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Benzvnelse: Peptider med immunologiske egenskaber svarende til HIV-2 virus, antigene og immunogene midler
indeholdende sddanne peptider samt fremgangsmade og kit til en vitro diagnose af HIV-2

Sammendrag:

Peptider, der udviser immunologiske egenskaber falles
med peptidskelettet i virus af type HIV-2, isar kappe-
glycoproteinet fra HIV-2 udviser endvidere en peptid-
struktur felles med peptidskelettet i SIV-virus, isar
kappeglycoproteinet. Peptiderne er anvendelige i diag-
nostiske midler og fremgangsmider samt til fremstilling
af vaccine.
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Den foreliggende opfindelse angéar peptider med immunologiske
egenskaber, eventuelt immunogene egenskaber, der er faelles med anti-
gener, der kan opnas i renset form, ud fra virus, som er i stand til at frem-
provokere lymphadenopatier, der kan udvikle sig til erhvervet immunde-
fektsyndrom (AIDS) hos mennesker.

Opfindelsen angar nasrmere bestemt hidtil ukendte peptider af den i krav 1
angivne art. Disse peptider kan genkendes af antistoffer, der induceres i
mennesker af virus betegnet ved forkortelsen HIV (ifelge nomenklaturen
defineret i NATURE). Peptiderne ifelge opfindelsen har irhmunogene
egenskaber kan geres immunogene in vivo, hvilken immunogenicitet kan
manifestere sig ved en induktion in vivo af antistoffer, der genkender de
antigener, som er karakteristiske for HIV-2 virus, samt (for sa vidt angar
visse af disse peptider) antigener karakteristiske for HIV-1. Opfindelsen
angar endvidere et antigent middel af den i krav 23 angivne art eller et
immunogent middel af den i krav 24 angivne art.

Opfindelsen angér ogsa anvendelsen af disse peptider til diagnosticering
in vitro af HIV-2-infektion i en biologisk veeske.

Endelig angar opfindelsen et kit til in vitro diagnosticering af HIV-2-
infektion i en biologisk vaeske.

Visse af de omhandlede peptider kan anvendes i metoder til diagnose in
vivo af visse former for AIDS hos mennesker, og peptiderne kan endvidere
anvendes i systemer eller "kits" til diagnose.

Et ferste retrovirus, som er benavnt LAV-1 eller HIV-1, er blevet isoleret
og beskrevet i GB patentansegning nr. 83/24.800 og EP patentansegning
nr. 84/401.834 indleveret den 14. september 1984. Dette virus er ligeledes
blevet beskrevet af F. Barre Sinoussi et al i Science 220, 45-99, side 868-
871.
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Varianter af dette HIV-1 virus, som betegnes LAV, ELI og LAV MAL, er
ligeledes blevet isoleret, karakteriseret og beskrevet i EP patentansegning
nr. 84/401.834.

HIV-1 virus og disses varianter besidder de felgende egenskaber:

Som foretrukne mélceller har de humane Leu3 celler (eller T4-lymfocytter)
og disses "immortaliserede" cellederivater.

De har en revers transcriptase-aktivitet, som nedvendigger tilstedevaerel-
sen af Mgz*-ioner, og udviser en kraftig aktivitet overfor poly(adenylat-
oligo-deoxythymidylase) poly(A)-oligo(dT)12-18).

De har en densitet pa 1,16-1,17 bestemt i en saccharose-gradient.

De har en middeldiameter pa 139 nm og en gennemsnitlig kernediameter
pa 41 nm. ’

Lysaterne af disse virus indeholder et protein benasvnt p25 (kerneprotein),
som ikke udviser immunologisk krydsning med proteinet p24 fra HTLV-1.

De indeholder et protein benaevnt p42, som herer til deres kappe, og
de indeholder desuden et kappe-glycoprotein benaevnt gp110, som har en
molekylvaegt pa 110 000. ‘

Isoleringen og karakteriseringen af retrovirus, som horer til en bestemt
klasse og som kun har et reduceret immunologisk slaegtskab med sine
ophav, er beskrevet i EP patentansegning nr. 87/400.151.4. Disse retrovi-
rus, som er blevet grupperet under betegnelsen HIV-2, er blevet isoleret i
forbindelse med talrige afrikanske sygdomstilfaslde, hvor der forekommer
symptomer pa en lymphadenopati eller et AIDS-tilfzelde.
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Retrovirus af typen HIV-2 udmeerker sig, ligesom retrovirus af typen HIV-
1, ved en tropisme overfor humane T4-lymfocytter og ved en cytopatogen
effekt over for disse lymfocytter, nar de formerer sig. Herved forarsages
dels generaliserede og vedvarende polyadenopatier og dels AIDS.

Neaermere bestemt kan det siges, at retrovirus oprenset fra HIV-2 generelt
besidder felgende egenskaber:

de foretrukne malceller for HIV-2 retrovirus er humane Leu3-celler (eller
T4-lymfocytter) og immortaliserede celler afledt af disse T4-lymfocytter;

de er cytotoksiske overfor humane T4-lymfocytter, de har en revers
transcriptaseaktivitet, der nedvendigger tilstedevaerelsen af Mg**-ioner og
udviser en kraftig aktivitet overfor poly(adenylat-oligodeoxythymidylase)
(poly(A)-oligo(dT)12-18);

de har en densitet pa 1,16 bestemt i en saccharose-gradient;

de har en middeldiameter pa 140 nm og en kerne med en middeldiameter
pa 41 nm;

de kan dyrkes i permanente stammer af typen HUT eller som udtry‘kker
T4-proteinet;

de inficerer ikke T8-lymfocytter;

lysater af disse virus indeholder et protein benzaevnt p26, der ikke udviser
immunologisk overkrydsning med protein p24 fra HTLV- virus eller HTLV-
Il virus;

disse lysater indeholder endvidere et protein benaevnt p16, der ikke gen-
kendes immunologisk af proteinet p19 fra HTLV-I eller HTLV-II virus i ra-
dicimmunopraacipitationsassay;
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de indeholder endvidere et kappeglycoprotein med molekylvaegt af sterrel-
sesordenen 130.000-140.000, der ikke udviser immunologisk overkryds-
ning med gp110 fra HIV-1, men som til gengeeld krydser immunologisk
med kappeglycoproteinet gp140 fra STLV-IlI (virus isoleret fra aber);

disse lysater indeholder endvidere antigener, der kan masrkes med *S-
cystein, hvis molekylvaegt ligger mellem 32 000 og 42 000-45 000: de om-
fatter endvidere et antigen med molekylvaegt af sterrelsesordenen 36 000
og et antigen med en molekylvaegt af sterrelsesordenen 42 000, idet et af
disse antigener (benzvnt p36 og p42) sandsynligvis udger et
transmembran-glycoprotein fra HIV-2 virus,

det genomiske RNA i HIV-2 hybridiserer ikke med genomisk RNA fra HIV-
1 under stringente betingelser;

under ikke-stringente betingelser hybridiserer det genomiske RNA fra HIV-
2 hverken med env-genet eller med LTR, som steder op til genet, i HIV-1,
eller med sekvenser fra pol-regionen i HIV-1 genomet;

under ikke-stringente betingelser hybridiserer det svagt med nucleotidse-
kvenserne i HIV-1 regionen.

Et andet retrovirus benaevnt SIV-1, hvilken betegnelse erstatter den tidlige-
re anvendte betegnelse STLV-Ili, er isoleret hos rhesusaber (M.D. Daniel
et al. Science 228, 1201 (1985) N.L. Letwin et al, Science 230, 71 (1985)
under betegnelsen "STLV-llimac").

