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Yerfahren zur Untersuchung und Beurteilung von Virusenzymen im HTS

Offenbart werden Zellkultursysteme zur Untersuchung der Aktivitit der viralen
Proteasen NS2/3 und NS3/4A des Hepatitis C Virus (HCV) und zur Identifizierung
von Substanzen im Hochdurchsatzscreening (HTS), welche die Aktivitit der
Proteasen modulieren. Das System ist modular anfgebaut und bietet daher die Mog-
lichkeit, sowohl eine ,,cis* als auch eine ,,trans“-Spaltungsaktivitit je nach Protease-

typ und Aufbau zu untersuchen.

Virale Infektionen, beispielsweise verursacht durch das Human Immunodeficiency
Virus (HIV), das Hepatitis C Virus (HCV), das Human Cytomegalie Virus (HCMV)
und die damit verbundenen Erkrankungen wie AIDS, Hepatitis, Leberzirrhose,
Retinitis und Erblindung, Pneumonie, multiples Organversagen, stellen fiir die
Gesundheit der Weltbevolkerung ein sehr groBes Problem dar. So sind z.B. iiber 100
Millionen Menschen weltweit mit dem Hepatitis C Virus infiziert, wobei ein hoher
Prozentsatz der infizierten Personen eine chronische Leberinfektion entwickelt und
an den Folgen der Erkrankung wie Leberzirthose, hepatozelluldres Karzinom
verstirbt [Zein, N. (2000)]. Die Suche nach neuen antiviralen Wirkstoffen gestaltet
sich aufgrund der hohen Pathogenitit und Komplexitit der Erreger als sehr
schwierig. In vielen F dllen ist eine schnelle Identifizierung von Wirksubstanzen nicht
moglich, da eine Untersuchung der Vermehrung der Viren im ,,Hoch Durchsatz
Screening® (High Throughput Screening, HTS) aus sicherheitstechnischen Er-
wigungen - Erfordernis des L2 oder L3 Standards der Laboratoriumssicherheit- oder
experimentellen Griinden nicht méglich ist. So gibt es z.B. zum derzeitigen Zeitpunkt
kein verldssliches Zellkultursystem, in welchem die Vermehrung des HCV Virus
nachgestellt werden kann. Eine Méglichkeit, diese Probleme zu umgehen, besteht
darin, die einzelnen enzymatischen Vorginge wie beispielsweise die DNS-Ver-
mehrung, die Proteinspaltung, die Virusbildung separat zu betrachten und getrennt
von einander zu untersuchen. Neben den viralen Polymerasen nehmen bei der

Virusvermehrung auch virale Proteasen wie beispielsweise HCV NS2/NS3, NS3,
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NS3/4A eine Schliisselrolle ein, da sie fiir die virale Replikation essentiell sind und
eine hohe virusabhingige Speziﬁ;c'eit aufweisen. Virale Proteasen bilden somit einen
interessanten Angriffspunkt fiir die Entwicklung antiviraler Wirkstoffe [Wang et al.,
(2000)].

Das HCV Virus ist ein umbhiilltes positiv-Strang RNS-Virus, das zur Familie der
Flaviviren gehort. Das RNA Genom hat eine GrofBe von ca. 9500 Ribonukleotiden
und kodiert fiir ein einzelnes Polyprotein mit ca. 3000 Aminosduren, das in vivo
durch zelluldre und virale Proteasen in 10 einzelne Proteine gespalten wird. Dabei
unterscheidet man zwischen den Strukturproteinen (C, E1, E2, P7) und den Nicht-
strukturproteinen (NS2, NS3, NS4a, NS4b, NS5a, NS5b). Die Strukturproteine,
welche durch Spaltung von zelluldren Proteasen aus dem Polyprotein hervorgehen,
bilden die spitere Hiille des Virus. Die Nicht - Strukturproteine, welche die Ver-
mehrung der viralen DNS katalysieren, werden hingegen durch die zwei viralen
Proteasen NS2/3 und NS3/4A gespalten. Dabei kommt es in einem ersten Schritt
durch die Metalloprotease NS2/NS3 zu einer autokatalytischen Spaltung zwischen
den beiden Proteinen NS2 und NS3 (,,cis“-Spaltung I). In einem weiteren Schritt
spaltet sich die nun aminoterminal freiliegende Protease NS3 (Serinprotease) von
dem Protein NS4a ab (,,cis“- Spaltung II ). Nachfolgend bildet die Protease NS3 mit
dem kleinen NS4a Protein einen Komplex und katalysiert die Spaltung zwischen den
restlichen Nicht - Strukturproteinen (,,trans“-Spaltung III zwischen NS4a/NS4b,
NS4b/NS5a und NS5a/NS5b) [Ubersicht siehe Bartenschlager, (1999)].

Die zentrale Stellung der Proteasen NS2 und NS3 bzw. NS3/4A im Verlaufe der
HCYV Virusreplikation macht diese zu einem sehr interessanten Angriffspunkt auf der
Suche nach Aktivititsmodulatoren, die therapeutisch eingesetzt werden kénnten.
Allerdings ist, wie bereits erwihnt, kein zelluldres Vermehrungsmodell verfiigbar,
das im Hochdurchsatzverfahren einzusetzen ist, und auch biochemische in vitro

Assays brachten bisher keinen Erfolg.



10

15

20

25

30

WO 2004/013349 PCT/EP2003/007680

-3

Obwohl bereits eine Vielzahl an Systemen zur Untersuchung der HCV Proteasen
beschrieben sind, weisen diese jedoch verschiedene Limitationen auf, die einen
Einsatz im Hochdurchsatzverfahren nicht erméglichen bzw. aus wissenschaftlichen

Griinden nicht fiir sinnvoll erachten lassen.

Ein System zur Messung der NS3/4A Proteaseaktivitit unter Verwendung des viralen
Sindbis Replikationssystems wird von Cho, Y.G. et al., (1997) beschrieben. Dabei
wird ein Hybridkonstrukt, bestehend aus der HCV Protease NS3/4A, der NS4a/4b
Spaltstelle und dem Sindbis Core Protein in Zellen eingebracht. Die Bildung von
Sindbis Viruspartikeln ist somit von der Spaltung der NS4a/4b Schnittstelle und der
Freisetzung des core-Proteins abhéngig. Ein sehr groBer Nachteil dieses Systems ist,
dass die Proteaseaktivitat indirekt iiber den zytopathischen Effekt der entstehenden
rekombinanten Sindbis Viren gemessen werden muss, der eine lingere Inkuba-
tionszeit voraussetzt, dessen Quantifizierung schwierig ist und der im Hochdurch-
satzverfahren nur schwer gemessen werden kann. Des weiteren bietet dieses
komplexe System eine Vielzahl von Angriffspunkten fiir unspezifische, d.h. nicht
proteaseabhingige Inhibitoren, da auch Wirksubstanzen, die unabhiéingig von der
Proteasefunktion die Virusbildung verhindern, als potentielle Wirksubstanzen
auftreten wiirden. Dadurch wird die Zahl der genauer zu untersuchenden Substanzen
stark erhSht, was wiederum eine zeit- und kostenaufwindige Nachtestung der
Substanzen erforderlich machte. AuBerdem ist eine Messung der NS2/3 Protease-

aktivitit in diesem System nicht méglich.

Des weiteren beschreiben Cho, Y.G. et al., (1998) einen Proteaseassay unter Ver-
wendung eines Expressionsvektors, bestehend aus der NS3/4A Protease und der
NS4a/4b Schnittstelle fusioniert an das Secreted Alkaline Phosphatase (SEAP ) Gen.
Bringt man dieses Konstrukt in eukaryontische Zellen ein, kommt es durch die
NS3/4A  vermittelte Spaltung der NS4a/4b Schnittstelle zur Freisetzung der
alkalischen Phosphatase, die in den Uberstand sezerniert wird und gemessen werden
kann. Ein groBer Nachteil dieses Systems liegt darin, dass die Menge an freigesetzter

Phosphatase linear proportional der Menge exprimierter und gespaltener Fusions-
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proteine ist und somit das Signal keine Verstirkung erfihrt und zu gering fiir eine
Messung im Hochdurchsatzverfahren ist. Aulerdem bietet der notwendige zellulire
Export der Phosphate und die damit verbundenen involvierten zelluldren Vorginge
neben der Transkription und Translation einen weiteren Angriffspunkt fiir unspezi-
fische Inhibitoren, was eine aufwendige Nachtestung erforderlich macht. Auch in
diesem Fall ist eine Messung der NS2/3 Proteaseaktivitit nicht méglich.

Ein System, in welchem verschiedene Proteasekonstrukte und entsprechend zu
spaltende Zielkonstrukte tiber rekombinate Baculoviren in Insektenzellen eingebracht
werden und die Spaltungsprodukte immunologisch im ,,Westernblot* nachgewiesen
werden kénnen beschreiben Overton, H. et al., (1995). Zum einen hat dieses Ver-
fahren den Nachteil, dass die Proteasereaktion in Insektenzellen und nicht in Sduge-
tierzellen nachgestellt wird und somit mégliche wichtige zellulire Faktoren nicht
beriicksichtigt werden, zum anderen ist die Nachweismethode nicht fiir ein Hoch-

durchsatzscreening (HTS-Screening) geeignet.

Hirowatari, Y. et al. (1995) entwickelten eine Methode, bei der zwei Expressions-
konstrukte in Sdugetierzellen eingebracht werden. Das eine Konstrukt beinhaltet - in
Kombination mit dem DHFR Gen - das NS2/3 Proteasegen bzw. Fragmente davon,
an das iiber die NS5a/5b Schnittstellensequenz der Transaktivator Tax (HTLV-1)
fusioniert ist. Das zweite Konstrukt enthilt ein Reportergen (Cat), welches iiber einen
Tax abhingigen Promotor reguliert wird. In vivo fiihrt die Spaltung der NS5a/5b
Schnittstelle durch die N'S2 oder NS3 Protease zur Freisetzung des Transkriptions-
faktors Tax, der dann die Expression des Reporters hervorrufen kann. Ein groBer
Nachteil dieses Systems liegt darin, dass nicht zwischen der Aktivitit der NS2 und
NS3 Protease zu unterscheiden ist . Dariiber hinaus wird in diesem System bei der
Untersuchung der NS3 Aktivitit nicht die modulatorische Funktion des NS3
Protease-Kofaktors NS4a beriicksichtigt, da er in diesem System nicht vorhanden ist
und somit wirksame Inhibitoren der NS3/4A vermittelten Transspaltung nicht identi-

fiziert werden kénnen.
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In WO 98/00548 wird die Generierung von hybriden Picornaviren, deren Replikation
abhingig von der Proteaseaktivitit von NS3 ist, offenbart. Da die NS3 Aktivitit
indirekt iiber die Anzahl gebildeter Viren mittels eines zelluldren Plaque-Assays

quantifiziert wird, ist auch dieses System nicht im HTS-Verfahren durchfiihrbar.

Mit einem System der Firma Agouron Pharma (WO 00/08469) wird die Aktivitét der
NS3 Protease iiber die Sekretion der sekretorischen alkalischen Phosphatase nachge-
wiesen. Auch hier ist nachteilig, dass beispielsweise intrazelluléire Transportvorginge
neben der Transkription und Translation einen weiteren Angriffspunkt fiir
unspezifische Inhibitoren darstellen, was eine aufwendige Nachtestung zur Aus-

sonderung unspezifischer Ergebnisse erforderlich macht.

