGACGCACCCAGTCACCAAATACATCATGACATGCATGT
GACAAGTCTTACTTTAGTGGGACTGCGTGGGTCAGTGGTTTATGTAGTACTGTACGTACA

AlaAspLeuGluValvValThrSerThrTrpVallLeuValGlyGlyValLeuAlaAlaleu
CGGCCGACCTGGAGGTCGTCACGAGCACCTGGGTGCTCGTTGGCGGCGTCCTGGCTIGCTT
GCCGGCTGGACCTCCAGCAGTGCTCGTGGACCCACGAGCAACCGCCGCAGGACCGACGAA

AlaAlaTyrCysLeuSerThrGlyCysvValvalIlevalGlyArgvValvalLeuSerGly
TGGCCGCGTATTGCCTGTCAACAGGCTGCGTGGTCATAGTGGGCAGGGTCGTCTTGTCCG
ACCGGCGCATAACGGACAGTTGTCCGACGCACCAGTATCACCCGTCCCAGCAGAACAGGC

LysProAlalleIleProAspArgGluvalLeuTyrArgGluPheAspGluMetGluGlu
GGAAGCCGGCAATCATACCTGACAGGGAAGTCCTCTACCGAGAGTTCGATGAGATGGAAG
CCTTCGGCCGTTAGTATGGACTGTCCCTTCAGGAGATGGCTCTCAAGCTACTCTACCTTC

CysSerGlnHisLeuProTyrIleGluGlnGlyMetMetLeuAlaGluGlnPheLysGln
AGTGCTCTCAGCACTTACCGTACATCGAGCAAGGGATGATGCTCGCCGAGCAGTTCAAGC
TCACGAGAGTCGTGAATGGCATGTAGCTCGTTCCCTACTACGAGCGGCTCGTCAAGTTCG

LysAlaleuGlyLeuLeuGlnThrAlaSerArgGlnAlaGluvValIleAlaProAlaval
AGAAGGCCCTCGGCCTCCTGCAGACCGCGTCCCGTCAGGCAGAGGTTATCGCCCCTGCTG
TCTTCCGGGAGCCGGAGGACGTCTGGCGCAGGGCAGTCCGTCTCCAATAGCGGGGACGAL

GlnThrAsnTrpGlnLysLeuGluThrPheTrpAlaLysHisMetTrpAsnPhelleSer

47-4. &bra

120



3901

3961

4021

4081

4141

4201

4261

4321

4381

4441

4501

4561

4621

4681

4741

4801

4861

HU 216017 B
Int. C1.6: C 12N 15/51

TCCAGACCAACTGGCAAAAACTCGAGACCTTCTGGGCGAAGCATATGTGGAACTTCATCA
AGGTCTIGGT1GACCGTTTTTGAGCTCTGGAAGACCCGCTTCGTATACACCTTGAAGTAGT

GlyIleGlnTyrLeuAlaGlyLeuSerThrLeuProGlyAsnProAlalleAlaSerLeu
GTGGGATACAATACTTGGCGGGCTTGTCAACGCTGCCTGGTAACCCCGCCATTGCTTCAT
CACCCTATGTTATGAACCGCCCGAACAGTTGCGACGGACCATTGGGGCGGTAACGAAGTA

MetAlaPheThrAlaAlaValThrSerProleuThrThrSerGlnThrLeuleuPheAsn
TGATGGCTTTTACAGCTGCTGTCACCAGCCCACTAACCACTAGCCAAACCCTCCTCTTCA
ACTACCGAAAATGTCGACGACAGTGGTCGGGTGATTGGTGATCGGTTTGGGAGGAGAAGT

IleLeuGlyGlyTrpValAlaAlaGlnLeuAlaAlaProGlyAlaAlaThrAlaPheVal
ACATATTGGGGGGGTGGGTGGCTGCCCAGCTCGCCGCCCCCGGTGCCGCTACTGCCTTTG
TGTATAACCCCCCCACCCACCGACGGGTCGAGCGGCGGGGGCCACGGCGATGACGGAAAC