Et yderligere retrovirus bensevnt "STLV-lllagm" (eller SIVagm) er isoleret
hos vilde grenne aber. Men i modsaetning til de virus, der er til stede hos
rhesusaben, synes tilstedeveerelsen af "STLV-Hlagm" ikke at fremkalde
sygdomme af typen AIDS hos afrikanske grenne aber.
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En stamme af retrovirus SIV-1mac er deponeret ved CNCM den 7. fe-

bruar 1986 under nr. I-521. Studier har vist, at retrovirus SIV-1 indeholder

visse proteiner, der udviser et vist immunologisk slaegtskab med struktur-

proteiner eller -glycoproteiner, der kan opnas under analoge betingelser
ud fra HIV-2. Denne retrovirus SIV-1, hvis infektiese karakter man har

konstateret hos aber, blev betegnet STLVIII af de forskere, der isolerede

det (jasvnfer de bibliografiske referencer ovenfor).

Af sproglige arsager bliver disse virus i det felgende kun betegnet ved ud-
trykket SIV (udtrykket SIV er den engelske forkortelse for "Simian Immu-
nodeficiency Virus" (immundefektvirus hos aber) eventuelt efterfulgt af en
forkortelse, der angiver den abeart, hvorfra de er opnaet, f.eks. MAC eller
mac for rhesusaber eller AGM for afrikanske grenne aber (forkorteise for
African Green Monkey).

Ved at anvende de samme teknikker, som beskrevet ovenfor, har man
konstateret, at man ogsa ud fra SiV-1mac kan opna:

et principalt kerneprotein benasvnt p27, der har en molekylvaegt af sterrel-
sesordenen 27 kd,

et sterre kappeglycoprotein, benzevnt gp140,

et protein beneevnt p32, der sandsynligvis er et transmembrant protein,
der sjeeldent observeres ved radioimmunopreecipationsassay (RIPA), nar
virus forinden er maerket med **S-cystein, men som kan observeres ved
immunoaftryksprever (Western blots) i form af brede band.

Mere preecise undersegelser er gennemfert pa de ovennaevnte virus HIV-
2 og SIV virus. Fortsatte studier af HIV-2 retrovirus har ligeledes fart til
opnaelse af komplementzere DNA-sekvenser (cDNA) til RNA i disses ge-
nomer. Den komplette nucleotidsekvens for cDNA for et repraesentativt
retrovirus af klassen HIV-2 (HIV-2-ROD) er deponeret den 21. februar
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1986 ved CNCM med nummeret |- 522 under referencebetegnelsen
LAV-II ROD.

Denne nucleotidsekvens og de abne lzeserammer som de indeholder er
angivet pa figur 1 A.

| ovrigt har fortsatte studier af andre retrovirus ligeledes muliggjort en kort-
laeggelse af disses fuldsteendige nucleotidsekvenser. Dette gaelder iseer
for cDNA afledt af genomisk RNA fra SIV-virus.

Kloning og sekvensbestemmelse af SIV-1mac virus har muliggjort en kort-
leeggelse af dettes nucleotidsekvens og gennemfertes under falgende be-
tingelser:

DNA fra HUT 78 celler inficeret med SIV-virus (isolat STLV-IIl mac 142-83
beskrevet af Daniel et al (1985) Science, 228, side 1201-1204), og partielt
nedbrudt med restriktionsenzymet Sau3A blev klonet i BamHI-
restriktionsstedet i bakteriophag _-vektoren ELBL3 til opnaelse af et ge-
nomisk bibliotek. De 2 millioner rekombinante phager i det saledes sam-
mensatte genomiske bibliotek blev undersegt in situ under sikkerhedsbe-
stemmelser P3 ved hjeelp af sekvenser af HIV-2 virus stammende fra klo-
nerne lambda-ROD4, lambda-ROD35 og E2 (Clevel et al (1986) Nature,
324, side 691) og blev nick-translateret.

Hybridiseringen gennemfertes ved 5xSSC ved 50 °C, og udvaskningerne
ved 2xSSC ved 50 °C. En enkelt kion indeholdende samtlige virussekven-
ser opnaedes. Denne klon benaevntes lambda-SIV-1. Indszetningen i phag
lambda-SIV-1 maler 16,5 kb i alt og omfatter en integreret provirus, hvor
der kun mangler de 250 ferste baser fra det venstrestiliede LTR, mens det
hojrestillede LTR er komplet.




10

15

20

25

30

DK 174705 B1

7

Det integrerede provirus blev sekvensbestemt ved
dideoxynucleotidmetoden efter subkloning af tilfeeldige fragmenter i pha-
gen M13mp8. Der analyseredes 300 subkloner.

cDNA-fragmenter stammende fra klonen lambda-SIV-1 indsat i plasmider-
ne pSIV1.1 og pSIV-1.2 blev deponeret ved CNCM den 15. april 1987 un-
der numrene 1-658 (pSIV-1.1) og I-659 (pSIV-1.2).

Resultaterne er angivet i de nedenfor beskrevne figurer.

Fig. 1B betegner nucleotidsekvensen af genomet fra SIV virus og de se-
kvenser, der er afledt deraf for de virale proteiner svarende til produkterne
af generne gag, pol, env, Q, X, R, tat, art, F.

Fig. 3-11 og fig. 1C viser sammenligning af de teoretiske produkter af de
virale gener og af LTR mellem HIV-2 og SIVmac (_SIV-1).

Nucleinsyresekvenserne for cONA fra SIV er anbragt over for nucleinsyre-
sekvenserne i HIV-2 ROD virus for sa vidt angar LTR-sekvensen (jvf. fig.
1C). Denne praesentation som man genkender fra det fuidstaendige genom -
ved at sammenligne fig. 1B med fig. 3-11 muligger at man kan finde frem
til eller aflede de nucleinsyrer, der har essentielle strukturelementer feelles
med de to virus. ‘

Komparative studier, som ligeledes har muliggjort, at man opnar resultater
for kerneproteiner, i det felgende bengevnt gag-proteiner, samt kappepro-
teiner, i det falgende bengevnt env-proteiner, er ligeledes beskrevet i den
ovennaevnte EP ansegning nr. 87/400.151.4. Disse resultater viser, at
kerneproteiner (gag-proteiner) i HIV-2 udviser mindre tydelige forskelle fra
celler fra virus HIV-1 end kappeproteinerne (env-proteinerne). Totalt set
har env-proteineme i HIV-2 vist sig at udvise ekstremt svage om ikke ikke-
eksisterende immunologiske ligheder med de korresponderende env-
proteiner i HIV-1 virus.
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Derimod har komparative studier mellem strukturerne af cDNA-
sekvenserne i HIV-2 og SIV-virus muliggjort, at man kan fastlaegge visse
feelles karakteristika, som viser sig pa proteinniveauet.

Totalt set udviser proteinerne fra HIV-2 og SIV-1 vigtige immunologiske
ligheder.

Det veesentligste kappeprotein fra HIV-2 har vist sig at veere narmere be-
sleegtet med det vaesentligste kappeglycoprotein fra SIV i immunologisk
henseende end med det veesentligste kappeglycoprotein fra HIV-1.

Disse konstateringer viser sig ikke blot hvad angar molekylvaegtene: 130-
140 kd for de vaesentligste glycoproteiner fra HIV-2 og SIV overfor ca. 110
kd for det vaesentligste kappeglycoprotein fra HIV-1, men ogsa hvad angar
de immunologiske egenskaber, eftersom udtagne serumpraver fra patien-
ter inficeret med HIV-2 og isaer antistoffer dannet mod gp140 fra HIV-2
genkender gp140 fra SIV-1mac, mens de samme serumprover og de
samme HIV-2-antistoffer ved tilsvarende forseg ikke genkender gp110 fra
HIV-1. Men anti-HIV-1 serum, som aldrig har reageret med gp140 fra HIV-
2, udfeelder et protein pé 26 kd maerket med *S-cystein, der er indeholdt i
HIV-2 ekstrakter. |

Det vaesentligste kerneprotein fra HIV-2 synes at udvise en middelmole-
kylveegt pa ca. 26 000, som ligger imellem molekylvaegten for p25 fra HIV-
1 og p27 fra SIV.