Die gleichen Nachteile weist auch das System der Firma Vertex auf (US 5861267),
welches die Proteaseaktivitit von NS3 durch Korrelation mit der Menge von
sezerniertem IL-1 quantifiziert. Ein Nachteil dieses Systems ist, dass nur die Protease
NS3 nicht aber NS2/3 bzw. NS3/4A nachgewiesen werden kénnen. Zudem ist die
Menge des sezernierten IL-1 Proteins linear proportional zur Proteaseaktivitit, so
dass keine fiir die Durchfithrung im HTS-Verfahren ausreichende Verstiarkung erzielt

wird.

Die Schrift WO 00/66623 offenbart ein zelluldres Surrogatsystem bestehend aus
einem chimiren Protein zwischen NS3-NS4a-NS4b-NS5a-NS5b und einem tetra-
zyclinabhingigen Transkriptionsfaktor, der nach einer NS3 abh#ngigen Spaltung
freigesetzt wird und die Expression eines Reporters in den Zellen bewirkt. Auch hier
ist ein Nachweis der NS2/3 Proteasereaktion nicht mdglich. Aulerdem ist durch
Zugabe von Tetrazyclin eine zusétzliche Substanz in dem System, welche die

Ergebnisse verfilschen kann.

Die aufgefiihrten Beispiele zeigen die Grenzen der gegenwirtig verfligbaren Systeme
und verdeutlichen den Bedarf fiir die Entwicklung solcher neuen Systeme, die es
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erméglichen, eine groBe Anzahl chemischer und biologischer Substanzen auf ihre

Aktivitit an HCV Proteasen zu untersuchen.

Es besteht deshalb dringender Bedarf, zellulire Systeme zu entwickeln, die die
Untersuchung der Proteasen in ihrem biologischen Umfeld — beispielsweise in
Hepatozyten oder Hepatomazellen — ermdglichen, um so den Einfluss zelluldrer
Faktoren zu beriicksichtigen, und die es gleichzeitig erlauben, die verschiedenen
Proteaseaktivititen - NS2/3 und NS3/4A - separat zu betrachten, um aufgrund der
verschiedenen enzymatischen Kinetiken der Proteasereaktionen und deren Charakte-
risierung etwaige Wirksubstanzen einfacher und schneller auffinden zu kdnnen.
Weiter miissen solche neuen Systeme in ihrer Durchfiihrung und Auswertung
einfach, schnell und sicher — also unter S1/L1 Bedingungen durchfiihrbar - sein, um
ihre Durchfiihrung im Hochdurchsatzverfahren zu ermdglichen.

Die vorliegende Anmeldung betrifft zellulire Systeme, die es moglich machen, die
Wirksamkeit chemischer Substanzen auf die verschiedenen HCV Proteasen separat,
schnell und einfach, entsprechend den vorstehend genannten Anforderungen im

Hochdurchsatzverfahren, zu untersuchen.

Ein Ansatzpunkt bei der Entwicklung der nachfolgend beschriebenen Systeme
griindet auf der Uberlegung, dass transkriptionelle Regulatoren - transkriptionelle
Regulatoren der Erfindung sind Nukleinsiuresequenzen, die fiir Proteine kodieren,
die die Expression eines Reportergens regulieren, also die Expression eines
Reportergens erhdhen oder erniedrigen - nur dann ihrer natiirlichen Funktion nach-
kommen koénnen, wenn sie betreffend ihre DNA bindende und regulatorische
Domine funktional sind und im richtigen Zellkompartiment, bei Eukaryonten also
dem Zellkern, lokalisiert sind. Die enzymatische Wirkweise von Proteasen bietet die
Moglichkeit, sowohl die Funktionalitit als auch die Lokalisation von Zielproteinen
zu modulieren. Ebenso wie bei den Transkriptionsfaktoren ist auch die Funktion und
Aktivitit der viralen Proteasen von deren zelluldirer Lokalisation abhingig, da

weitere, beispielsweise gewebsspezifische co-Faktoren, die Reaktion modulieren.
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Die nachfolgenden Systeme beriicksichtigen die spezifischen Eigenheiten der ver-
schiedenen Proteasen und erméglichen, den nativen Prozess, der wihrend der viralen

Replikation abliuft, so nah wie moglich nachzustellen.

Dazu werden zwei Nachweissysteme erstellt, die in Abhingigkeit der Protease-
aktivitit einen funktionalen Transkriptionsregulator ausbilden. Funktionale Trans-
kriptionsregulatoren der Erfindung sind regulatorisch wirkende Proteine oder
Nukleinsduren, die im Zellkern lokalisiert sind und tiber die Bindung an ein
Reportergen die Expression dieses Reportergens modulieren. Es wird ein Expres-
sionskonstrukt kloniert, das fiir ein Fusionsprotein kodiert, welches sich aus
mindestens drei regulatorischen Komponenten - den Modulen I-III - zusammensetzt.
Modul I der Erfindung bewirkt die Delokalisation des Transkriptionsregulators, es ist
das Transkriptionsfaktor - inhibitorische Modul. Modul II der Erfindung ist eine
proteasespezifische trans-spaltende Schnittstelle oder eine cis-spaltende funktionale
Protease. Modul III der Erfindung ist ein Transkriptionsregulator, der die Expression

des Reportergens moduliert .

Der Begriff modulieren, wie er in diesem Zusammenhang gebraucht wird, bezieht
sich auf das Herbeifithren einer Anderung der Aktivitit, der physikochemischen
Eigenschaften oder der funktionellen biologischen, enzymatischen, immunolo-
gischen, regulatorischen Wirkung eines Proteins. Modulation kann herbeigefiihrt
werden durch Einwirkung auf das Protein oder durch Einwirkung auf die das Protein
kodierenden Nukleinsduren. Modulation kann die funktionelle Aktivitat eines
Proteins erhéhen oder erniedrigen und seine physikochemischen Eigenschaften wie
beispielsweise die Bindungsstirke gegeniiber anderen Proteinen, Nukleinsduren und

anderen Substanzen, verdndern.

Wesentlich fiir das Erreichen der fiir das erfindungsgeméBe Verfahren typischen
Nachweisempfindlichkeit ist, dass durch die richtige Auswahl der fir Modul I
geeigneten Bausteine eine Delokalisation des Moduls III in den Zellkern nur nach

spezifischer Aktivierung — der Spaltung von Modul II - erfolgen kann. Erfin-
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dungsgemil geeignete Bausteine fiir Modul I sind z.B. Membranlokalisationssignale
wie beispielsweise Oberflichenproteine, Proteine mit Rezeptoreigenschaft, Trans-
membrandoméinen, modifizierte, beispielsweise farnisylierte Proteine. Gleicher-
maflen kann jede Art von Transkriptionsfaktor-inhibitorischem Modul eingesetzt
werden, welches die Funktion des Transkriptionsregulators inhibiert bis es vom
Transkriptionsregulator abgespalten wird. D'azu eignen sich beispielsweise solche
Proteine oder Proteinfragmente, die zwar die Translokation in den Zellkern nicht
beeinflussen, die Bindung des Transkriptionsregulators an die Zielsequenz aber

unterbinden.
Nachweissystem fiir die NS3/4A vermittelte ,, Trans“-Spaltung (Abbildung 1/7)

Zur Analyse der ,, Trans“-Spaltungsaktivitit wird neben dem vorstehenden modularen
Expressionskonstrukt, welches als Modul II die Transspaltungsschnittstelle bein-
haltet, und dem Reportergen als drittes Konstrukt, ein Expressionsplasmid der zu
untersuchenden Protease benétigt. Bringt man diese Konstrukte zusammen in Zellen
ein und werden die verschiedenen Proteine durch ein nicht zytopathisches
Expressionssystem in der Zelle gebildet, kommt es infolge der Proteaseaktivitit zur
Trennung des Transkriptionsfaktor-inhibitorischen Moduls (I) von dem Transkrip-
tionsregulator, welcher dann in den Zellkern gelangen und die Expression des
Reportergens modulieren kann, welches wiederum gemessen und quantifiziert
werden kann. In Gegenwart einer inhibitorischen Substanz wiederum wird das
Fusionsprotein nicht gespalten und der Transkriptionsregulator kann nicht in den

Zellkern gelangen.

Nachweissystem fiir die membranassozeierte NS2/3 ,,cis“-Spaltung (Abbildung

2/7)

Auch hier kommt das vorstehend beschriebene chimére Expressionskonstrukt zum
Einsatz, wobei in diesem Fall die Transspaltungsschnittstelle (Modul II) durch eine

komplette Protease ersetzt wird, die membranlokalisiert eine autokatalytische
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Enzymfunktion beispielsweise NS2/3 aufweist. Zusammen mit einem Reporter-
konstrukt kommt es nach einer Transduktion der Plasmide in S#ugetierzellen zur
Expression des entsprechenden chimiren Fusionsproteins, welches sich, an der
Membran assoziiert, autokatalytisch spaltet und somit den Transkriptionsregulator
freisetzt, der in den Zellkern translozieren und die Expression des Reportergens

hervorrufen kann.

Die oben aufgefiihrten erfindungsgemifBen Systeme haben gegeniiber den bisher
beschriebenen Entwicklungen zahlreiche Vorteile. Zum einen bietet der einfache und
modulare Aufbau die Moglichkeit, die Systeme den spezifischen Fragestellungen je
nach Proteasetyp anzupassen und die Proteasen separat in ihrer spezifischen Um-
gebung zu testen. Die Verwendung eines transkriptionell-regulierten Auslese-
verfahrens fiihrt zur Erhdhung der Signalstirke, da eine durchgefiihrte Spaltung zu
mehrfacher Aktivierung (oder Repression) des Reportergens fithrt und die damit
verbundene Signalverstirkung die Durchfiihrung im HTS erméglicht.

Die Delokalisation des Transkriptionsregulators bewirkt eine sehr geringe Hinter-
grundaktivitdt, was wiederum einen grofien Induktionsfaktor zur Folge hat, der
ebenfalls fiir eine Durchfithrung im HTS Verfahren notwendig ist, um bei gegebener

Streuung der MefBwerte eine Identifizierung wirksamer Substanzen zu erméglichen.