GlyAlaGlyLeuAlaGlyAlaAlaIleGlySerValGlylLeuGlyLysValLeulleAsp
TGGGCGCTGGCTTAGCTGGCGCCGCCATCGGCAGTGTTGGACTGGGGAAGGTCCTCATAG
ACCCGCGACCGAATCGACCGCGGCGGTAGCCGTCACAACCTGACCCCTTCCAGGAGTATC

IleLeuAlaGlyTyrGlyAlaGlyvalAlaGlyAlaLeuValAlaPheLysIleMetSer
ACATCCTTGCAGGGTATGGCGCGGGCGTGGCGGGAGCTCTTIGTGGCATTCAAGATCATGA
TGTAGGAACGTCCCATACCGCGCCCGCACCGCCCTCGAGAACACCGTAAGTTCTAGTACT

GlyGluValProSerThrGluAspLeuvValAsnLeuLeuProAlalleleuSerProGly
GCGGTGAGGTCCCCTCCACGGAGGACCTGGTCAATCTACTGCCCGCCATCCTCTCGCCCG
CGCCACTCCAGGGGAGGTGCCTCCTGGACCAGTTAGATGACGGGCGGTAGGAGAGCGGGC

AlaLeuvValvValGlyValvalCysAlaAlaIleLeuArgArgHisvalGlyProGlyGlu
GAGCCCTCGTAGTCGGCGTGGTCTGTGCAGCAATACTGCGCCGGCACGTTGGCCCGGGCG
CTCGGGAGCATCAGCCGCACCAGACACGTCGTTATGACGCGGCCGTGCAACCGGGCCCGL

GlyAlavalGlnTrpMetAsnArgLeulleAlaPheAlaSerArgGlyAsnHisValSer
AGGGGGCAGTGCAGTGGATGAACCGGCTGATAGCCTTCGCCTCCCGGGGGAACCATGTTT
TCCCCCGTCACGTCACCTACTTGGCCGACTATCGGAAGCGGAGGGCCCCCTTGGTACAAA

ProThrHisTyrvalProGluSerAspAlaAlaAlaArgValThrAlaIleLeuSerSer
CCCCCACGCACTACGTGCCGGAGAGCGATGCAGCTGCCCGCGTCACTGCCATACTCAGCA
GGGGGTGCGTGATGCACGGCCTCTCGCTACGTCGACGGGCGCAGTGACGGTATGAGTCGT

LeuThrValThrGlnLeuLeuArgArgLeuHisGlnTrpIlleSerSerGluCysThrThr
GCCTCACTGTAACCCAGCTCCTGAGGCGACTGCACCAGTGGATAAGCTCGGAGTGTACCA
CGGAGTGACATTGGGTCGAGGACTCCGCTGACGTGGTCACCTATTCGAGCCTCACATGGT

ProCysSerGlySerTrpLeuArgAspIleTrpAspTrplleCysGluvalLeuSerasp
CTCCATGCTCCGGTTCCTGGCTAAGGGACATCTGGGACTGGATATGCGAGGTGTTGAGCG
GAGGTACGAGGCCAAGGACCGATTCCCTGTAGACCCTGACCTATACGCTCCACAACTCGC

PheLysThrTrpLeuLysAlalysLeuMetProGlnLeuProGlyIleProPhevValSer
ACTTTAAGACCTGGCTAAAAGCTAAGCTCATGCCACAGCTGCCTGGGATCCCCTTTGTGT
TGAAATTCTGGACCGATTTTCGATTICGAGTACGGTGTCGACGGACCCTAGGGGAAACACA

CysGlnArgGlyTyrLysGlyValTrpArgValAspGlyIleMetHisThrArgCysHis
CCTGCCAGCGCGGGTATAAGGGGGTCTGGCGAGTGGACGGCATCATGCACACTCGCTGCC
GGACGGTCGCGCCCATATTCCCCCAGACCGCTCACCTGCCGTAGTACGTGTGAGCGACGG

CysGlyAlaGluIleThrGlyHisValLysAsnGlyThrMetArgIlevalGlyProarg
ACTGTGGAGCTGAGATCACTGGACATGTCAAAAACGGGACGATGAGGATCGTCGGTCCTA
TGACACCTCGACTCTAGTGACCTGTACAGTTTTTGCCCTGCTACTCCTAGCAGCCAGGAT