Disse observationer stammer fra forseg gennemfert pa virusekstrakter
opnéet ud fra HIV-2 isoleret fra en af de ovennasvnte patienter. Lignende
resultater er opnaet med virusekstrakter af HIV-2 isoleret fra en anden pa-
tient. ‘
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Mere omfattende forseg har faet opfindeme til at erkende en ferste
klasse af peptider, der har aminosyresekvenser, der enten er identiske
eller nzert besleegtede med sekvenser indeholdt i det indre af strukturerne
for gag-proteinerne for HIV-2 eller fra SIV, og endog fra HIV-1. Disse pep-
tider er saerligt anvendelige til diagnose af en infektion hos mennesker
med HIV-2 virus eller en variant deraf.

Pa denne baggrund kan fremgangsméaden og midlet ifelge opfindelsen
anvendes til diagnose in vitro af antistoffer rettet mod HIV-2 virus eller va-
rianter deraf, iseer i biologiske prever, navnlig serumprever fra patienter,
der har veeret udsat for en infektion med HIV-2 virus, idet visse af disse
peptider muligger en saerlig tydelig diskrimination mellem infektioner forar-
saget af HIV-2 virus og HIV-1 virus.

Disse omfattende studier har ligeledes fort til muligheden for at syntetisere
peptider, der er immunogene eller kan geres immunogene, og som udvi-
ser strukturelle karakteristika, der muligger at de in vivo kan inducere dan-
nelsen af antistoffer, der er i stand til at genkende env-proteiner bade fra
HIV-1 og HIV-2, og i det mindste for en del af disse peptiders vedkom-
mende at binde sig bade til HIV-1 virus og til HIV-2 virus, specielt med det
formal at neutralisere disse. Anvendelsen af disse typer peptider er sale-
des seerligt indiceret til fremstilling af aktive bestanddele af vacciner mod
HIV-virus, og dermed imod AIDS.

For nedenfor at beskrive de aminosyrerester, der indgar i strukturen af de
omhandlede peptider, anvender man for aminosyren den entydige interna-
tionale nomenklatur, der betegner hver naturlig aminosyre med et stort
bogstav ifelge den nedenstaende tabel:

M Methionin
L Leucin

| Isoleucin

V Vaiin
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Phenylalanin
Serin

Prolin
Threonin

> - D v T

Alanin

Tyrosin
Histidin
Glutamin
Asparagin
Lysin
Asparaginsyre
Glutaminsyre
Cystein
Tryptophan
Arginin

ODSOMOXZOTI

Glycin

Nar en aminosyre p.g.a. sin position midt i aminosyrekasden, der er karak-
teristisk for et givet peptid, kan have flere betydninger, kan den enten vae-
re betegnet med en bindestreg "-", hvis dens betydning kan veere vilkarlig,
eller ved et lille bogstav, nar denne aminosyre kan udvise et antal fore-
trukne betydninger, og dette antal imidlertid altid .er sterre end 1. | sidst-
naevnte tilfeelde er de mulige betydninger af det lille bogstav altid angivet i
forbindelse med det peptid, som det tilharer.

For at lette laesningen bliver disse peptider ogsa betegnet med en forkor-
telse env efterfulgt af et tal, ved reference til de indeholdte aminosyrer ef-
ter omstaendighederne, i env-proteinerne i visse typer af HIV-1, HIV-2 eller
SIV. Dette omtales naermere nedenfor.

| de efterfelgende definitioner betegner grupperne X enten en fri NH2-
gruppe eller en amideret gruppe iseéer med en eller to alkylgrupper inde-
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holdende 1-5 carbonatomer, eller en peptidgruppe, der indeholder 1-5
aminosyrer, hvor den N-terminale aminosyre selv udviser en fri NHy-
gruppe eller amidgruppe, som angivet tidligere, og grupperne Z betegner
enten en fri -OH-gruppe eller alkoxygruppe og indeholder sa en alkylgrup-
pe omfattende 1-5 carbonatomer, eller en peptidgruppe omfattende 1-5
aminosyrer, hvis C-terminale aminosyre selv udviser en fri -OH-gruppe
eller alkoxygruppe, som angivet ovenfor, idet de grupper pa 1-5 aminosy-
rer, der eventuelt indgar i X eller Z eller i begge er saddanne, hvis tilstede-
veerelse ikke er inkompatibel med bevarelsen i hovedsagen af de immuno-
logiske, eventuelt immunogene egenskaber ved de peptider, som de er
fiernet fra. ‘

Peptiderne ifalge opfindelsen, som har immunologiske egenskaber fzlles
med antigener fra HIV-2 og for visse af dem endvidere med antigener fra
HIV-1 eller varianter deraf, er kendetegnet ved, at de ligeledes har en pep-
tidstruktur feelles med antigener fra SIV. Med fordel omfatter disse peptider
normalt hajst 40 aminosyrerester.

Foretrukne peptider er de felgende:

env1
XRV-AIEKYL-DQA-LN-WGCAFRQVCZ

env2
X-LE-AQI-QQEKNMYELQKLNZ

env3
XELGDYKLVEITPIG-APT--KR--—-Z

env4
X-—VTV-YGVP-WK-AT--LFCA-Z
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envd
X---QE--L-NVTE-F--W-NZ

envé
XL---S-KPCVKLTPLCV--Z

env?y
X---N-S-IT--C-K----Z

env8
X-{---YC-P-G-A-L-C-N-TZ

X-eeneColKQel - m-G--YZ

Naermere bestemt angar opfindelsen falgende peptider:

envi
XRV-AIEKYL-DQA-LN-WGCAFRQVCZ

env2
X-LE-AQIQQEKNMYELQKLNZ

[
(8\)

nv
XELGDYKLVEITPIG-APT--KR--—-Z

|

(]
2
<
BN

DK 174705 B1
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X-—--VTV-YGVP-W-AT--LFCA-Z

envs
X--—-E--L-NVTE-F--W-NZ

enve
XL---S-KPCVKL-PLC---Z

env?
X---N-S-|—C-K-—--Z

envg
X-l--YC-P-G-A-L-C-N-TZ

env9
X--——A-C-—---W--Z

envi0
Z-G-DPE-—---NC-GEF-YC-—---NZ

envi1i
X-----C-I-Q-l-=-—G--YZ

DK 174705 B1

Seerligt fordelagtige peptider svarende til de foregaende udviser de fal-

gende formler:

env1

XRVTAIEKYLQDQARLNSWGCAFRQVCZ, eller
XRVTAIEKYLKDQAQLNAWGCAFRQVCZ

env2

XSLEQAQIQQEKNMYELQKLNSWZ, eller

XLLEEAQIQQEKNMYELQKLNSWZ
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env3
XELGDYKLVEITPIGFAPTKEKRYSSAHZ, eller

XELGDYKLVEITPIGLAPTNVKRYTTG-Z
Man bemzerker, at peptiderne env1, env2, env3 bekrasfter den meget sto-

re lighed meliem HIV-2 og SIV-1. Faktisk er det ferste peptid inkluderet i
HIV-2 genomet og det andet i SIV-1 genomet.