AuBlerdem ist in Abhingigkeit von dem verwendeten Transduktionssystem - Trans-
fektion, stabile Zelllinien, virale Infektion - bereits nach kiirzester Zeit eine Quanti-
fizierung unter Substanzzugabe mdglich. So ist unter Verwehdung eines viralen
Transfektionssystems wie beispielsweise rekombinanten Baculoviren, welche sich
durch eine hohe Infektionsrate in Hepatomazelllinien auszeichnen und der
Sicherheitsstufe S1/L1 zuzuordnen sind, bereits nach wenigen Stunden, im
allgemeinen 6 Stunden nach der Infektion der Zellen, eine Messung und Quanti-
fizierung der Proteaseaktivitit im HTS Format moglich. Zusammenfassend ist fest-
zustellen, dass im Rahmen der vorliegenden Erfindung Verfahren zur Untersuchung

der Aktivitit viraler Proteasen im Hochdurchsatzscreening (HTS) an zellulidren
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Systemen bereitgestellt werden, die dadurch gekennzeichnet sind, dass Nachweis-
systeme verwendet werden, die in Abhingigkeit der Aktivitit der viralen Proteasen
einen funktionalen Transskriptionsregulator ausbilden oder die Ausbildung eines
funktionalen Transskriptionsregulators ausnutzen, und zur Untersuchung der
Aktivitdt von viralen Proteasen wie beispielsweise der viralen Proteasen NS2/3 und
NS3/4A des Hepatitis C Virus (HCV) im Hochdurchsatzscreening (HTS) an
zelluldren Systemen verwendet werden kénnen, und dadurch gekennzeichnet sind,
dass Nachweissysteme verwendet werden, die in Abhingigkeit der Aktivitit solcher
viralen Proteasen, beispielsweise der viralen Proteasen von NS2/3 und NS3/4A einen
funktionalen Transskriptionsregulator ausbilden. Verfahren der Erfindung sind
deshalb alle Verfahren, in denen als Transkriptionsregulator ein Expressions-
konstrukt verwendet wird, welches sich aus mindestens drei regulatorischen Ein-
heiten zusammensetzt, wobei a) eine der regulatorischen Einheiten ein Membran-
lokalisationssignal ist und die Delokalisation des Transkriptionsregulators selbst
bewirkt, b) eine der regulatorischen Einheiten eine proteasespezifische trans-spalten-
den Schnittstelle oder eine cis-spaltende funktionale Protease enthilt, und c) eine der
regulatorischen Finheiten die Expression eines Reportergens moduliert. Verfahren
der Erfindung sind weiter alle vorstehend geschilderten Verfahren in denen ein
Fusionsprotein enthaltend einen Rezeptor aus der Gruppe der CD-Rezeptoren, eine
virale Proteaseschnittstelle der HCV — Protease NS3/4A, und der Transkriptions-
regulator GalVP16, eingesetzt wird, sowie Verfahren in denen das Fusionsprotein
aus der DNA Sequenz 8 oder einem ihrer Homologen generieret wird, sowie
Verfahren, in denen ein Fusionsprotein enthaltend einen Rezeptor aus der Gruppe der
CD-Rezeptoren, die virale HCV — NS2/3 Protease, oder den Transkriptionsregulator
GalVP16, eingesetzt wird, oder Verfahren, in denen ein Fusionsprotein aus der DNA
Sequenz 9 oder einem ihrer Homologen generieret wird sowie die Verwendung von
Aktivititsmodulatoren der Proteasen NS2 und NS3 bzw. NS3/4A die unter
Anwendung der vorstehen geschilderten Verfahrens gefunden wurden, zur Herstel-
lung von Arzneimitteln, die in der Prophylaxe und Therapie der HCV-Infektion

verwendet werden kénnen.
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Kurzbeschreibung der Abbildungen:

Abbildung 1
Schematische Darstellung des Systems zur Messung der NS3/4A vermittelten ’

»lrans“-Spaltung

Abbildung 2
Schematische Darstellung des Systems zur Messung der NS2/3 vermittelten ,,Cis“-

Spaltung

Abbildung 3
Schematische Darstellung der verschiedenen DNA Konstrukte, die generiert wurden.

Die Expression der Proteine (Konstrukte A-F) erfolgt unter der Kontrolle des nicht
zytopathischen CMV Promotors. Die schwarzen Kisten stellen Transmembran-
doménen dar, und die spezifischen Proteasespaltstellen sind durch einen dicken

Strich gekennzeichnet.

Abbildung 3a Fusionsprotein bestehend aus dem humanen CD8 Rezeptor
(mit Transmembrandomine, Transkriptionsfaktor-inhibitori-
schem Modul), der NS3/4A Spaltstelle zwischen NS5a und
NS5b und dem Transkriptionsregulator GalVP16, der sich aus
der DNA bindenden Doméine des Gal4 Proteins und der trans-

aktivierenden Doméne des VP16 Proteins zusammensetzt.
Abbildung 3b HCV Protease NS3-Expressionskonstrukt
Abbildung 3¢ HCV Protease NS3/4A-Expressionskonstrukt

Abbildung 3d HCV Protease NS3/4A-Expressionskonstrukt, welches an der
Aminosdureposition 1165 (des HCV Genoms) eine Punkt-
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mutation aufweist (Serin zu Alanin), was zu einer Inaktivie-

rung der Protease fithrt

Abbildung 3e Fusionsprotein bestehend aus dem humanen CD8 Rezeptor
(mit Transmembrandomine, Transkriptionsfaktor-inhibitori-
schem Modul), der NS2/3 Protease und dem Transkriptions-
regulator GalVP16, der sich aus der DNA bindenden Doméne
des Gal4 Proteins und der transaktivierenden Doméne des

VP16 Proteins zusammensetzt.

Abbildung 3f Fusionsprotein bestechend aus dem humanen CDS8 Rezeptor
(mit Transmembrandomine, Transkriptionsfaktor-inhibitori-
schem Modul), der NS2/3 Protease und dem Transkriptions-
regulator GalVP16. Die Protease trigt an der Aminoséure-
position 993 (des HCV Genoms) eine Punktmutation (Cystein

zu Alanin), was zu einer Inaktivierung der Protease fiihrt

Abbildung 3g Reporterkonstrukt bestehend aus einem Gal4 abhingigen

Promotor und dem Luziferasegen (firefly).

Abbildung 4
Nachweis der Funktionalitdt der Expressionskonstrukte mittels iz vitro Translation.

Das CD8-NS5a/b-GalVP16 Fusionsprotein (Konstrukt A) wurde in einer in vitro
Transkriptions-/Translationsreaktion radioaktiv markiert und danach mit der in vitro
translatierten Protease (nicht radioaktiv) NS3 (Konstrukt B) bzw. NS3/4A (Konstrukt
C) fir 60 min inkubiert. Die Proteinansitze wurden durch eine SDS-Gelelektro-
phorese aufgetrennt und autoradiographisch ausgewertet. Die Abbildung zeigt, dass
nur in Anwesenheit des co- Faktors NS4a (Konstrukt A+C) eine Transspaltung des
Konstruktes erfolgt.
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Abbildung 5§
Nachweis der Funktionalitit der Expressionskonstrukte mittels in vifro Translation.

Das CD8-NS2/3-GalVP16 Fusionsprotein wurde in einer in vitro Transkriptions-
/Translationsreaktion radioaktiv markiert und danach tber eine SDS-Gel-
elektrophorese aufgetrennt und autoradiographisch ausgewertet. Die Abbildung
zeigt, dass nur die funktionelle NS2/3 Protease zu einer Spaltung des Fusionsproteins
filhrt (Konstrukt E), wohin gegen die NS2/3 Mutante (Konstrukt F) sich nicht
autokatalytisch spaltet (K1, Kontrollplasmid 1, welches fiir eines der zu erwartenden
Spaltprodukte kodiert, hier NS3-GalVP16

Abbildung 6
Nachweis der Aktivitdt der Expressionskonstrukte und somit der Funktionalitdt der

verschiedenen Systeme anhand einer transienten Transfektion der verschiedenen

Konstrukte in die Hepatomazelllinie HepG2 und Messung der Luziferaseaktivitit.

Abbildung 6a NS3/4A vermittelte ,,Trans“-Spalung
Die Quantifizierung der Luziferasewerte zeigt, dass nur bei
Kotransfektion der funktionellen NS3/4A Protease eine
Luziferaseaktivitit nachweisbar ist (A+C+G), jedoch nicht bei
NS3 (A+B+G) oder der inaktiven NS3/4A Mutante (A+D+G).

Abbildung 6b NS2/3 vermittelte ,,Cis“-Spalung
Die Quantifizierung der Luziferasewerte zeigt, dass nur bei
Transfektion der funktionellen NS2/3 Protease eine Luziferase-
aktivitit nachweisbar ist (E+G), jedoch nicht bei der inaktiven
NS2/3 Mutante (F+G).

Abbildung 7
Nachweis der Funktionalitét der Systeme im Hochdurchsatzverfahren (im Format

384).



10

15

20

WO 2004/013349

PCT/EP2003/007680

-14-

Die verschiedenen Expressionskonstrukte und das Reporterkonstrukt wurden mittels

eines bakteriellen Rekombinationsverfahren in das Genom von Baculoviren einge-

bracht uns somit rekombinante Baculoviren hergestellt (Sicherheitsstufe L.1/S1), die

nach Infektion mit Sdugetierzellen die Expression der Konstrukte hervorrufen. Die

Luziferasemessung (30 Sekunden, im Format 384) erfolgte 20 Stunden nach

Infektion.

Abbildung 7a NS3/4A vermittelte ,, Trans“-Spalung

Die Quantifizierung der Luziferasewerte zeigt, dass nur bei
Infektion mit der funktionellen NS3/4A Protease eine
Luziferaseaktivitit nachweisbar ist (A+C+@G), jedoch nicht bei
Infektion mit der NS3 Protease (A+B+G). Die Signalstirke
und das Signal/Hintergrundverhélinis (Faktor 54) sind HTS
fahig.

Abbildung 7b NS2/3 vermittelte ,,Cis“-Spalung

Die Quantifizierung der Luziferasewerte zeigt, dass nur bei
Infektion mit der funktionellen NS2/3 Protease eine
Luziferaseaktivitit nachweisbar ist (E+G), jedoch nicht bei der
inaktiven NS2/3 Mutante (F+G). ). Die Signalstirke und das
Signal/Hintergrundverhaltniss (Faktor 40) sind HTS fihig.
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Beispiele

Materialien:

Alle Restriktionsendonukleasen wurden von der Firma Gibco BRIL/Invitrogen
bezogen. Die Polymerasekettenreaktionen wurden mit der Vent DNS Polymerase der
Firma New England Biolabs (NEB) durchgefiihrt, und fiir die Ligationen wurde die
T4 DNS Ligase von Gibco BRL/Invitrogen verwendet.

Molekularbiologische und zellbiologische Experimente wurde nach Standard-

protokollen [Ausubel et al., (1994), Sambrook et al., (1989)] durchgefiihrt.

Die Klonierung der Expressionskonstrukte erfolgte im pcDNA3 Vektor der Firma
Invitrogen. Fiir die Generierung der Baculoviren wurde das Fast Bac-System der
Firma Gibco BRL/Invitrogen verwendet. In den Vektor pFastBacDual wurden die
verschiedenen Expressionskonstrukte inclusive des CMV Promotors des pcDNA3
Vektors kloniert und nach Durchlaufen des Standardprozedurverfahrens rekombinate

Baculoviren generiert.

Ein Fragment der viralen HCV 1b ¢DNS, die als PCR-Template fiir die Amplifi-
kation der viralen Proteasen und Proteaseschnittstellen diente, wurde von Professor
Roggendorf, Universitit Essen, zur Verfligung gestellt (Sequenz Nr.1). Die CDS
c¢DNS, welche hier beispielhaft als delokalisierendes Transkriptionsregulatormodul
verwendet wurde, da es eine Transmembrandoméine beinhaltet, wurde mittels rtPCR
aus priméren hﬁmanen Lymphozyten generiert (Sequenz Nr.2). Fiir die Amplifi-
kation des GalVP16 Transkriptionsfaktors, welcher hier beispielhaft als Trankrip-
tionsregulator verwendet wurde, diente das Konstrukt pM3-VP16 der Firma Clontech
als Template (Sequenz Nr. 3). Als Reporterplasmid wurde hier beispielhaft der pFR-
Luc Vektor der Firma Stratagene verwendet, welcher ein Luziferasegen unter der

Kontrolle eines Gal-abhingigen Minimalpromotors beinhaltet.
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Beispiel1 =~ Amplifikation und Klonierung der Expressionskonstrukte

Fiir die Klonierung der triméren Fusionsproteine (Konstrukt A, E, F) wurde in einem
ersten Schritt ein Teil des CD8 Rezeptors mit den Primern 5'-cg aag ctt acc atg gcc
tta cca gtg acc gee-3" und 5°-geg gat cca aac acg tct tcg gtt cot gtg gtt-3" amplifiziert
und {iiber die in den Primem enthaltenen Schnittstellen der Restriktions-
endonukleasen Hind III und BamHI in den pcDNA3 Vektor kloniert (pcDNA3-
CD8). In einem weiteren Schritt wurde der GalVP16 Transkritionsfaktor mittels der
Primer 5°-g cgg atc ctg gaa ttc aag cta ctg tct tct atc gaa-3" und 5’-cg tct aga tta ccc
acc gta ctc gtc aat tcc-3" amplifiziert und tiber die Schnittstellen BamHI und Xbal in
den pcDNA3-CD8 Vektor kloniert (pcDNA3-CD8-GalVP16).