ThrCysArgAsnMetTrpSerGlyThrPheProIleAsnAlaTyrThrThrGlyProCys
GGACCTGCAGGAACATGTGGAGTGGGACCTTCCCCATTAATGCCTACACCACGGGCCCCT
CCTGGACGTCCTTGTACACCTCACCCTGGAAGGGGTAATTACGGATGTGGTGCCCGGGGA

ThrProLeuProAlaProAsnTyrThrPheAlaLeuTrpArgvValSeralaGluGluTyr

GTACCCCCCTTCCTGCGCCGAACTACACGTTCGCGCTATGGAGGGTGTCTGCAGAGGAAT
CATGGGGGGAAGGACGCGGCTTGATGTGCAAGCGCGATACCTCCCACAGACGTCTCCTTA
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valGlulIleArgGlnValGlyAspPheHisTyrValThrGlyMetThrThrAspAsnLeu
ATGTGGAGATAAGGCAGGTGGGGGACTTCCACTACGTGACGGGTATGACTACTGACAATC
TACACCTCTATTCCGTCCACCCCCTGAAGGTGATGCACTGCCCATACTIGATGACTGTTAG

LysCysProCysGlnvalProSerProGluPhePheThrGlulLeuAspGlyValArgLeu
TCAAATGCCCGTGCCAGGTCCCATCGCCCGAATTTTTCACAGAATTGGACGGGGTGCGCC
AGTTTACGGGCACGGTCCAGGGTAGCGGGCTTAAAAAGTGTCTTAACCTGCCCCACGCGG

HisArgPheAlaProProCysLysProLeulLeuArgGluGluvalSerPheArgvValGly
TACATAGGTTTGCGCCCCCCTGCAAGCCCTTGCTGCGGGAGGAGGTATCATTCAGAGTAG
ATGTATCCAAACGCGGGGGGACGTTCGGGAACGACGCCCTCCTCCATAGTAAGTCTCATC

LeuHisGluTyrProvalGlySerGlnLeuProCysGluProGluProAspValAlaval
GACTCCACGAATACCCGGTAGGGTCGCAATTACCTTGCGAGCCCGAACCGGACGTGGCCG
CTGAGGTGCTTATGGGCCATCCCAGCGTTAATGGAACGCTCGGGCTTGGCCTGCACCGGC

LeuThrSerMetLeuThrAspProSerHisIleThrAlaGluAlaAlaGlyArgArgLeu
TGTTGACGTCCATGCTCACTGATCCCTCCCATATAACAGCAGAGGCGGCCGGGCGAAGGT
ACAACTGCAGGTACGAGTGACTAGGGAGGGTATATTGTCGTCTCCGCCGGCCCGCTTCCA

AlaArgGlySerProProServValAlaSerSerSerAlaSerGlnLeuSerAlaProSer
TGGCGAGGGGATCACCCCCCTCTGTGGCCAGCTCCTCGGCTAGCCAGCTATCCGCTCCAT
ACCGCTCCCCTAGTGGGGGGAGACACCGGTCGAGGAGCCGATCGGTCGATAGGCGAGGTA

LeuLysAlaThrCysThrAlaAsnHisAspSerProAspAlaGluLeulleGluAlaAsn
CTCTCAAGGCAACTTGCACCGCTAACCATGACTCCCCTGATGCTGAGCTCATAGAGGCCA
GAGAGTTCCGTTGAACGTGGCGATTGGTACTGAGGGGACTACGACTCGAGTATCTCCGGT

LeuLeuTrpArgGlnGluMetGlyGlyAsnIleThrArgvValGluSerGluAsnLysVal
ACCTCCTATGGAGGCAGGAGATGGGCGGCAACATCACCAGGGTTGAGTCAGAAAACAAAG
TGGAGGATACCTCCGTCCTCTACCCGCCGTTGTAGTGGTCCCAACTCAGTCTTTTGTTTC