env4
XabsdVTVeYGVPfWogAThiLFCAjZ,

hvori bogstaverne a-j og o kan have felgende betydninger:

aerC, EellerD
berT, K D, Neller |
cerQellerL
derY eller W
eerFellerY
ferT, VellerA
gerNellerE
herleller T
ierPellerT
jerTeller S
oerKellerR

envS

XabcoEdeLfNVTEgFhiW|NZ,

hvori bogstaverne a-j og o kan have de felgende betydninger:

aerDeller P
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berDellerN
cerYellerP

derl V, lellerL
eerT,V, EellerA
ferV, Geller E eller --
gerA N, GellerS
herD eller N

ier AellerM

jerN, KellerE
oerQellerS

enve
XLachdKP(_)VKLoPLCuefKZ,

hvori bogstaverne a-f, 0 0g u kan have felgende betydninger:

aerFellerw
berE eller D
cerTellerQ
derlellerL
eerA SellerT
ferMeller L
oerTellerS
uerVeller |

env’/
XabCNxSylocdCeKfghiZ,

hvori bogstaverne a-i og x og y kan have felgende betydninger:

aerNellerTeller|
berHeller SellerN

DK 174705 B1
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cerEellerQ
derS, AellerC

eerDellerP
ferH, VellerD
gerYelierS
herW eller F
ierDellerE
XerTellerR
yerVeller A
oerTellerQ

env8
XalbcdYCxPeGfAgLhCIN|TZ,

hvori bogstaverne a-k og x kan have fglgende betydninger:

aerAecellerP
berR eller P
cerF,lellerC
derRellerH
eerPeller A
ferYellerF
gerlLellerl
herR eller K
ier-ellerN
jerD eller K
xerAelierT

envg
XwabcxyAdCefghizWikZ,

hvori bogstaverne a-k 0g x-z kan have felgende betydninger:

DK 174705 B1
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aerKeller-ellerE

b erR eller -

cer P eller M eller |
derWellerH eller Y
eerWeller N eller T eller R
ferF eller|

gerKeller S eller N eller G
her G eller R eller E
ier-ellerAeller T

jer Keller N eller D eller §
k er D eller A eller N eller K eller E
werN, Dellerl

xer R eller G eller K

yer Qeller Keller R
zerKeller E eller Q eller N

enviQ |
XaGbDPEcdefghNCiGEFjYCokximnNZ,

hvori bogstaverne a-n og x kan have felgende betydninger:

aerKeller-eller G

b er S eller G eller -
cerVeller|
derAellerVellerT
eerYellerTelierMeller F
ferMellerH

gerWeller S

herTellerF

ierRellerG

jerLeller F

DK 174705 B1
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o er N eller K
kerMellerS

ler Weller Q eller K eller G
mer F eller L

nerleller F

xerTeller S elier N

envii
XabcdwCeloQflxgyhizGjklYZ,

hvori bogstaverne a-l og w-z kan have felgende betydninger:

aerRellerTeller S eller N
b er N eller (
cerYellerT
derAellerL ellerV
e erHellerR
ferlellerF
gerTellerM

h er H eller Q eller A
ierKellerE
jerRellerK

k er Neller A

| erV elier M

wer P eller Q

x er Neller K

y er Weller V
zerVelerT eller K
oerKellerR

Det skal generelt bemaarkes, at de aminosyrer, der har en entydig betyd-
ning (og som saledes er repraesenteret af et stort bogstav svarende det
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internationale nomenklatur), og som indgdr | de definitioner for
peptideme ifelge opfindelsen, der er angivet ovenfor, viser sig at korre-
spondere med identiske aminosyrer placeret i samme rzekkefelge i de kor-
responderende sekvenser i mindst en HIV- eller SIV-1 virus.

Positionerne af disse sekvenser er understreget og fordelt inde i aminosy-
resekvenserne i env-proteinerne for henholdsvis HIV-2 ROD (CNCM nr. I-
532) og HIV-1 BRU (CNCM nr. 1-232) vist ’pé fig. 2. Reekkefelgen af ami-
nosyrerne i env- og gag-proteinerne for henholdsvis SIV-tmac (CNCM nr.
1-621) og af HIV-2 ROD vist pa fig. 3 og fig. 4.

De ubrudte linier, der er vist pa visse steder af disse sekvenser, skal un-
derstrege, at visse aminosyrer indeholdt i disse sekvenser er frivilligt ude-
ladt p& praesentationen for at muliggere, at identiske aminosyrer bringes
pa linie (markeret med en stjerne), eller at to vertikale punkter pa en og
samme vertikale linie i de korresponderende proteinsekvenser fra pa den
ene side HIV-1 og HIV-2 og pa den anden side SIV og HIV-2.

Bortset fra de ovennasvnte peptider angar opfindelsen ligeledes peptider,
der er modificeret ved indsaetning og/eller udeladelse og/eller substitution
af en eller flere aminosyrer, s& laenge de antigene eller immunogene
egenskaber af disse peptider ikke modificeres, eller at genkendelsesegen-
skaberne for antigenet eller antistoffet hos disse peptider ikke er vaesent-
ligt modificeret.

| en seerligt foretrukken udferelsesform angar opfindelsen peptider, der har
immunologiske egenskaber faelles med peptidskelettet i kappeglycoprotei-
net fra virus af klasse HIV-2, idet disse peptider indeholder et antal amino-
syrerester, der ikke overstiger 40.

Disse foretrukne peptider ifelge opfindelsen udviser felgende sekvenser:

envi
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RVTAIEKYLQDQARLNSWGCAFRQVC
AIEKYLQDQ

RVSAIEKYLKDQAQLNAWGCAFRQVC
AIEKYLKDQ

env2

SLEQAQIQQEKNMYELQKLNSW
QIQQEKN

LLEEAQIQQEKNMYELQKLNSW

env3

ELGDYKLVEITPIGFAPTKEKRYSSAH
YKLVEITPIGFAPTKEK

ELGDYKLVEITPIGLAPTNVKRYTTG-
YKLVEITPIGLAPTNVK

env4

CTQYVTVFYGVPTWKNATIPLFCAT
VTVFYGVPTWKNAT

CIQYVTVFYGVPAWRNATIPLFCAT
VTVFYGVPAWRNAT

EKLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCAS
VTVYYGVPVWKEAT

EDLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCAS
VTVYYGVPVWKEAT

DNLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCAS
VTVYYGVPVWKEAT

envS
DDYQEITL-NVTEAFDAWNN
L-NVTEAF

DK 174705 B1
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DDYSELAL-NVTESFDAWEN
L-NVTESF

PNPQEVVLVNVTENFNMWKN
LVNVTENF

PNPQEIELENVTEGFNMWKN
LENVTEGF

PNPQEIALENVTENFNMWKN
LENVTENF

envé
ETSIKPCVKLTPLCVAMK
ETSIKPCVKLSPLCITMR
DQSLKPCVKLTPLCVSLK
DQSLKPCVKLTPLCVTLN
PCVKLTPLCV

env?

NHCNTSVITESCD
NTSVIT

NHCNTSVIQECCD
NTSVIQ

TSCNTSVITQACP
NTSVIT

INCNTSVITQACP
NTSVIT

INCNTSAITQACP
NTSAIT

env8
YCAPPGYALLRC-NDT
YCAPAGFAILKCNNKT
YCAPAGFAILKCNDKK
YCAPAGFAILKCRDKK

DK 174705 B1
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envd
NKRPRQAWCWFKG-KWKD
NERPKQAWCRF GG-NWKE
N--MRQAHCNISRAKWNA
D--IRRAYCTINETEWDK
I--IGQAHCNISRAQWSK

envi0

KGSDPEVAYMWTNCRGEFLYCNMTWEFLN

NCRGEFLYCN

GG-DPEVTFMWTNCRGEFLYCKMNWFLN

NCRGEFLYCK
-GGDPEIVTHSFNCGGEFFYCNSTQLFN
NCGGEFFYCN
-GGDPEITTHSFNCRGEFFYCNTSKLFN
NCRGEFFYCN
-GGDPEITTHSFNCGGEFFYCNTSGLFN
NCGGEFFYCN

envii

RNYAPCHIKQIINTWHKVGRNVY
CHIKQI :

RNYVPCHIRQIINTWHKVGKNVY
CHIRQI

TITLPCRIKQFINMWQEVGKAMY
CRIKQFI

SITLPCRIKQIINMWQKTCKAMY
CRIKQII

NITLQCRIKQIIKMVAGR-KAlY
CRIKQH

DK 174705 B1
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Peptiderne ifelge opfindelsen kan med fordel fremstilles ved de klas-
siske metoder inden for peptidsyntese. Denne syntese kan gennemferes i
homogen oplasning eller i fast fase.