Fiur die Generierang des Konstruktes A (Zielprotein der NS3/4A vermittelten
Transspaltung) wurde die NS3/4A Spaltstelle zwischen NS5a und NS5b mit
angrenzenden Sequenzen mit Hilfe der Primer 5°-g cgg atc cag agg acg gtt gtc tta aca
g-3" und 5'-gc gaa ttc gta gtg gtc gtc tag gac ttg-3 amplifiziert (Sequenz Nr. 4) und
tiber die Restruktionsschnittstellen BamHI und EcoRI in den Vektor pcDNA3-CD8-
GalVP16 kloniert.

Fiir die Generierung des Konstruktes E (NS2/3 vermittelten Transspaltung) wurde
die NS2/3 Protease mit den Primern 5'-gc gaa ttc gac cgg gag atg gee gea-3"und 5'-
gc gaa ttc gga ggt cga gtc agt tga gag-3'amplifiziert (Sequenz Nr. 5) und iiber die
Restriktionsschnittstelle EcoRI in den Vektor pcDNA3-CD8-GalVP16 kloniert.

Fiir die Generierung des Konstruktes F (mutierte NS2/3 Protease) wurde in das
Konstrukt E tiber die Primer 5°- a gac act gca geg gec ggg gac gtc atc -3und 5 gat
gac gtc ccc gge cge tge agt gte -3 'mittels PCR eine Punktmutation eingefithrt. Der
daraus resultierende Aminosiurenaustasch der urspriinglichen HCV Aminoséiuren-
position 993 von einem Cystein zu einem Alanin fiihrt zu einer Inaktivierung der

Proteasefunktion der NS2/3 Protease.
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Fiir das Konstrukt B (NS3 Protease) wurde eine PCR Reaktion mit den Primern

5’- gc aag ctt acc atg get ccc atc acg gee tat tee -3” und 57-geg aat tec tea ggt gac gac
ctc cag gtc gge-3" durchgefiihrt und das Fragment (Sequenz Nr. 6) iiber die
Restriktionsschnittstellen HindIIT und EcoRI in den pcDNA3 Vektor kloniert.

Fiir das Konstrukt C (NS3/4A Protease) wurde eine PCR Reaktion mit den Primern
5'- gc aag ctt acc atg gct ccc atc acg gee tat tce -3; und 5°-geg aat tcc tca gea cic tte
cat ctc atc gaa-3" durchgefilhrt und das Fragment (Sequenz Nr. 7) iiber die
Restriktionsschnittstellen HindIIT und EcoRI in den pcDNA3 Vektor kloniert.

Fiir die Generierung des Konstruktes D (mutierte NS3/4A Protease) wurde in das
Konstrukt C tiber die Primer 5°- ¢ ttg aag ggt tcc geg ggt gge cca ct -3'und 5'- ag tgg
gcc acc cge gga ace ctt caa g -3 mittels PCR eine Punktmutation eingefiihrt. Der
daraus resultierende Aminosdurenaustausch der urspriinglichen HCV Aminosiuren-
position 1165 von einem Serin zu einem Alanin filhrt zu einer Inaktivierung der

Proteasefunktion der NS 3/4a Protease.
Das Konstrukt G entspricht den Angaben des Herstellers der Firma Stratagene.

Beispiel 2 in vitro Funktionalititsnachweis der NS3/4A vermittelten ,,trans“-
Spaltung

Zum Nachweis der Funktionalitit der generierten Konstrukte A, B und C wurde eine
in vitro Transkriptions- Translationsreaktion unter Verwendung des T7-in vitro
Transkriptions- Translationsverfahrens der Firma Promega durchgefiihrt (siche Abb.
4/7). Wéhrend die Reaktion (nach Standardbedingungen des Herstellers) fiir das zu
spaltende Konstrukt A in einem radioaktiven Ansatz (*°S-Methionin Markierung)
durchgefiihrt wurde (25 pl Ansatz), wurde die Reaktion fiir das Konstrukt B und C,
die viralen Proteasen NS3 und NS3/4A, nicht radioaktiv durchgefiihrt (jeweils 25 pl).
Nach einer 90 miniitigen Inkubation der einzeln generierten Proben, wurden 5pl des

Konstruktes A mit jeweils 5 pl des Konstruktes B bzw. C vermischt und fiir weitere
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60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von SDS-Gel Probenpuffer zu
den Ansétzen wurden die Proteinproben mittels SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt
und autoradiographisch ausgewertet (siche Abb. 4/7). Das in Abbildung 4/7
dargestellte Bild der Radiographie zeigt deutlich, dass nur die durch Konstrukt C
exprimierte NS3/4A Protease eine spezifische Spaltung des chimiren Fusions-
proteins A bewirkt, eine Abspaltung des Transkriptionsregulators GalVP16 von dem
transkriptionsfaktor-inhibitorischen Modul (CD8 Rezeptor) herbeifiihrt und somit ein
Nachweis der Proteaseaktivitit {iber das Freisetzen des Transkriptionsregulators

moglich ist. Die NS3 Protease (Konstrukt B) fiihrt zu keiner Spaltung.

Beispiel 3 in vitro Funktionalitiitsnachweis der NS2/3 vermittelten ,,cis*-
Spaltung

Zum Nachweis der Funktionalitdt der generierten Konstrukte E und F wurde wie
bereits in Beispiel 2 beschrieben, eine in vitro Transkriptions- Translationsreaktion
unter Verwendung des T7-in vitro Transkriptions- Translationsverfahrens der Firma
Promega durchgefiihrt (siche Abb. 5/7). Die Reaktionen (nach Standardbedingungen
des Herstellers) fiir das sich selbst spaltende Konstrukt E bzw. dessen inaktive
Mutante (Konstrukt F) sowie ein Kontrollplasmid K1, welches fiir das in Abb. 5/7
dargestellte und nach Spaltung zu erwartende NS3-GalVP16 Fusionsprotein kodiert,
wurden in einem radioaktiven (*>S-Methionin Markierung) Ansatz durchgefiihrt 25
pl Ansatz). Nach einer 90 miniitigen Inkubation der Proben wurden 5ul der Proben
nach Zugabe von SDS-Gel Probenpuffer mittels SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt
und autoradiographisch ausgewertet (siche Abb. 5/7). Das in Abbildung 5/7 darge-
stellte Bild der Radiographie zeigt deutlich, dass nur das durch Konstrukt E
exprimierte Fusionsprotein, welches eine funktionelle NS2/3 Protease beinhaltet,
eine Spaltung des chim#ren Fusionsproteins nach sich zieht, wohingegen die Mutante
nicht autokatalytisch aktiv ist. Dariiberhinaus entspricht die GréBe der Banden den zu
erwartenden GroBen nach einer spezifischen Spaltung (Vergleich E zu K1). Auch
hier filhrt somit das Einbringen einer aktiven Protease in das Fusionsprotein aus

einem Transkriptionsregulator und einem inhibitorisch wirkenden Modul (I) zur Frei-
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setzung des Transkriptionsregulators, wodurch der Nachweis der Spaltungsaktivitit

ermdglicht wird.
Beispiel 4  in vivo Aktivititsnachweis der chimiiren Fusionsproteine

Zum Nachweis der spezifischen Aktivitit der generierten Fusionsproteine (A, E, F)
und Proteasen (B, C, D) in vivo, d.h. im zytoplasmatischen Umfeld einer lebenden
Zelle, wurden transiente Transfektionsexperimente in den humanen Heptomazellen
HepG2 durchgefithrt. Die Zellen wurden zu diesem Zweck auf 48 Well Zell-
kulturplatten ausplattiert und mit den in Abbildung 6/7 beschriebenen Konstrukten
mittels der Lipofectamine 2000 Methode (GibcoBRL/Invitrogen) transient
transfiziert. Nach einer Inkubation von 48 Stunden wurde dann zur Messung der
Luziferaseaktivitit —ein Luziferin/Tritonpuffer in gleicher Menge zu den Zellen
gegeben und nach Transfer eines Aliquots von 100 pl in eine 96 Well Zellkultur-

platte die Lichtausbeute in einem Luminometer gemessen.

Die erzielten Ergebnisse der NS3/4A vermittelten Transspaltung, die in der
Abbildung 6a dargestellt sind, zeigen deutlich, dass nur die aktive NS3/4A Protease
(Konstrukt C) eine Spaltung des chiméren Fusionsproteins A bewirkt und somit eine
hohe Luziferaseakivitdt hervorruft ( ca. 140 000 Lichteinheiten), wohingegen die
Expression der NS3 Protease (Konstrukt B) bzw. der inaktiven NS3/4A Mutante
(Konstrukt D) nur zu einer geringen Luziferaseaktivitit fithren (ca. 5000
Lichteinheiten). Weiterhin zeigt das geringe Lichtsignal unter Verwendung der
inaktiven NS3/4A Mutante (Konstrukt D), dass die Freisetzung des Transkriptions-
regulators und die damit verbundene Aktivierung des Reportergenkonstruktes G
nicht durch endogene Proteasen der Zelle hervorgerufen wird und somit die

gemessene Aktivitdt spezifisch fiir die eingebrachte virale NS3/4A Protease ist.

Auch die Ergebnisse der in Abbildung 6b dargestellten NS2/3 vermittelten cis-
Spaltung zeigen, dass nur unter Verwendung des Konstruktes E, der aktiven NS2/3

Protease in dem chimiren Fusionsprotein, in Verbindung mit dem Reportergen-
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konstrukt G, eine spezifische Luziferaseaktivitit messbar ist (ca. 24 000 Licht-
einheiten), die gegeniiber der inaktiven Mutante (Konstrukt F, ca. 2000
Lichteinheiten) eine mehr als 10fach hohere Luziferaseaktivitit aufweist.

Beispiel S in vivo Aktivititsnachweis unter HTS-Bedingungen.

Um eine Durchfiihrung der Proteasetestsysteme in vivo im Hochdurchsatzscreening
im 384er Plattenformat zu ermdglichen, wurden in einem ersten Schritt rekombinante
Baculoviren von den Konstrukten A, B, C, E, F hergestellt, da eine transiente
Transfektion von Zellen unter Hochdurchsatzbedingungen nicht durchfiihrbar ist.
Baculoviren hingegen zeichnen sich, ebenso wie andere virale Transfektionssysteme
(z.B. retrovirale, adenovirale Systeme) durch Ihre Eigenschaft aus, dass sie schr
effizient verschiedene humane Zelltypen, wie z.B. Hepatomazellen, reproduzierbar
mnfizieren und Thre DNS in die Zelle abgeben, sich jedoch in diesen Zellen nicht
replizieren und keine zytopathischen Effekte hervorrufen [Kost et al., (1999)]. Sie
kénnen somit sehr gut als Transferorganismus genutzt werden und fithren bereits
kurz nach Infektion der Zielzelle zu der Expression des gewiinschten Gens, sofern
das Gen unter der Kontrolle eines geeigneten eukaryontischen Promotors steht. Des
weiteren unterliegen Baculoviren nur dem Sicherheitsstandard S1/L1, was einen

weiteren Vorteil fiir Ihre Verwendung um HTS darstellt.