ValIleLeuAspSerPheAspProLeuValAlaGluGluAspGluArgGluIleServal
TGGTGATTCTGGACTCCTTCGATCCGCTTGIGGCGGAGGAGGACGAGCGGGAGATCTCCG
ACCACTAAGACCTGAGGAAGCTAGGCGAACACCGCCTCCTCCTGCTCGCCCTCTAGAGGC

ProAlaGlulleLeuArglLysSerArgArgPheAlaGlnAlaLeuProvValTrpAlaArg
TACCCGCAGAAATCCTGCGGAAGTCTCGGAGATTCGCCCAGGCCCTGCCCGTTTGGGCGC
ATGGGCGTCTTTAGGACGCCTTCAGAGCCTCTAAGCGGGTCCGGGACGGGCAAACCCGCG

ProAspTyrAsnProProLeuvValGluThrTrpLysLysProAspTyrGluProProval
GGCCGGACTATAACCCCCCGCTAGTGGAGACGTGGAAAAAGCCCGACTACGAACCACCTG
CCGGCCTGATATTGGGGGGCGATCACCTCTGCACCTTTTTCGGGCTGATGCTTGGTGGAC

ValHisGlyCysProLeuProProProLysSerProProvalProProProArgLysLys
TGGTCCATGGCTGTCCGCTTCCACCTCCAAAGTCCCCTCCTGTGCCTCCGCCTCGGAAGA
ACCAGGTACCGACAGGCGAAGGTGGAGGTTTCAGGGGAGGACACGGAGGCGGAGCCTTCT

ArgThrvalvValLeuThrGluSerThrLeuSerThrAlaleuAlaGluLeuAlaThrArg
AGCGGACGGTGGTCCTCACTGAATCAACCCTATCTACTGCCTTGGCCGAGCTCGCCACCA
TCGCCTGCCACCAGGAGTGACTTAGTTGGGATAGATGACGGAACCGGCTCGAGCGGTGGT

SerPheGlySerSerSerThrSerGlyIleThrGlyAspAsnThrThrThrSerSerGlu
GAAGCTTTGGCAGCTCCTCAACTTCCGGCATTACGGGCGACAATACGACAACATCCTCTG
CTTCGAAACCGTCGAGGAGTTGAAGGCCGTAATGCCCGCTGTTATGCTGTTGTAGGAGAC

ProAlaProSerGlyCysProProAspSerAspAlaGluSerTyrSerSerMetProPro
AGCCCGCCCCTTCTGGCTGCCCCCCCGACTCCGACGCTGAGTCCTATTCCTCCATGCCCC
TCGGGCGGGGAAGACCGACGGGGGGGCTGAGGCTGCGACTCAGGATAAGGAGGTACGGGG

LeuGluGlyGluProGlyAspProAspLeuSerAspGlySerTrpSerThrValSerSer
CCCTGGAGGGGGAGCCTGGGGATCCGGATC TTAGCGACGGGTCATGGTCAACGGTCAGTA
GGGACCTCCCCCTCGGACCCCTAGGCCTAGAATCGCTGCCCAGTACCAGTTGCCAGTCAT

GluAlaAsnAlaGluAspValValCysCysSerMetSerTyrSerTrpThrGlyAlaLeu
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GTGAGGCCAACGCGGAGGATGTCGTGTGCTGCTCAATGTCTTACTCTTGGACAGGCGCAC
CACTCCGGTTGCGCCTCCTACAGCACACGACGAGTTACAGAATGAGAACCTGTCCGCGTG

ValThrProCysAlaAlaGluGluGlnLysLeuProlleAsnAlaLeuSerAsnSerLeu
TCGTCACCCCGTGCGCCGCGGAAGAACAGAAACTGCCCATCAATGCACTAAGCAACTICGT
AGCAGTGGGGCACGCGGCGCCTTCTTGTCTTTGACGGGTAGTTACGTGATTCGTTGAGCA

LeuArgHisHisAsnLeuValTyrSerThrThrSerArgSerAlaCysGlnArgGlnLys
TGCTACGTCACCACAATTTGGTGTATTCCACCACCTCACGCAGTGCTTGCCAAAGGCAGA
ACGATGCAGTGGTGTTAAACCACATAAGGTGGTGGAGTGCGTCACGAACGGTTTCCGTCT