F.eks. kan man anvende synteseteknikken i homogen opl@sning beskrevet
af HOUBEN-WEYL i "Methode der Organischen Chemie", Ed. E. Wunsch,
vol. 15-1 og Il., THIEME, Stuttgart 1974.

Ved denne metode kondenserer man successivt to og to de successive
aminoacylgrupper i den kreevede reekkefslge eller man kondenserer ami-
noacylgrupper og foruddannede fragmenter, der allerede indeholder flere
aminoacylgrupper i den rigtige reekkefolge, eller flere saledes tidligere
fremstillede fragmenter, idet det er underforstaet, at man forinden har ta-
get hejde for at beskytte alle de reaktive grupper pa disse aminoacylgrup-
per eller fragmenter, bortset fra de aminogrupper i den ene og de carbo-
xylgrupper i den anden eller vice-versa, som normalt skal indga i dannel-
sen af peptidbindinger, isaer efter aktivering af carboxylgruppen ved vel-
kendte metoder inden for peptidsyntese. Som variant kan man udnytte
koblingsreaktioner, hvor der geres brug af klassiske koblingsmidler af car-
bodiimidtypen, som f.eks. 1-ethyl-3-(3-dimethyl-amino-propyl)-carbodiimid.
Nar den anvendte aminoacylgruppe udviser en supplerende syrefunktion,
iseer nar der er tale om glutaminsyre, kan disse vaere grupper veere be-
skyttet, f.eks. med t-butylester-grupper.

Ved progressive synteser aminosyre efter aminosyre begynder syntesen
fortrinsvis med en kondensation af den C-terminale aminosyre med den
aminosyre, der svarer til det nabostillede aminoacyl i den enskede se-
kvens og sa fremdeles indtil den N-terminale aminosyre. Ved anden fore-
trukken teknik ifelge opfindelsen anvender man metoden beskrevet af
R.D. Merrifield, "Solid phase peptide synthesis” (J. Am. Soc., 45, 2149-
2154).
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For at fremstille en peptidkeede efter Merrifield-metoden anvender
man en meget poras polymer resin, hvorpd man fikserer den ferste C-
terminale aminosyre i keeden. Denne aminosyre fikseres pa resinet ved
hjeelp af sin carboxylgruppe, mens dens aminogruppe er beskyttet, f.eks.
med en t-butyloxycarbonylgruppe.

Nar den ferste C-terminale aminosyre séledes er fikseret pa resinen, fier-
ner man beskyttelsesgruppen pa aminogruppen og ved at vaske resinen
med en syre. '

Nar beskyttelsesgruppen for aminogruppen er t-butyloxycarbonyl, kan den
fiernes ved behandling af resinen med trifluoreddikesyre.

Man kobler derpa den anden aminosyre, der leverer det andet aminoacyl i
den tilstreebte sekvens ud fra den C-terminate aminoacyl, til den debeskyt-
tede aminogruppe i den ferste C-terminale aminosyre fikseret til resinen.

Fortrinsvis er carboxylgruppen i den anden aminosyre aktiveret, f.eks. med
dicyclohexylcarbodiimid, og aminogruppen er beskyttet, f.eks. med t-
butyloxycarbonyl.

Man opnar saledes den ferste del af den tilstrasbte peptidkaede, der omfat- -
ter to aminosyrer, og hvis terminale aminogruppe er beskyttet. Som tidlige-
re debeskytter man aminogruppen og man kan derpa fortseette med fikse-
ring af det tredje aminoacyl under analoge betingelser med dem, der an-
vendtes ved additionen af den anden C-terminale aminosyre.

Man fikserer saiedes den ene efter den anden af de aminosyrer, der skal
udgere peptidkaeden, tii aminogruppen, der hver gang forinden er de-
beskyttet, til den allerede dannede del af peptidkaeden, som er bundet til
resinen. '
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Nar hele den enskede peptidkeede er dannet, fierner man beskyttelses-
grupperne pa de forskellige aminosyrer, der udger peptidkeeden, og man
friger peptidet fra resinen, f.eks. ved hjeelp af flussyre. '

Opfindelsen angar ligeledes vandopleselige oligomere af de ovennaevnte
monomere peptider. Oligomeriseringen kan fremkalde en foregelse af im-
munogeniciteten af de monomere peptider ifelge opfindelsen. Uden at
denne talangivelse skal opfattes som begreensende, kan man ikke desto
mindre neevne, at disse oligomere f.eks. kan indeholde 2-10 monomeren-
heder.

Monomerenhederne, der indgar i denne oligomer, udgcrés enten alle af
polypeptidet fra sekvens 1 eller af polypeptidet fra sekvens 2 eller af det
ene eller det andet af disse polypeptider.

Man kan ogsa til gennemferelse af oligomeriseringen anvende enhver
sasdvanlig polymerisationsteknik inden for peptidkemien, idet denne poly-
merisation gennemferes, indtil man opnar en oligomer eller polymer, der
indeholder det kreevede antal monomere enheder til opnaelse af den on-
skede immunogenicitet.

En metode til oligomerisation eller polymerisation af den monomere bestar
i at omsaette denne med et tveerbindingsmiddel, sasom glutaraldehyd.

Man kan ogsa anvende andre oligomerisations- eller koblingsmetoder,
f.eks. den metode, der ger brug af successive koblinger af monomerenhe-
derne ved hjzelp af deres terminale carboxyl- og aminogrupper i neervee-
relse af bifunktionelle homo- eller heterokoblingsmidler.

‘Man kan ligeledes til fremstilling af molekyler omfattende en eller flere en-

heder af de ovennavnte 17 aminosyrer anvende de genteknologiske me-
toder, der ger brug af mikroorganismer, der er transformeret med en given
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nucleinsyre, og som omfatter de passende korresponderende
nucleotidsekvenser.

| forbindelse med opfindelsen er der tilvejebragt nucleinsyrer, der indehol-
der en eller flere sekvenser afledt af cDNA-sekvensen for HIV-2 ROD-
virus. Disse sekvenser, der er markeret med den nummerering, der figure-
rer pa den ovenfor beskrevne sekvens, koder for visse interessante pepti-
der ifelge opfindelsen.

Sekvens, der koder for env1 nucleotid 7850 - 7927

- - - - enw2-  8030-8095
- - - - env3-  7601-7636
- - - - enva-  6170-6247
- - - - env5-  6294-6349
- - - - envB-  6392-6445
- - - - env7-  6724-6763
- - - - env8-  6794-6838
- - - - ew®-  7112-7162

- - - - enviO- 7253 - 7336
- - - - envili- 7358 - 7426

De korresponderende nucleinsyrer fra SIV-virus indeholder ligeledes en
eller flere sekvenser afledt af cDNA fra SIV-1-virus. Disse sekvenser, der
koder for peptiderne envi-env11 kan lokaliseres pa fig. 3 ved sammenlig-
ning med de korresponderende sekvenser, der er beskrevet for HIV-2.

Nar de immunogene midler er konjugeret med et basremolekyle som angi-
vet i krav 24 opnas dette ved kovalent kobling af peptiderne ifeige opfin-
delsen (eller de naevnte oligomere) til naturlige eller syntetiske fysiologisk
acceptable og ikke-toksiske baerermolekyler, ved hjaelp af komplementeere
reaktive grupper, der henholdsvis basres af basrermolekylet og peptidet.
Eksempler pa passende grupper er illustreret i det felgende:
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Som eksempler pa beerermolekyler eller makromolekyleere beerere, der
kan indga i konstitutionen af konjugater ifelge opfindelsen, kan man naevn-
te naturlige proteiner, sasom tetanus anatoxin, ovalbumin, serumalbumi-
ner, haamocyaminer etc.

Som eksempler pa syntetiske baerermolekyler kan man f.eks. naevne poly-
lysiner eller poly(D-L-alanin)-poly(L-lysin).

| litteraturen naevnes andre typer anvendelige makromolekyleere baerere,
og disse udviser i reglen en molekylvaegt pa over 20 000.