Die Konstrukte A, B, C, E und F wurden unter der Kontrolle eines CMV Promotors
in Baculotransfervektoren der Firma GibcoBRL / Invitrogen kloniert
(pFastBacDual). Nach Durchlaufen der Standardprozedur des Herstellers (FastBAC-
System) wurden Baculoviren generiert und amplifiziert. Nachdem das Virus durch
Zentrifugation und Sterilfiltration (0.45 pM Filter) aufgereinigt und der Virustiter
(ca. 1x107 Viren /ml) bestimmt wurde, konnte das Virus direkt mit einer Konzen-

tration von ca. 10 Viren pro ausgesiter Zelle (MOI 10) verwendet werden.

Fiir die Infektion der Zellen im 384er Platten-HTS Format, wurden 2000 Zellen pro
Well in 40 pl Medium ausplattiert und direkt mit den in Abbildung 7/7
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beschriebenen verschiedenen Viren (MOI 10, in 5 pl Sf9 Medium) infiziert. Als
Ausgangszelle diente bei diesen Experimenten eine HepG2 Zelllinie (oder Huh7
Zelllinie, Daten nicht aufgefiihrt), welche eine stabile Integration des Konstruktes G
trigt. Nach einer 20 stiindigen Inkubation wurde nach Zugabe von 25 ul einer
Luziferin/Triton Losung ein Luziferaseassay durchgefiihrt und in einem Lumino-

meter ausgewertet.

Die in Abbildung 7/7 dargestellten Ergebnisse fiir die beiden aufgefiihrten Systeme
der NS3/4A (Abb. 7a) und NS2/3 (Abb. 7b) vermittelten Proteasespaltung des
chimidren Fusionsproteins zeigen sehr deutlich, dass nur in Anwesenheit einer
vollstandigen NS3/4A Protease (A+C+G) jedoch nicht mit der NS3 Protease alleine
(A+B+G) bzw. einer aktiven NS2/3 (E+G) und nicht der inaktiven NS2/3 Protease
(F+G) eine Luziferaseaktivitit nachweisbar ist. Dariiberhinaus bildet die geringe
Hintergrundaktivitit, die Stirke des Signals und das sehr gute Signal/Hinter-
grundverhéltnis der beiden beispielhaft aufgefithrten Systeme optimale Bedingungen
fir eine Durchfiihrung im Hochdurchsatzscreening unter Verwendung eines
effizienten und schnellem Transfektionssystem wie z.B. dem hier verwendeten

viralen Baculotransfektionssystem.
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Patentanspriiche

Verfahren zur Untersuchung der Aktivitdt viraler Proteasen im Hoch-
durchsatzscreening (HTS) an zelluldren Systemen, dadurch gekennzeichnet,
dass Nachweissysteme verwendet werden, die in Abhingigkeit der Aktivitit

der viralen Proteasen einen funktionalen Transskriptionsregulator ausbilden.

Verfabren nach Anspruch 1 zur Untersuchung der Aktivitit der viralen
Proteasen NS2/3 und NS3/4A des Hepatitis C Virus (HCV) im Hochdurch-
satzscreening (HTS) an zelluldren Systemen, dadurch gekennzeichnet, dass
Nachweissysteme verwendet werden, die in Abhéngigkeit der Aktivitit der
viralen Proteasen NS2/3 und NS3/4A einen funktionalen Transskriptions-

regulator ausbilden.

Verfahren nach Anspruch 1 und 2, in dem als Transkriptionsregulator ein
Expressionskonstrukt verwendet wird, welches sich aus mindestens drei

regulatorischen Einheiten zusammensetzt, wobei

a) eine der regulatorischen Einheiten ein Membranlokalisationssignal ist

und die Delokalisation des Transkriptionsregulators selbst bewirkt,

b) eine der regulatorischen Einheiten eine proteasespezifische trans-
spaltenden Schnittstelle oder eine cis-spaltende funktionale Protease

enthilt,

c) eine der regulatorischen Einheiten die Expression eines Reportergens

moduliert

Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, in dem ein Fusionsprotein enthaltend einen

Rezeptor aus der Gruppe der CD-Rezeptoren, eine virale Proteaseschnittstelle
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der HCV — Protease NS3/4A, und der Transkriptionsregulator GalVP16,

eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 4 wobei das Fusionsprotein aus der DNA Sequenz:

Sequenz &

oder einem ihrer Homologen generieret wird.

Verfahren nach Anspruch 4, wobei ein Fusionsprotein enthaltend einen
Rezeptor aus der Gruppe der CD-Rezeptoren, die virale HCV — NS2/3
Protease, und den Transkriptionsregulator GalVP16, eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 4 wobei das Fusionsprotein aus der DNA Sequenz:

Sequenz 9
oder einem ihrer Homologen generieret wird.

Verwendung von Aktivitdtsmodulatoren der Proteasen NS2 und NS3 bzw.
NS3/4A die unter Anwendung des Verfahrens gemiss der Anspriiche 1 bis 7
gefunden wurden, zur Herstellung von Arzneimitteln fiir die Prophylaxe und
Therapie der HCV-Infektion.



PCT/EP2003/007680

WO 2004/013349

(esesoyzn:'g'z)  (pleo :'g2)

\
uioy|jaz

(9LdAIeD gz ‘i mpo)
Joje|nBaisuondiysuel |

(VPIESN 'g°2)
aseajold

-1/7 -

(aregsN gz 4 inpow)
sl|9yspluyog
ayosijizeds aseajold

9||9zianabneg

[eubBssuolesijeyojueiquiay

[eubisbunusiAsauie
augpwopuelqwawsSURl] ‘g’z

(1) mpoky seyosuogiyui-lop eisuondiysuel |

Bunyedg ,suel] “ a)jeniwieA Vi/eSN L1\ Bunppqqy




PCT/EP2003/007680

WO 2004/013349

-2/7 -

\

(esesoyiznT 'gz) (vieo :'g'2)

uisyjleZ

9]|9zionebneg

[eubssuonesijeyojueiquapy

aupwopuelqwawisuel] :'g-Z

(9LdAIeD gz ‘Jij inpo)
Jojeinbaitsuondinsues |

N

s

\m
\1

Bunyjedsysqjeg

/'v

(it InpoRl €/ZSN "g°2)
aseajold

[eubisbunualjAsauie

:{1) Irpow seyosuopqiyul-lopiejsuondinjsue. |

Bunjjedg ,s10“ a)jopiwiaA €/ZSN

LIg Bunppiqqy



PCT/EP2003/007680

WO 2004/013349

-3/7 -

aplwse|d alopusmiai

9 pinysuoy / b ¢ *qqy

4 pIngsuoy| /3 € "qqy

I pniysuoy /9 ¢ "qqy

apinisuoy /p ¢ "qqv

O PInysuoy /2 ¢ "qqy
a pInysuoy / q ¢ "qqy

V pinysuoyj /e ¢ "qqy

L/g Bunpjiqqy



PCT/EP2003/007680

WO 2004/013349

~4/7 -

Bunjjedg

UOjJB|SURL L OJJIA U]

=0¢

-9y

Bunyjeds-, suen”

SHSHIWIBA WYH/ESN OJJIA Ul

=99

~ 16
eq

pinysuoy

LIy Bunpliqqy



PCT/EP2003/007680

WO 2004/013349

-5/7 -

uone|suelf OJA Ul

~16
ey

4 =

Bunjjedsg

Bunyjeds,s10* S)joNILIBA /2SN OJA Uj

X

PinIsuoy

116 Bunpjiqqy



PCT/EP2003/007680

WO 2004/013349

- 6/7 -

D+ 94+ O+

O+4 9+3 a+v O+Vv dgd+vY

0 r0
0005

0000¢
00001

00009
00051

00006
00002
00052 000021
0000€ 000051
a9 €9

us||ezewoledsH godaH ul
uoIp{djsuel] Jsjusisuel) yoeu JBJIAIY OAIA Ul

pnisuoy

IR} A ROSEIS)IZN|

1/9 Bunppiqqy



PCT/EP2003/007680

WO 2004/013349

=717 -

VS~

O+0+V O+g+VY

- 0000V

000081

000002

q. e,

(Jewuod Q1 H J918¢) usjezewoleday
Z9daH ul ualinojnoeg UsjURUIqUIOIA.
HW UopBaju] JS[BIIA YoBU JBHAIY OAIA Ul

sslujjeylapn

punifiisjuiH/jeubis

SNIIA/PMNIISUOY

JeyAIpfeaseIa}Zzn]

1/1 Bunppqqy



WO 2004/013349

<110>

<120>

<130> LeA

<160> 9

<170>

<210> 1
<211> 8460
<212> DNA

- <213>

<400> 1
tatgaagtge

attgtgtatg
gaggataact
agcgtececceca
tgcteegeta
accttectecte
cacgtgacag
ctagtggtat
cactggggeg
ttgattgtga

caagcccagdg

Bayer AG

35804

gcaacgtgtc
aga&agcgga
tcactegetg
ctacggegat
tgtacgtggg
ctegetggea
gtcaccgeat
cgecagttact
teetggeggg
cgctactttt

ccactggegg

SEQUENCE LISTING

PatentIn version 3.1

Human cytomegalovirus

cggggtgtac
catgatcatg
ctgggtageg
acgacgeccac
ggatctttge
tgagactgta
ggettgggac
ccggaiécca
cctegectac

cgctggegtt

cttegtggee

catgtcacga
cacaccccecg
ctqaccccca
gtegatttge
ggatctgttt
caggaatgta
atgatgatga
caagctgteg
tattécatgg
gacggcaaca

tggttggege

acgactgtte
ggtgcgtgee
dgctcgdggc
tegttgggge
tectegtete
attgctcaat
actggtecace
tggacatggt
tggggaactg
cccacacgat

gtggcecegte

PCT/EP2003/007680

caactcaage

ctgegttegg

caggaatgge .

ggctgettte
ccaactgtte
ttaccccggé
tacaacagcc
ggcgggggec
ggctaaggte

aggggggaag

tcaggazate

Verfahren zur Untersuchung und Beurteilung von Virusenzymen im HTS

60
i20
180
240
300
360
420
480
540
600

660
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cagcttataa

tctcteaaaa

tgececcagage
atcacctaté
caaccgtgtg
ageccctgttg
aatgagacgg
tgtacatgga
ggggggcteg
gccacctaca
ccatacagge
tatgtggggg
tgcgacetgg
tggcagatac
cttecatcaga
ttegecaatea
‘tgtgcctget
gtggtccteca

ttetgtgetg

ggcgtatgge

cgggagatgg
fcaccatact
agagccgagg
. gceatcatce
ttgctegeta
ttegtgegeg
cattatgtecc
caccttacce
gagceccgteg

gegtgegggg

acaccaacgg
ctgggtttat
gcatggccag
ctaagectga
gtattgtace
tagtggggac
acgtgctget
tgaacgcecac
gcaacaacac
ccaaatgcgg
tttggcacta
gtatagagea
aggacaggga
tgeecctgete
acaccgtgga
agtggéagta
tgfggatgat
atgeggegte
cctggtacgt
cgctgctect

ccgeategtg

ataaagtgtt

cgcatttgea
ttettacgtg
tactcggece
ctcaagggcet
agatggctct
cactgeggga
tctttteega

acgtcatctt

tagctggeac
tgcegetetg
ctgcegeece
cagcttggac
egegteggag
gaccgatcgt
ccttaacaac
tgggtttace
cttgacttge
tteggggecet
ccectgeace
caggctcagq
taggtcagég
cttcactace
cgtgcaatac
tatcotgttg
gctgetgata
cttggtcgga
caagggcagg
gctectgetg
cggaggcgeg
cctegecaag
agtgtggate
cgeggtecac
actecatggtg
cattcgtgcé
tatgaagetg
ctgggeccac
catggagacc

gggcctaccce

atcaacagaa
ttctacgcac
attgacaagt
cagaggccct
gtgtgtggce
tectggegtee
acgeggeege
aagacgtgcg
cccacggact
tggttgacac

gtcéacttta

gcégcgtgéa.