LysValThrPheAspArgleuGlnVallLeuAspSerHisTyrGlnAspValLeulLysGlu
AGAAAGTCACATTTGACAGACTGCAAGTTCTGGACAGCCATTACCAGGACGTACTCAAGG
TCTTTCAGTGTAAACTGTCTGACGTTCAAGACCTGTCGGTAATGGTCCTGCATGAGTTCC

ValLysAlaAlaAlaSerLysVallysAlaAsnLeuLeuSerValGluGluAlaCysSer
AGGTTAAAGCAGCGGCGTCAAAAGTGAAGGCTAACTTGCTATCCGTAGAGGAAGCTTGCA
TCCAATTTCGTCGCCGCAGTTTTCACTTCCGATTGAACGATAGGCATCTCCTTCGAACGT

LeuThrProProHisSeralaLysSerLysPheGlyTyrGlyAlaLysAspValArgCys
GCCTGACGCCCCCACACTCAGCCAAATCCAAGTTTGGTTATGGGGCAAAAGACGTCCGTT
CGGACTGCGGGGGTGTGAGTCGGTTTAGGTTCAAACCAATACCCCGTTTTCTGCAGGCAA

HisAlaArglLysAlavalThrHisIleAsnSerValTrpLysAspLeulLeuGluAspAsn
GCCATGCCAGAAAGGCCGTAACCCACATCAACTCCGTGTGGAAAGACCTTCTGGAAGACA
CGGTACGGTCTTTCCGGCATTGGGTGTAGTTGAGGCACACCTTTCTGGAAGACCTTCTGT

ValThrProIleAspThrThrileMetAlaLysAsnGluValPheCysvalGlnProGlu
ATGTAACACCAATAGACACTACCATCATGGCTAAGAACGAGGTTTTCTGCGTTCAGCCTG
TACATTGTGGTTATCIGTGATGGTAGTACCGATTCTTGCTCCAAAAGACGCAAGTCGGAC

LysGlyGlyArgLysProAlaArgleullevValPheProAspLeuGlyvalArgvValCys
AGAAGGGGGGTCGTAAGCCAGCTCGTCTCATCGTGTTCCCCGATCTGGGCGTGCGCGTGT
TCTTCCCCCCAGCATTCGGTCGAGCAGAGTAGCACAAGGGGCTAGACCCGCACGCGCACA

GluLysMetAlalLeuTyrAspValValThrLysLeuProLeuAlavalMetGlySerSer
GCGAAAAGATGGCTTTGTACGACGTGGTTACAAAGCTCCCCTTGGCCGTGATGGGAAGCT
CGCTTTTCTACCGAAACATGCTGCACCAATGTTTCGAGGGGAACCGGCACTACCCTTCGA

TyrGlyPheGlnTyrSerProGlyGlnArgvalGluPheLeuvalGlnAlaTrpLysSer
CCTACGGATTCCAATACTCACCAGGACAGCGGGTTGAATTCCTCGTGCAAGCGTGGAAGT
GGATGCCTAAGGTTATGAGTGGTCCTGTCGCCCAACTTAAGGAGCACGTTCGCACCTTCA

LysLysThrProMetGlyPheSerTyrAspThrArgCysPheAspSerThrvalThrGlu
CCAAGAAAACCCCAATGGGGTTCTCGTATGATACCCGCTGCTTTGACTCCACAGTCACTG
GGTTCTTTTGGGGTTACCCCAAGAGCATACTATGGGCGACGAAACTGAGGTGTCAGTGAC

SerAspIleArgThrGluGluAlaIleTyrGlnCysCysAspLeuAspProGlnAlaArg
AGAGCGACATCCGTACGGAGGAGGCAATCTACCAATGTTGTGACCTCGACCCCCAAGCCC
TCTCGCTGTAGGCATGCCTCCTCCGTTAGATGGTTACAACACTGGAGCTGGGGGTTCGGG