For at syntetisere konjugaterne ifalge opfindelsen kan man anvende i og
for sig kendte metoder, f.eks. som beskrevet af FRANTZ and ROBERT-
SON, Infect. and Immunity, 33, 193-198 (1981), eller P.E. KAUFFMAN,
Applied and Environmental Microbiology, (October 1981), vol. 42, nr. 4,
611-614 idet man anvender et passende peptid og baerermolekyle.

| praksis anvender man med fordel som koblingsmiddel f.eks. falgende
forbindelser: glutaraldehyd, ethylchlorformiat, vandopleselige carbodiimi-
der, sasom N-ethyl-N' -(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid, HCI, diiso-
cyanater, bis-diazobenzidin, di- og trichlor-s-triaziner, cyanogenbromid
samt de koblingsmidler, der er naevnt i Scand. J. Immunol., (1978), vol. 8,
p. 7-23 AVRAMEAS, TERNYNCK, GUESDON).

Man kan anvende en hvilken som helst koblingspkoces, hvor der gares
brug af en eller flere reaktive grupper i peptidet og en eller flere reaktive
grupper i baerermolekylerne. Med fordel drejer det sig om carboxyl- og
aminogrupper, der kan give anledning til en koblingsreaktion i naervaer af
et koblingsmiddel af den type, der anvendes ved proteinsyntese, f.eks. 1-
ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid, N-hydroxybenzotriazol etc.
Man kan ogsa anvende glutaraldehyd, iseer nar det drejer sig om indbyr-
des at forbinde aminogrupper, der henholdsvis sidder pa peptidet og bee-
rermolekylet. )
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Peptiderne ifelge opfindelsen udviser antigeniske egenskaber. De kan sa-
ledes anvendes ved diagnostiske metoder til detektering af en infektion
med HIV-2 virus.

Som naevnt tidligere har undersegelser gjort det muligt at skelne mellem to
grupper af peptider, der kan anvendes ved fremgangsmader til detektering
af antistoffer mod HIV-2 virus i humane biologiske vaesker, iseer serum
eller cephalospinalvasske.

En gruppe omfatter peptider, der narmere bestemt svarer til de peptider,
der er placeret i den transmembrane del og ved enden af den udvendige
del af kappeproteinet. Disse proteiner er ovenfor betegnet env1, env2 og
env3. De muligger en specifik genkendelse af tilstedeveerelsen af antistof-
fer mod HIV-2 og muligger saledes en diskrimination mellem overstaede
eller tilstedeveerende infektioner p.g.a. HIV hos en person, naermere en
bestemt en diskrimination mellem infektioner, som var provokeret af HIV-2
og infektioner, som var provokeret af HIV-1.

Opfindelsen angar ligeledes et antigent middel, der indeholder mindst et af
de ovennasvnte peptider eller mindst en oligomer af et sadant peptid, som
er ejendommeligt ved, at det har evnen til at kunne genkendes af serum af
human oprindelse, der indeholder antistoffer mod HIV-2.

Opfindelsen angar endvidere en fremgangsmade til in vitro at diagnostice-
re et eller flere peptider ifelge opfindelsen for at kunne detektere antistoffer

mod HIV-2 i biologiske veesker, isgar human serum.

Mere generelt omfatter in vitro diagnosemetoden falgende trin:

Den biologiske vaeske bringes i kontakt med peptiderne,
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den eventuelle tilstedeveerelse af et peptid-antistofkompleks detekteres
ved fysiske eller kemiske metoder i den biologiske veeske.

| en foretrukken udferelsesform for fremgangsmaden ifeige opfindelsen
gennemfores detekteringen af antigen-antistofkomplekset ved hjeelp af
immunoenzymatiske prever (af typen ELISA), immunofluorescensmetoder
(af typen IFA), radioimmunologiske metoder (af typen RIA) eller radioim-
munopreecipiteringsmetoder (af typen RIPA). Saledes angar opfindelsen
ligeledes ethvert peptid ifelge opfindelsen, der er meerket ved hjaelp af en
passende marker, f.eks. en enzymatisk, fluorescerende eller radioaktiv
marker.

Sadanne metoder omfatter f.eks. falgende trin:

afsaetning af fastlagte maengder af et peptidholdigt middel ifelge opfindel-
sen i brendene i en mikrotiterplade,

anbringelse af stigende fortyndinger af det serum, der skal diagnosticeres,
i brondene,

inkubering af mikrotiterpladen og gentagne skylninger af denne,

indfering i brendene af et maerket antistof mod immunglobulinerne i blodet,
hvor meerkningen af disse antistoffer kan vaere gennemfert ved hjeelp af et
enzym valgt blandt enzymer, der er i stand til at hydrolysere et substrat
ved at modificere absorptionen af dettes straling, i det mindste ved en fast-
lagt bolgelaengde,

detektering ved sammenligning med en kontrolprave af den hydrolyserede
meengde substrat.

Opfindelsen angar ligeledes kit til in vitro diagnose af tilstedeveerelsen af
antistoffer mod HIV-2 virus i et biologisk medium, som omfatter:
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et peptidisk middel ifeige opfindelsen,

reagenser til tilvejebringelse af en sammensaetning af mediet, der er hen-
sigtsmaessig for gennemfarelsen af den immunologiske reaktion,

reagenser, der muligger en detektering af antigen-antistofkomplekset dan-
net ved den immunologiske reaktion. Sadanne reagenser kan ligeledes
veere forsynet med en marker eller veere i stand til at kunne genkendes af
et masrket reagens. Dette er isaer tilfeeidet, nar det ovenngevnte peptidiske
midde! ikke er maerket.

- en biologisk referencevaevsveeske fri for antistoffer, der genkendes af det
ovennaevnte peptidiske middel.

Der kan dannes antistoffer mod peptiderne ifelge opfindelsen, og denne
produktion er ikke begraenset til polyklonale antistoffer.

Den finder ligeledes anvendelse pa et hvilket som helst monoklonalt anti-
stof produceret af ethvert hybridom, der kan dannes ved klassiske meto-
der ud fra miltceller fra et dyr, isaer mus eller rotter, der er immuniseret
med et af peptiderne ifelge opfindelsen, og celler fra en passende myelo-
macellelinie, og som kan udveelges pga. sin evne til at producere mo-
noklonale antistoffer, der genkender det peptid, der oprindeligt blev an-
vendt til immuniseringen af dyret.

Opfindelsen angar endvidere immunogene midler til fremstilling af vacci-
ner, hvis aktive bestanddel bestar af mindst et peptid ifelge opfindelsen
eller en oligomer af et sddant peptid eller et peptid, der er konjugeret med
et beeremolekyle, og som er ejendommeligt ved, at de inducerer dannel-
sen af antistoffer mod disse peptider i tilstraekkelig maengde til ogsa at in-
hibere proteiner fra HIV-2 retrovirus, ja endog selve HIV-2 retrovirus i
association med en farmaceutisk acceptabel basrer.
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De immunogene midler til fremstilling af vacciner omfatter fordelagtigt
nermere bestemt mindst et af de peptider, der ovenfor betegnedes env4,
envd, envb, env7, env8, env9, env10, envi1 eller blandinger heraf. Blandt
disse peptider, der er velegnede til at udgere aktive bestanddele i vacci-
ner, er visse seerligt foretrukne, fordi de udviser en basal aminosyrestruk-
tur, der svarer til regioner i kappeglycoproteiner, der udviser en hgj grad af
konservering, ikke blot i HIV-2 og i SIV, men ogsa i HIV-1 virus. Disse pep-
tider, der er seerligt foretrukne, er de peptider, der betegnes env4, og visse
af peptiderne env5, envé og env10.

| en foretrukken udferelsesform for opfindelsen veelges de immunogene
peptider eller fragmenter af disse, der er velegnede som aktive bestandde-
le i vacciner, blandt de formler, der svarer til sekvenserne som i kappegly-
coproteinerne fra HIV-2, SIV og HIV-1, udviser en aminosyrehomologi der
er over 50%, og som herer til den eksterne del af kappen af virus, og som
er fri for eller neesten fﬁ for deletioner, og som indeholder cysteinrester,
der fremmer stabiliteten af bindingerne og dannelsen af "harnale".