ctecagtecge
ctacecggcecte
ctgtacggtg
ttettectte
gctcaggecg
gcécatggca
ttggtteceg
gcactaccac
gtttteatag
ctcatatggt
cccectetta
ccagagctaa
ctccaggeeg
ﬁécatgttgg
gecegeactga
gegggectac
aagatcatca

gtcteecgecee

ctgcecctaaa
ataggttecaa
ttgcacaggg
actgctggea
cagtgtactg
ctacgtateg
cgcagggcaa

ggggcceece

gcttecggaa
ccaggtgeat
ccatctteaa

attggacceg

tgctgetgte

tgteccactgg
tagggtcagt
teectggegga
agéccgcctt
ttcteteett
gggcggcata
cgegagcata
gtctggcact
ggttgcaata
atgttegagg
tctttgacat
gcataattag
tgeggaaggt
cgggtacgta
gagaccttge
cctgggggge

gaagggggaa

PCT/EP2003/007680

ctgcaatgac
ctetteegga
gtggggtcce
ctacgegect
ctteaceceeg
ctggggggag
ctggttegge
atgtaaaatc
gcatececegag
agttgactac
ggttaggatg
aggagagCQt
tacaacagag
tttgateccat
getegtetee
cgcgegtgte
ggagaacctg
ccttgtgtte
tgctetttat
cgccatggac
cctgacettg
ctttatcace
gggccgegat
caccaagctc
agcgcégtac
tgctggggge
cgtctacgac
ggtggeggtt
agacactgca

ggagatattt

720
780
840
900
960
1020
1080
1140

1200

1260

1320
1380 -
1440
1500

1560

" 1620

i680
1740
1800
1860
19?0
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400

2460
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ctgggacecag

tattececcaac

aagaaccagg

acctgtgtea

ggcccaaagg
vccggcgcccc
ttggtctega
ctactttcee
cecctegggge
gcggtggact
gacaactcat
actggcageg
cftgtcctga
catggtgteg
acatattcea
atcétaatat
gtecetggace
cecgggategg
gagatccecct
attttctgee
gtcaatéctg
gtegttgteg
atcéactgta
attgagacga
ggtaggggea
tttgattect
cccgecgaga
caggaccatc

ttettgtece

cegatageet
agacgegggg
tegaggggga
atggtgtttg
gtccaatecac
ccggagegeg
ggcatgctga
ccaggeccegt
atgtegeggg
ttgtgececgt
cccecaccetge
gcaagagca;
accegteogt
accctagcat
cctacggcaa

gtgatgagtg

‘aagcggagac

tcaccgtgece
tectatggeaa
actccaagaa
tagﬁatatta
tggcaacaga
atacgtgtgt
cgaccgtace
agaggggtat
cggteetgtg
ccteggtecag
tagagttctg

agaccaaaca

tgaggggcaa
cctgettgge

ggttcaagtg

‘ctggactgtc

ccaaatgtac
ctecttgaca
tgtecatecceg
ctcctacttd
catctteegg
tgagtcfatg
tgtaccgeag
taaggtgeca
tgccgcéaca
cagaactggg
gttccttgcé
ccactcaact
ggctggageg
acatcccaac
agccatccce
gaaatg£géc
ccggggectt
cgctectaatg
cacccagaca
ccaagatgcg
ttacaggttt

cgagtgctat

.actgcgggct

ggagagegtc

ggcaggagac

gggtggegac
tgtatcatca
gttteccacecg
ttcgatggtg
accaatgtag
ccttgecacet
gtgegecgge
aagggttccf
gctgetgtgt
gaaaccacca
acatttecaag
gccgeatatg
ttaagttttg
gcaaggacca
gacggtggtt
gactcgacct
cggctegteg
atcgaggagg
atcgaggeca
gagctecgecg
gatgtgteceg
acgggcttta
gttgattteca
gtgtcgeget
gtgactcecag
gacgcaggct
tacctaaata
ttcacaggece

aacttcecet

tcecetegetee
ccagtecttac
caacacaatc
ctggectcaaa
accaggacct
geggcagete
ggggcgacag
egggtggeee
gcacccgggg
cgeggtecee
tggcececatet
cagcccaaég
gggcgtatat
tcaccacggg
gcetetggggg
ccatettggg
tgctegecac
tggecttgte
tecagaggggg
cacagttgté
tcataccaac
ccggegactt
gcttggatee
cgcagcggeyg
gagaacggec
gtgcttggta
caccagggtt
tcacccacat

acctggtage

PCT/EP2003/007680

catcacggee

aggecgggac
tttectggeg
gaccctagee
cgteggetgg
ggacctctac
ccgggggage
actgectetge
ggttgcgaaa
ggtcttcacg
gcacgecece
gtataaggta
gtctaaggca
cgcceceate

cgcctatgac

catcggcaca’

cgctacgect
caacactgga
agggecacctc
gagccteggg
cagcggagac
tgactcagtg
taccttcace
agééaggact
ttecgggcatg
tgagctcacg
gcccgtctgc
agatgctecac

ataccaggct

2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180:
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020

4080

4140

4200
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acggégfgcg
atacggctga
caaaacgagg
gacctggagg
gegtattgee
ccggccatﬁa
gcctecacacce
gegetegggt

tecaagtgge

- atacaatacc

gcattcacag
ttaggggggt
. gecggcecatcg
ctggcggget
gagatgccct
ctggtegteg
gctgtgeagt
acgcactatg
accatcactc
tgctetgget
aagacctgge
caacgtggtt
ggggcacaaa
tgcagcaaca
cccteeecegg
gaggttacge
tgececatgee
aggtacgctc
aaccaatatc

actteccatge

ccagagctca
agcctacget
ttaccctcac
tegtcaccag
taacaacggg
tteecegatag
tcccctacét
tgctgcaaac
aagcccttga
tagcaggctt
cttetatcac
gggtggecge
ccggtécagc
atggagcagg
ccactgagga
gggtegtgtyg
ggatgaaccg
tgcctg%éag
agctéttaaa
cgtggectaag
tccag£;caé
acaagggagt
tecaccggaca
cgtggeatgg
cgccaaatta
gggtggggga
aggtcccgge
cggcatgecag
tggtegggte

tecacecgacce

ggctccacct
gcacgggeeg
ccacccegta
cacctgggtg
cagegtggte
gggagttctc
cgaacéggga
agccaccaag
ggecttectgg
gtccactcfg
cagcecegett
ceagetegee
tgttggcagc
ggtggeagge
tctggtcéac
cgcagcaata
éctgatagcg
cgacgctgeca
gaggcteccac
ggatgtctgg
gctectgeceg
ctggegggga
tgtcazaaac
aacattccece
ctctagégcg
ttteccactac
cccégaattc
acctctectt
acaacteccg

cteccacatt

ccategtggg
acacccctge
accaaataca
ctggtaggcg
attgtgggca
taccgagagt
atgcaactcg
caagcggagg
gcgaagcaca
cctggaaace
accacccaac
cccccocageg
ataggccttg
gcactegtgg
ttacteecctg
ctgecgtegge
ttegettege
gcgcgégtca
cagtggatca
gactggata£
cggttacecgg
gacggcatca
ggttecatga

atcaacgcat
ctgtggcggg
gtaacgggca
ttcacggaag
cgagacgagg
tgcgagceeg

acagcagagg

atcaaatgtg

tgtacagget’

tcatggecatg
gggtcecttge
ggatcatcﬁt
tcgétgagat
ccgagcaatt
ctgctgeece
tgtggaattt
ccgéaatagc
ataccctecct
ctéctﬁcggc
ggaaagtgcet
cctttaaggt
ccatcctete
atgtgggece
ggggcéacca
cccaaatecct
atgaggactg
gcacggtgtt
gagtcccttt
tgecagaccac
ggategttgg
acaccacggg
tggctgeaga
tgaccaccga
tggatggggt
tcacgtteeca
égccggacgt

cggctaégcg
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gaagtgeccte
aggageccgtce
catgtegget
agctctggee
gtecegggagyg
ggaagagtgce
caagcagaza
cgtggtggag
éatcagcggg
gtcactgatg
gtttaécatc
cttegtggge

cgtggacatc

catgagecgge -

cccaggcgec
gg99g99ag9g9gg
tgttteccee
cteccageett

ctctacgeca

gacggacttc -

ctteteatgt
ctgceccatgt
gcccagaacce
tcecectgecaca
ggagtacgty
céacgtaaag
acggctgecac
ggtegggete
aacagtgctc

taggttggee

4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940

6000
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agggggtcte
aaggcaacat
ctgtggegge
attctggact
gcggagatee
gattacaacc
cacgggtgec
acggttgtct
tteggeaget
ccetecgacg
gagggagage
éccagtgagg
ccatgegectg
caccataaca
acttttgata
gcgaaggegt
‘cececccacatt
agcaaggcca
‘ccaattgacé
ggccgcaage
atggeeettt
tttecagtact
aaccctatgg
atccgtgttg
ataaggtege
aactgcggtt
ctcacatgtt
atgctegtgt

gcggcgagcc

cceccteect
gcactaccceg
aggagatggyg
ctttegatecce
tgcggaaatc
ctecgetgtt
cattgecacce
taacagaétc
cégggtcgtc
goggegacac
cgggggacce
acgtcgtetg
cggaggaaag
tggtttatge

ggctgcaggt

‘ccacagttaa

cggccaaatc
tta;ccacat
ctaccatcat
cagétcgcct
acgacgtggt
cceccgggea
gcttegeata
aggagtcaat
tecacagagceg
ategecgatg
gcttgaaggc
gcggggacga

tacgagtett

ggccagetcet
tecatgactece
cgggaacatc

gotccgageg

caggagctte

ggagtcctgg
taccagggcce
caccgtgteca
ggcegtegac
aggateccgac
cgatctcaéc
ctgectegatg
caagctgece
cacaacatce
cctggatgat
ggccaggett
taagtttgge
caactccgfg
ggcaaaaaat
tategtgttce
é#ccaccctt
gegggtegaa
tgacaccege
ttaccaatge
gectttatatt
ccgegcaage
ctectgeggee
cctcgtégtt

cacggaggct

tcagetagte agctgtetge
ccagatgetg acctecatega
acccgegtgg agtcagagaa
gaggaggatg agagggaaat
ccecegggega tgececatatg
aaggacccag actacgtcecc
ccteocaatac caccaccacg
tectgecttgg cagagetgge
agcggcacag cgaccgctce

gttgagtegt actectecat

‘éacgggtctt ggtctacegt

fcctacacat ggacaggtge
atcaatgegt tgagcaactce

cgcagtgcaa gccageggea

cactaccggg acgtgetcaa

ctatcegtgg aagaagecctg

tatggggcaa aggacgtecg
tgggaggact tgctggaaga
gaggttttct gocgttecaace
ccagatttgg gagttegtgt
cctcatgccg tgatggg;tc
tacctggtga aagcetggag
tgttttgaét caacagttac
tgtgacttgg cceccegaage
gggggtecce tgaccaatte
ggcgtgetga cgactagetg
tgtecgagetg cgaagcteca
atctgtgaaa gegegggaac

atgactagat actctgecce
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gccttecttg
ggccaaccte
taaggtagta
atccgtcccé
ggcgégcccg
tececegtggta
gaaaaagagg
cacaaagacc
ﬁcctgaccaa
geceectett
aagcgaggag
cctgatcacg
tttgctgege
gaagaaggtt
ggagatgaag
caagctgacg
gaacctgtce
cactgagaca
agagaaagga
atgcgagaaa
ctecatacgga
ctcaaagaaa
tgagaatgac
tagacaggce
aaaagggcag
cggtaatacc
ggactgcacg
ccaggaggac

ccccggagac

6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600,
6660
6720
6780
6840°
6900
6960
7020
7080
7140