ValAlaIleLysSerLeuThrGluArgLeuTyrValGlyGlyProLeuThrAsnSeraArg
GCGTGGCCATCAAGTCCCTCACCGAGAGGCTTTATGTTGGGGGCCCTCTTACCAATTCAA
CGCACCGGTAGTTCAGGGAGTGGCTCTCCGAAATACAACCCCCGGGAGAATGGTTAAGTT

GlyGluAsnCysGlyTyrArgArgCysArgAlaSerGlyvalLeuThrThrSerCysGly
GGGGGGAGAACTGCGGCTATCGCAGGTGCCGCGCGAGCGGCGTACTGACAACTAGCTGTG
CCCCCCTCTTGACGCCGATAGCGTCCACGGCGCGCTCGCCGCATGACTGTTGATCGACAC

AsnThrLeuThrCysTyrIleLysAlaArgAlaAlaCysArgAlaAlaGlyLeuGlnAsp
GTAACACCCTCACTTGCTACATCAAGGCCCGGGCAGCCTGTCGAGCCGCAGGGCTCCAGG
CATTGTGGGAGTGAACGATGTAGTTCCGGGCCCGTCGGACAGCTCGGCGTCCCGAGGTCC

CysThrMetLeuValCysGlyAspAspLeuValValIleCysGluSerAlaGlyvalGln

ACTGCACCATGCTCGTGTGTGGCGACGACTTAGTCGTTATCTGTGAAAGCGCGGGGGTCC
TGACGTGGTACGAGCACACACCGCTGCTGAATCAGCAATAGACACTTTCGCGCCCCCAGG
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GluAspAlaAlaSerLeuArgAlaPheThrGluAlaMetThrArgTyrSerAlaProPro
AGGAGGACGCGGCGAGCCTGAGAGCCTTCACGGAGGCTATGACCAGGTACTCCGCCCCCC
TCCTCCTGCGCCGCTCGGACTCTCGGAAGTGCCTCCGATACTGGTCCATGAGGCGGGGGG

GlyAspProProGlnProGluTyrAspLeuGlulLeulleThrSerCysSerSerAsnvVal
CTGGGGACCCCCCACAACCAGAATACGACTTGGAGCTCATAACATCATGCTCCTCCAACG
GACCCCTGGGGGGTGTTGGTCTTATGCTGAACCTCGAGTATTGTAGTACGAGGAGGTTGC

SerValAlaHisAspGlyAlaGlyLysArgValTyrTyrLeuThrArgAspProThrThr
TGTCAGTCGCCCACGACGGCGCTGGAAAGAGGGTCTACTACCTCACCCGTGACCCTACAA
ACAGTICAGCGGGTGCTGCCGCGACCTTTCTCCCAGATGATGGAGTGGGCACTGGGATGTT

ProLeuAlaArgAlaAlaTrpGluThrAlaArgHisThrProvalAsnSerTrpLeuGly
CCCCCCTCGCGAGAGCTGCGTGGGAGACAGCAAGACACACTCCAGTCAATTCCTGGCTAG
GGGGGGAGCGCTCTCGACGCACCCTCTGTCGTTCTGTGTGAGGTCAGTTAAGGACCGATC

AsnlleIleMetPheAlaProThrLeuTrpAlaArgMetIlelLeuMetThrHisPhePhe
GCAACATAATCATGTTTGCCCCCACACTGTGGGCGAGGATGATACTGATGACCCATTTCT
CGTTGTATTAGTACAAACGGGGGTGTGACACCCGCTCCTACTATGACTACTGGGTAAAGA

SerValleulleAlaArgAspGlnLeuGluGlnAlaleuAspCysGlulleTyrGlyAla
TTAGCGTCCTTATAGCCAGGGACCAGCTTGAACAGGCCCTCGATTGCGAGATCTACGGGS
AATCGCAGGAATATCGGTCCCTGGTCGAACTTGTCCGGGAGCTAACGCTCTAGATGCCCC

CysTyrSerlleGluProLeuAspLeuProProllelIleGlnArgLleu
CCTGCTACTCCATAGAACCACTTGATCTACCTCCAATCATTCAAAGACTC
GGACGATGAGGTATCTTGGTGAACTAGATGGAGGTTAGTAAGTTTCTGAG
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