De efterfelgende peptider tilherer denne kategori af foretrukne peptider.

env4
XVTV-YGVP-W-ATZ

envh
XL-NVTE-FZ

envb
XKPCVKL-PLC-Z

env/
XN-S-|-Z
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envi0
XNC-GEF-YC-Z

envi1
XC-1-Q-i1Z

Fordelagtige farmaceutiske midler bestar af injicerbare oplesninger, su-
spensioner eller liposomer, der indeholder en effektiv dosis af mindst et
produkt ifelge -opfindelsen. Fortrinsvis tilvejebringes disse oplesninger,
suspensioner elier liposomer i en steril isotonisk vandfase, fortrinsvis en
fysiologisk saltopl@sning eller glucoseoplesning.

Der anvendes naermere bestemt sadanne suspensioner, oplesninger eller
liposomer, der er i stand til at indgives ved intradermisk, intramuskuleer
eller subkutan injektion eller ved kopsaetning.

Farmaceutiske midler, kan ogsa indgives pa anden made, iseer oralt.

Farmaceutiske midler, der kan anvendes som vacciner, kan for at vasre
effektive ved dannelsen af antistoffer mod HIV-2 virus f.eks. indgives i do-
ser pa10-500 ug/kg af peptiderne ifelge opfindelsen, fortrinsvis 50-100
Ha/kg.

Disse doser er kun anfert som eksempler og skal ikke opfattes som be-
greensende.

Som anfert ovenfor kan de forskellige naarmere definerede peptider omfat-
te modifikationer, der ikke har til virkning, at de immunologiske egenskaber
modificeres pé fundamental vis. De akvivalente peptider, der derved op-
nas, er omfattet af de efterfelgende patentkrav. Som eksempel pa eekviva-
lente peptider kan man naevne peptider, hvis strukturer svarer tii cDONA
regioner i andre varianter af HIV-2, SIV eller HIV-1, nar disse regioner
bringes pa linie under de betingelser, der svarer til de ovenfor angivne i
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forbindelse med HIV-2 ROD, SIV og HIV-1 BRU. Som eksempler pa

andre af disse peptider kan man naevne peptider, hvis struktur svarer til de

regioner i cDNA, der er deponeret ved CNCM, iseer med numrene 1-502, |-
642 (HIC-2 IRMO) og 1-643 (HIV-2 EHO) samt i visse tilfaelde varianter af
HIV-1, der er deponeret ved CNCM med numrene 1-232, 1-240, |-241, |-
550 og 1-551.

Peptiderne ifelge opfindelsen kan ogsa defineres ved de efterfelgende
formler, hvori X, Z og bindestregerne "-" har de ovenfor angivne betydnin-
ger:

XRV-AIEKYL-DQA-LN-WGCAFRQVCZ
XAIEKYL-DZ

X-LE-AQIQQEKNMYELOQKLNSWZ
XQIQQEKNZ

XELGDYKLVEITPIG-APT--KR-----Z
XYKLVEITPIG-APT--KRZ

X----VTV-YGVP-W--AT--LFCA-Z
XVTV-YGVP-W--ATZ

X----E--L-NVTE-F-W-NZ
XL-NVTE-FZ

XL---S-KPCVKL-PLC----Z
XKPCVKL-PLC-Z
XS-KPCVKL-PLC-Z

X---N-§-1--C-Z
XN-S-1-Z
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XYC-P-G-A-L-C-N-TZ

XeweA-Comm-W--Z
NKRPRQAWCWFKG-KWKD
X-G-DPE----~NC-GEF-YC---—-NZ
XemeneCrl-Q-lere- G Y Z

Opfindelsen angar ligeledes foruden de allerede beskrevne SIV peptider
proteiner, som kodes for af cDNA fra SIV virus. De angar ligeledes protei-
ner fra enhver immunologisk virus, der i immunologisk henseende er nzert
beslaegtet med SIV-1mac, specielt enhver virus, hvis kappeproteiner og -
glycoproteiner udviser immunologisk overkrydsning, og hvis cDNA udviser
en homologiprocent pa mindst 95%, fortrinsvis mest 98%.

Specielt angar opfindelsen kappeproteiner og -glycoproteiner, der kodes
for af env-genet, og som er vist pa fig. 3,

Aminosyrerne i de ovennasvnte SIV-proteiner er vist pa linie med aminosy-
resekvenserne fra de korresponderende proteiner fra HIV-2 virus; de verti-
kale punkter, der figurerer mellem de to sekvenser, svarer til aminosyrer,
der er fzelles for proteinerne fra de to virus.

De cDNA sekvenser der koder for de ovennaevnte‘proteiner, er vist pa fig.
1B.

Disse cDNA sekvenser lokaliseret ved den nummerering, der figurerer pa
de tidligere beskrevne sekvenser (figur 1B) er felgende:

- sekvens der koder for GAG, nucleotider 551-2068
."om e vpop " 1726-4893
- v Q, " 4826-5467
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_ " " " Xl " 5298- 5633
L #onon Rl " 5637-5939
. v o ov mE " 85699354
_ “ " " " TAT_1 , " 5788'6084
Sov v ARTA, Y 6014-6130
. w v "TAT2, " 82968391
S v v v vART2, " 8294-8548
_ " " " n ENV| " 6090—8732

Opfindelsen angar saledes naturligvis de tidligere beskrevne proteiner,
hvad enten de er opnaet ud fra SIV virus, eller de er fremstillet af syntetisk
vej, iszer ved hjeelp af de metoder, der er neevnt ovenfor i forbindelse med
syntese af mindre peptider.

Opfindelsen angar ligeledes anvendelsen af de foregaende proteiner til
diagnose af den eventuelle tilstedevaerelse af antistoffer rettet mod HIV-2
proteiner, ja endog mod hele HIV-2 eller for visse af disses vedkommende
anvendelsen til diagnose af en infektion pga. en HIV virus. Proteinerne
ENV anvendes fortrinsvis til specifik diagnose'af en infektion med HIV-2
eller en variant deraf, og sommetider til diagnose af en infektion af HIV-2
eller HIV-1.

Opfindelsen angar saledes ligeledes en in vitro diagnosemetode til detek-
tering af antistoffer mod HIV-2 og eventuelt mod HIV-1 i biologiske veesker
og iseer i human serum. Sadanne fremgangsmader, der er anvendelige til
anvendelse af de ovennasvnte SIV-proteiner som diagnostiske proteiner,
er beskrevet tidligere.

Opfindelsen angar saledes ogsa kits til in vitro diagnose af tilstedevaerel-
sen af antistoffer mod HIV-2 virus og ogsa i tilfaelde mod HIV-1 virus i et
biologisk medium. Sadanne kits, der ger brug af de ovennaevnte peptider,
er ligeledes beskrevet ovenfor.
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Endvidere angar opfindelsen immunogene midler til produktion af vacci-
ner, hvis aktive bestanddel bestar af i det mindste en del af proteinet ENV
fra SIV-virus, idet dette protein ogsa kan vaere konjugeret med et beerer-
molekyle. Disse immunogene midler inducerer dannelsen af antistoffer
mod dette peptid i tilstreekkelig maengde til at inhibere proteiner fra HIV-2
retrovirus eller endog selve HIV-2 retrovirus.
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Patentkrav

1. Peptid, der udviser immunologiske egenskaber fzelles med peptidskelet-
tet i kappeglycoproteinet i virus af typen HIV-2, kendete gnet ved, at
det ligeledes udviser en peptidstruktur, der er falles med peptidskelettet i
glycoproteinet fra SIV-1 virus.