7200

"7260

7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680

7740



WO 2004/013349

cecgececcaac
gcgecacgatg
geacgggecg
atcatgtatg
qttctagctc
tccattgaéc
tcactccata
ggggtaccac
tcecgggagg
aagctcaaéc
gctggttaca

tggttttgec

<210> 2
. <211> 662
<212> DNa

<213>

<400> 2
cgaagcttac

acgccgecag
agécagtgga
tcttecagee
agcccaaggce
ccttegtect
ccectgageaa
ccaccacgac
tgtcectgeg
tggacttege

_tectgteact

gc

cagaatacga
catctggcaa
cgtgggagac
cgcecaccett
aggaacaact
cacttgacct
gttaétctcc
ccttgegagt
ggagggcege
tecactcecaat
gegggggaga

tactectget

human CD8 cDNS

catggcectta
gccgagecag
gectgaagtge

gcgeggegee

ggcecgagggyg

caccectgage
ctecatecatyg
gccagcgccg
cccagaggeg
ctgtgatate

ggttatcace

cttggagetg
aagggtgtac
agcéagacac
atgggcaagg
tgaaaaagcce
acctcagatc
aggagagatc

ctggagacat

tacttgtgge

teeggetgea
catatatcac

tgetgeaggg

Fragmenﬁ

ccagtgaccg
ttccgggtgt
caggtgetge
geccgecagte
ctggacacce
gactteccgec
tactteagee
cgaccaccaa
tgecggecag
tacatctggg

ctttactgea

ataacatcat
tacctecacece
actccagtcé
atégttctga
ctggattgte
attcagégac
aatagggtgg

cgggccagga

aagtacctct
tceceggetgg
agcctgtete

gtaggecatct

ccttgetect

cgeegetgga
tgtccaacece
ccaccttecct
agcggttete
gagagaacga
acttegtgee
caccggecgec
cggcgggggyg
cgeecttgge

accacaggaa

gctectecaa
gtgaccccac
actecctgget

tgactecattt

agatctatgg.

tececatggtet
cttecatgeet
gtgtecgege
tcaéctgggc
acttgtccég
ctgcecgace

acctcecttece

gcegetggec
teggacctgy
gacgtcggge
cctataccte
gggcaagagyg
gggctaétat
ggtcttectg
caccatcgeg
cgcagtgcac
cgggacttgt

ccgaagacgt

PCT/EP2003/007680

tgtgteggte
cacccecctt
aggcaacatc
cttctctatce
ggcctgttac
tagégcattt
caggaaactt
téagctactg
ggtaaggacc
ctggttegtt
cegetggtte

caaccggtga

ttgctgctcc
aacctgggeg
tgctegtgge
tceccaaaaca
ttgggggaca
ttetgetegg
ccagcgaage
tocgecageeeo
acgaggggge

ggggtcctte

gtttggatce

' 7800

7860

7920

7980

8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400

8460

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

662



WO 2004/013349

<210> 3
<211> 717
<212> DNA
<213>

<400> 3
geggatectg

taaaaagdtc
ggagtgtcge
agtggaatca
ccttgacatg
‘atttgtacaa
tgatatgceet
tagtaacaaa
'gaccgatgtc
tgcecgacgey
gggatttace

tgagcagatg

<210> 4
<211> 287
<212> DNA
<213> . HCV

<400> 4
geggateccet

cgtaagcgag
tgcectgate
ctectttgetg

gcagaagaag

GalvPl6 cDNS

gaattcaagc
aagtgctcca
tactctceeca
agéctagaaﬁ
attttgaaaa
gataatgtga
ctaacattga
ggtcaaagac
agcctggégg
ctagacgatt
cececacgact

tttaccgatg

tactgtette
aagaaaaacc
aaaccaaaag
gactggaaca
tggattettt
ataaaéatgc
gacagcatag
agttgactgt
acgagctcéa
tcgatetgga
ccgoeccecta

cccttggaat

tatecgaacaa
gaagtgegec
gtectecegetg
gctattteta

acaggatata

cgtcacagat:

aataagtgcg
atcgggaata
cttagacgge
catgttgggg
cggcgetctg

tgacgagtac

gcatgecgata
aagtgtctga
actagggcac
ctgattttte
aaagcattgt
égattggct£

acatcatcat

ccecggggate

gaggacgtgg
acgggggatt

gatatggccg

ggtgggtaat

NS5a/5b Spalﬁstelle, cDNS Frégment

cttgagggag
gaggccagtg
acgccatgeg
cgecaccata

gttacttttg

agccggggga
aggacgtegt
ctgeggagga
acatggttta

ataggctgea

cccegatcte
ctgctgctég
aagcaagctg
tgccacaaca

ggtectggat

agcgacgggt
atgtecctaca
cceatcaatg
teccecgeagtg

gatcactacg

PCT/EP2003/007680

tttgecegact

agaacaactg

atctgacaga

ctegagaaga

taacaggatt

cagtggagac
cggaagagag
tggeccececce

cgatggcgeca

cceegggtee -

acttegagtt:

ctagacg -

cttggtctac
catggacagg
cgttgagcaa
caagccagcyg

aattege

60

120

180

240

300

360

420

480

540

“600.

660 -

717

60

120

180

240

297
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<210> 5
<211>
<212> DNA
<213> HCV

<400> 5
gcgaattcga

tectgacctt
actttatcac
ggggecgega
tecaccaagcet
gagegeccgta
ttgetggggg
acgtctacga
cggtggeggt

cagacactgce

aggagatatt

cecatcacgge
caggceggga
ctttectgge
agaccctage
tegteggetg
cggacctcta
geegggggag
cactgctctg
gggttgecgaa
cggtctteac
tgcacgceec
ggtataaggt

tgtctaagge

1561

NS2/3 Protease cDNS

ccgggagatg
gtcaccatac
cagagccgag
tgecatecate
cttgcteget
cttegtycge
ccattatgte
ccaccttacc
tgagcecegte
agegtgeggyg
tc£gggécéa

ctattccecaa

caagaaccag

gacctgtgte

cggcccaaag

‘gececggegece

cttggteteg
cctactttec
ccectegggg
ageggtggac
ggacaactea
cactggcagc
acttgtectg

acatggtgte

gccgeategt
tataaagtgt

gcgecatttge

cttettacgt”

atactcggccl

getecaaggge
cagatggctce
ccactgeggg
gtettttecg
gacgtcatct
gccgatagcé
cagacgeggg
gtcgaggggg
aatgétgttt
ggtccaatca
cceggagege
aégcatgctg
cccaggcceg
catgtegegg
tttgtgeeceg
tccccac&tg
ggcaagagca
aaceccgteceg

gaccctageca

geggaggegce
tectogecaa
aagtgtggat
gcgeggteca
cactcatggt
tecattegtge
ttatgaaget
actgggccea
acatggagac
tgggcctace
ttéaggggca
gectgettgg
aggttcaagt
gctggactgt
cccaaatgta
gctecttgac
atgtecatccc
tctgctactt
gcatettecg
ttgagtectat
ctgtaccgeca
ctaaggtgcce
ttgeegceac

tocagaactgg

ggttttcata
gctecatatgg
cceccectett
cccagagc£a
gctecaggee
atgecatgtig
ggecgeactg
cgegggecta
caagatcatc

cgteteegec

agggtggcga

ctgtatecate

ggtttecacc
cttececatggt
caccaatgta
accttgeace
ggtgcgécgg
gaagggttece
ggctgetgtg
ggaaaccacc
gacatttcaa
agccgeatat
attaagtttt

gacaaggacc

PCT/EP2003/007680

ggtctggecac
tggttgecaat
aatgttegag
atctttgaca
ggcataatta
gtécggﬁagg
acgggtacgt
cgagaccttg
acctgggggg
cgaaggggga
cteoctegete
accagtctta
gcaacacaat
gctggetcaa
gaccaggace

tgecggcaget

cggggcgaca

tegggtggee
tgcacccgég
acgcggtecce
gtggcceate
gcagcccaag
ggggcgtata

atcaccacgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

" 660
720
780
840

800

960 .

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



WO 2004/013349

PCT/EP2003/007680

gegeecceat cacatattee acctacggea agttccttge cgacggtggt tgetctgggg

gegectatga catecataata tgtgatgagt gectctcaac tgactcgace teegaatteg

c

<210> 6
<211>
<212>

<213>

<400> 6
gcaagcttac

gtatcatcac
tttccaccgé
tccatggtge
~ ccaatgtaga
cttgeacctg
tgegeeggeg
~agggttecte

A ctgctgtgtg

aaaccaccac

catttcaagt
ccgcatatge
taagttttgg
caaggaccat
acggtggttyg
actcgaccte
ggctegtegt
tegaggaggt
tcgaggecat

agctegeege

1919

DNA .

catggctcca
‘cagtcttaca
aa;acaatét
tggctecaaag
ccaggaccte
cggcagctcg
gggegacage
gggtggecca
cacccggégg
gcggteeeeg
ggcecatetg
agcccaaggg
ggcgtatatg
caccacggge
ctetggggge
catcttggge
gctegecace
ggccttgtea

cagaggggga

acagttgteg

HCV NS3 Protease cDNS

atcacggect
ggccgggaca
ttcctéécéa
accctageeg
gtcggétggc
gacctctact
cgggggagee
ctgctctgeo
gttgcgaaag
gtcttéacgg
cacgccccéé
tataﬁggtac
tectaaggeac
gceccecatca
gcctatgaca
;tcggcacag
gctacgecte
aacactggag
gggcacctcea

agectegggg

attcccaaca

agaaccaggt

‘cetgtgtecaa

gcccaaaggg
cggegcecce
tggtetegag
tacttteece
ccteggggea
cggtggactt

acaactecatc

ctggcagegg:

ttgtcecctgaa
atggtgtega
catattceac
tecataatatg
tectggaceca
cgggateggt
agatccectt
ttttctgeeca

tcaatgctgt

gacgcgggge
cgagggggag
fggtgtttgc
tecaatcace
cggagcgcgc
gecatgectgat
caggcccgte
tgtegeggge
tgtgecegtt
cccacctget
caagagcact
ccegteegtt
ccctagcétc
ctacggcaag
tgatgagtge
agcggagacg
caccgtgceca
ctatggcaaa
ctccaagaag

agcatattac

ctgettgget
gttcaagtgg
tggéctgtct
caaatgtaca
tecttgacac

gteatcecgg

tectacttga:

atcttceggg
gagtctatgg
gtaccgcaga
aaggtgccag
gccgecacat
agaactggga
ttecttgecg
cactcaactg
gctggagege

catcccaaca

gcecatcoccecca:

aaatgtgacg

cggggcettg

1500
1560

1561

60

120

© 180

240
. 300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200
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atgtgtecgt
cgggctﬁtac
ttgattteag
tgtegegete
tgacteccagg
acgcaggctg
acctaaatac
tcacaggect
actteccecta
catcgtégga
caccectget

ccaaatacat

<210> 7
<211>

<212> DNA

2081

cataccaacc
cggegacttt
cttggatecct
gcageggcega
agaacggcgt
tgcttggtat
accagggttg
cacccacata
cctggtagea
tcaaatgtgg
gtacaggcta

catygcatge

agcggagacg
gactcagtga
accttecaceca
ggcaggactg
tcgggeatgt
gagctcacge
ccegtetgea
gatgctecact
taccaggcta
aagtgcctca
ggagecegtee

atgtcggety

<213> HCV NS3/4A Protease cDNS

<400> 7
gcaagcttac

gtatcatcaﬁ
tttccaccéc
teceatggtge
ccaatgtaga
cttgcacctg
tgcgeeggeg
agggttccte
ctgctgtétg
aaaccaccac
catttcaagt

ccgeatatge

catggcﬁccc
cagtcttaca
aacacaatct
tggcteaaag
ccaggaccte
cggcagctceg
gggecgacage
gggfggccca
cacecggggg
geggtceeecg
ggcccatctg

agcccaaggg

atcacggcct
ggcegggaca
ttectggega
accctageeg
gteggetgge
gacctctact
cgggggagcee
ctgectetgee
gttgcg;aag
gtcttcacgg
cacgccecca

tatéaggtac

-10-

ﬁcgttgtcgt
tcgactgtaa
ttgagacgac
gtaggggéaa
ttgattecte
ccgecgagac
aggaccatct
tcttgtececa
cggtgtgege
tacggctgaa
aaaacgaégt

acctggaggt

attceccaaca
agaaccgggt
cctgtgteaa
gcccaaaggg
cggecgeccea
tggtcectegag
tactttecce
cctcggggéa
cggtggactt
acaacteatc
ctggcagegg

ttgtectgaa

ggcaacagac
tacgtgtgte
gaccgtéccc
gaggggtatt
ggtectgtge
cteggtecaga
agagttctgg
gaccaaacag
cagagctcag
gcctacgetg
taccctecace

cgtecacetga

gacgcggggce

cgagggggag
tggtgtttge

teccaatcace

cggagegege

gcatgctgat
caggecccgte
tgtcgcgggc
tgtgeceegtt
cccacctget
caagagcact

ceegtecgtt

PCT/EP2003/007680

gctctaatga
acccaéacag
caagatgcgg
tacaggtttg
gagtgctatg
ctgegggett
gagagcgtet

gcaggagaca

gctecaccte

cacgggccga

caccccgtaa

ggaattege’

ctgcttggét
gttecaagtgg
tggactgtect
caaatgtaca
tecttgacac
g£catcccgg
tcetacttga
atcttceggg
gagtctatgg
gtaccgcaga
aaggtgccag

gccgccacat

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1819

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720
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taagttttgg
caaggaccat
acggtggttg
actegacctc
ggctegtegt
tcgaggaggt
tegaggeceat
agctegecge
atgtgtcegt
‘cgggctttac
ttgatttcag

tgtegegete

tgacteccagg

acgcaggctg
acctaaatac
tecacaggect
acttccecta
catcgtggga
cacccctget
ccaaatacat
tggtaggegg
ttgtgggcag

accgagagtt

<210> 8
<211>
<212> DNA

<213>

<400> 8

ggcgtatatg
caccacgggc
ctetggggge
catcttggge
gctcgcéacc
ggccttgtee
cagaggggga
acagttgteg
cataccaacc

cggcgacttt

cttggatcct

- "

gcageggega
agaacggecct
tgcttggtat
accagggttg
cacccacata
cctggtageca
tcaaatgtgg
gtacaggcta
catggecatge
ggtecttgea
gatcatcttg

cgatgagatg

1637.

tetaaggeac
géccccatca
gectatgaca
atcggcicag
gctacgeccte
aacactggag
gggcacctca
agcctégggg
agcggagacg
gactcagtga

accttecacca

ggcaggactg
tegggeatgt
gagctcacgce
ccegtetgee
gatgctecact
taécaggcta
aagtgecteca
ggagccgtee
atgteggetg
gctctggccg
teegggagge

gaagagtgct

-11-~

atggtgtega:
catattcecac
tcataatatg
tcctggaéca
cgggatcggt
agatcccctt
ttttetgecea
tcaatgetgt
tegttgtegt
tcgactgtaa
ttgagacgac
gtaggggcaa
ttgattecte
ccgecgagac
aggaccatct
tettgtoccea
cggtgtgcge
tacggctgaa
aaaacgaggt
acctggaggt
cgtattgect
cggccattat

gaggaattcg

CD8-5A/B-(GalVP16 Fusionsprotein cDNS

ccctageate
ctacggcaag
tgatgagtge
ageggagacg
cacegtgeca
ctatggcaaa
cteccaagaag
agcatattac
ggcaacagac
tacgtgtgtc
gaccgtacce
gaggggtatt
ggtectgtge
cteggtcaga
agagttctgg

gaccaaacag

cagagctcag

gcctacgetg
taccctcace
cgtecaccage
aacaacgggc
tcecegatagyg

c

PCT/EP2003/007680

agaactggga
tteecttgeeg
cactcaactg
gctggagege
catceccaaca
gcecatcececea
aaatgtgacg
cggggcéttg
gctectaatga
acccagacag
caagatgecgg
tacaggtttg
gagtgctatg
ctgegggett
gagagcgtet
gcaggagaca
gctecaccte
cacgggccga
caccccgtaa

acctgggtge

agcgﬁggtca'

gaagttctct

780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260

1320

1380

1440

1500

1560-

1620

1680

1740

.1800

1860
1920
1980
2040

2081



WO 2004/013349

atggccttaé
ccgagecagt
ctgaagtgece
cgeggcegecg
gccgagggge
accctgageg
tccatcatgt
ccagegecge
ccagaggegt
tgtgatatct
gttafcaccc
gaéccggggg
gaggacgtcg
gctgeggagg
aacatggttt
gataggctge
gecatgegata
aagtgtctga
actagggcac
cﬁgatttttc
aaagcattgt
agattggett
acatcatcat
cceggggate
gaggacgtgg
acgggggatt
gatatggeccg

ggtgggtaat

<210> 9

cagtgaccge
teecgggtgte
aggtgctget

ccgecagtec

tggacacceca’

acttecegeeg
acttcagcca
gaccaccaac
gceggecagce
acatctgggce

tttactgcaa

accecgatat”

totgetgete
aaagcaagct
atgccacaac
aggtecctgga
tttgcégact
agaacaactg
atctgacaga
ctcgagaaga
taacaggatt
cagtggagac
cggaagagag
tggceccece
cgatggecgeca
cceegggtee
acttegagtt

ctagacg

cttgctecetg
gcegectggat
gtccaacceg
caccttgctc
gcggttctég
agagaacgag
cttegtgecg
accggegeee
ggegggggge
gececttggece
ccacaggaac
cagcgacggy
gatgtcctac

gceceatecaat

atcccgeagt

tgatcactac
taaaaagecte
ggagtgtege
agtggaatca
ccttgacatg
atttgtacaa
tgatatgcet
tagtaacaaa
gaccgatgte
tgecgacgeg
gggatttacc

tgagcagatg

~-12

ccgetggect
cggacctgga
acgtcggget
ctataéctct
ggcaagaggt
gg;tactatt
gtcotteetge
accatecgegt
gcagtgcaca
gggacttgtg

cgaagacgtg

.tcftggtcta

acatggacag
gégttgagca
gcaagccage
gaattecaage
aagtgcteca
tactctcceca
aggctagaaa
attttgaaaa
gataatgtga
ctaacattga

ggtcaaagac

agcectggggg:

ctagacgatt
ccecacgact

tttaccgatg

tgctgcteca
acctgggega
gctegtgget
cccaaaacaa
tgggggacac
tctgc%cggc
cagcgaagcec
cgcagcceet
cgagggggcet
gggteccttet
tttggatccc
cégtéagcga
gtgccectgat
actectttget
ggcagaagaa
tactgtette
aégaaaaécc
aaaccaaéag
gactggaaca
tggattcttt
ataaagatge
gacagcatag
agttgactgt
acgagctcca
tegatectgga
ccgeececta

ceccttggaat

PCT/EP2003/007680

cgccgecagg
gacﬁgtggag
cttececageeg
gcccaaggeg
ctﬁcgtcctc
cctgagcaac
caccacgacg
gtccétgcgc
ggacftcgcc
cctgtcactg
tcttgaggga
égaggccagt
cacgccatge
gcgecaccat
ggttactttt
tatcgaaéaa
gaagtgegee
gteteegetg
gctattteta
acaggatata
cgtcacagat
aataagtgeg
atcgggaata
cttagacgge

catgttgggg

cggegcectetg

tgacgagtac

60
120
180
240
300
360
420

480

- 540

600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140

1200

1260

1320
i380
1440
1500
1560
1620

1637
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<211> 2908

<212> DNA

-13-

<213> CDB-NS2/3-GalVP1l6 Fusionsprotein cDNS

<400> 9
atggecttac

ccgagecagt
ctgaagtgece
cgcggegecg
gcegagggge
accctgageg
tecatcatgt
ccagcgecge
ccagaggegt
tgtgatatct
gttatecacec
. cgggagatgg
tcaccatact
agagccgagg
gccatecatee
ttgetegeta
ttqgtgcgcg
cattatgtee
caccttacce
gagccegteg
gegtgegggg
ctgggaccag
tattecccaac
aagaaccagg

acctgtgtea

cagtgaccge
teegggtgte
aggtgctget
ccgecagtece

tggacaccca

acttccgccg'

acttcageca

gaccaccaac

gccggecage
acatctggge
tttactgecaa
ccgeategtg
ataaagtgtt
cgcatttgea
ttettacgtg
tactcggeec
ctcaaggget
agatggctet
cactgeggga
tctttteega
acgtecatctt
ccgatagect
agacgcegggg
tcgaggggga

atggtgtttg

cttgetectg cegetggect tgetgetcea

gcegectggat
gteccaacceg
caccttecte
gcggtteteg
agagaacgag
cttegtgecg
accggcgcecc
ggegggggge
gccettggee
ccacaggaac
cggaggegeg
cdtcgééaég
agtgtggatc
cécggtccac
actcatggtyg
cattegtgea
tatgaagctg
ctgggeeccac
catggagacc
gggcctaccce
tgaggggcaa
cctgecttgge
ggttcaagtg

ctggactgte

cggacctgga
acgteggget
ctaf#éctct
ggecaagaggt
ggctactatt
gtctteetge
'accétcgcgf
gcagtgcaca
gggacttgtg
cgaagacgtg
gttftcatag
ctcaﬁagggt
cccoctotta
ccagagctaa
ctecaggecg
tgeatgttgg
gecgecactga
gcgggecetac
aagatcatca
gtecteegeee
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