2. Peptidifelge krav 1, kendete gnet ved, at antallet af aminosyrer
ikke overstiger 40.

3. Peptid ifelge krav 2, ke nd et e g n e t ved, at det udviser en af de al-
mene formler:

XRV-AIEKYL-DQA-LN-WGCAFRQVCZ
XAIEKYL-DZ

hvori X og Z er OH- eller NH.-grupper, eller nar de immunologiske egen-
skaber af peptider befriet for disse grupper ikke modificeres vaesentligt,
kan X og Z betegne grupper omfattende 1-5 aminosyrerester, og hver af
bindestregerne betegner en aminoacylrest valgt blandt sadanne, som mu-
ligger, at det angivne peptid bevarer de immunologiske egenskaber fra en
af felgende sekvenser:

RVTAIEKYLQDQARLNSWGCAFRQVC
AIEKYLQDQ

RVSAIEKYLKDQAQLNAWGCAFRQVC
AIEKYLKDQ

4. Peptid ifelge krav 2, kend e te g n e t ved, at det udviser en af de al-
mene formler:

X-LE-AQIQQEKNMYELQKLNSWZ
XQIQQEKNZ
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hvori X og Z er OH eller NH,-grupper, eller nar de immunologiske egen-
skaber af peptider befriet for disse grupper ikke modificeres vaesentligt,
kan X og Z betegne grupper omfattende 1-5 aminosyrerester, og hver af
bindestregerne betegner en aminoacylrest valgt blandt sadanne, som mu-
ligger, at det angivne peptid bevarer de immunologiske egenskaber fra en
af de felgende sekvenser:

SLEQAQIQQEKNMYELQKLNSW
QIQQEKN
LLEEAQIQQEKNMYELQKLNSW

5. Peptid ifelge krav 2, kende t é g n et ved, at det udviser en af de al-
mene formler:

XELGDYKLVEITPIG-APT--KR----Z
XYKLVEITPIG-APT--KRZ

hvori X og Z er OH- eller NHz-grupper, eller nar de immunologiske egen-
skaber af peptider befriet for disse grupper ikke modificeres vaésentligt,
kan X og Z betegne grupper omfattende 1-5 aminosyrerester, og hver af
bindestregerne betegner en aminoacylrest vaigt blandt sadanne, som mu-
ligger, at det angivne peptid bevarer de immunologiske egenskaber fra en
af de felgende sekvenser:

ELGDYKLVEITPIGFAPTKEKRYSSAH
YKLVEITPIGFAPTKEK

ELGDYKLVEITPIGLAPTNVKRYTTG-
YKLVEITPIGLAPTNVK '

6. Peptid ifalge krav 2, kend e te gn et ved, at det udviser en af de al-
mene formler:
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X----VTV-YGVP-W-AT--LFCA-Z
XVTV-YGVP-W--ATZ

hvori X og Z er OH eller NH,-grupper, eller nar de immunologiske egen-
skaber af peptider befriet for disse grupper ikke modificeres veesentligt,
kan X og Z betegne grupper omfattende 1-5 aminosyrerester, og hver af
bindestregerne betegner en aminoacylrest valgt blandt sadanne, som mu-
ligger, at det angivne peptid bevarer de immunologiske egenskaber fra en
af de felgende sekvenser:

CTQYVTVFYGVPTWKNATIPLFCAT
VTVFYGVPTWKNAT

CIQYVTVFYGVPAWRNATIPLFCAT
VTVFYGVPAWRNAT

EKLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCAS
VTVYYGVPVWKEAT

7. Peptid ifelge krav6, kendete gnet ved, at det udviser en af form-
lerne:

CTQYVTVFYGVPTWKNATIPLFCAT
VTVFYGVPTWKNAT
CIQYVTVFYGVPAWRNATIPLFCAT -
VTVFYGVPAWRNAT
EKLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCAS
VTVYYGVPVWKEAT
EDLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCAS
VTVYYGVPVWKEAT
DNLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCAS
VTVYYGVPVWKEAT

8. Peptid ifolge krav 2, kendete g n et ved, at det udviser en af de al-
mene formier:
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Xeor-E--L-NVTE-F--W-NZ
XL-NVTE-FZ

hvori X og Z er OH eller NH2-grupper, eller nar de immunologiske egen-
skaber af peptider befriet for disse grupper ikke modificeres vaasentligt,
kan X og Z betegne grupper omfattende 1-5 aminosyrerester, og hver af
bindestregerne betegner en aminoacylrest valgt blandt sadanne, som mu-
ligger, at det angivne peptid bevarer de immunologiske egenskaber fra en
af de felgende sekvenser:

DDYQEITL-NVTEAFDAWNN
L-NVTE

DDYSELAL-NVTE SFDAWEN

PNPQEVVLVNVTENFNMWKN
LVNVTE

9. Peptid ifeige krav 8, kend et e gn et ved, at det udviser en af form-
lere:

DDYQEITL-NVTEAFDAWNN
L-NVTEAF

DDYSELAL-NVTESFDAWEN
L-NVTESF

PNPQEVVLVNVTENFNMWKN
LVNVTENF

PNPQEIELENVTEGFNMWKN
LENVTEGF

PNPQEIALENVTENFNMWKN
LENVTENF

10. Peptid ifolge krav 2, ke nd et e g n e t ved, at det udviser en af de
almene formler:
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XL---S-KPCVKL-PLC----Z
XKPCVKLTPLCVZ
XS-KPCVKLTPLCVZ

hvori X og Z er OH eller NHz-grupper, eller nar de immunologiske egen-
skaber af peptider befriet for disse grupper ikke modificeres vaesentligt,
kan X og Z betegne grupper omfattende 1-5 aminosyrerester, og hver af
bindestregerne betegner en aminoacylrest valgt blandt sadanne, som mu-
ligger, at det angivne peptid bevarer de immunologiske egenskaber fra en
af de felgende sekvenser:

LFETSIKPCVKLTPLCVAMK
LFETSIKPCVKLSPLCITMR
LWDQSLKPCVKLTPLCVSLK
KPCVKLTPLCV
KPCVKLSPLCI
SLKPCVKLTPLCV

11. Peptid ifelge krav 10, kend e te g n e t ved, at det udviser en af de
felgende strukturer:

LFETSIKPCVKLTPLCVAMK
LFETSIKPCVKLSPLCITMR
LWDQSLKPCVKLTPLCVSLK
LWDQSLKPCVKLTPLCVTLN
PCVKLTPLCV
KPCVKLSPLCI

12. Peptid ifolge krav 2, kend et e g n e t ved, at det indeholder basis-
strukturen:

X---N-§-l~—-C-Z
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XN-S-1-Z

hvori X og Z er OH eller NHx-grupper, eller nar de immunologiske egen-
skaber af peptider befriet for disse grupper ikke modificeres vassentligt,
kan X og Z betegne grupper omfattende 1-5 aminosyrerester, og hver af
bindestregerne betegner en aminoacylrest valgt blandt sadanne, som mu-
ligger, at det angivne peptid bevarer de immunologiske egenskaber fra en
af de felgende sekvenser:

NHCNTSVITESCD
NTSVIT

NHCNTSVIQECCD
NTSVIQ

TSCNTSVITQACP
NTSVIT

13. Peptid ifolge krav 12, kend et e g n et ved, at det udviser en af
formlerne:

NHCNTSVITESCD
NTSVIT

NHCNTSVIQECCD
NTSVIQ

TSCNTSVITQACP
NTSVIT

INCNTSVITQACP
NTSVIT

INCNTSAITQACP
NTSAIT

14. Peptid ifeige krav 2, kend et e gn et ved, at det har den almene
formel:
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XYC-P-G-A-L-C-N-TZ

hvori X og Z er OH eller NH,-grupper, eller nar de immunologiske egen-
skaber af peptider befriet for disse grupper ikke modificeres vasentligt,
kan X og Z betegne grupper omfattende 1-5 aminosyrerester, og hver af
bindestregerne betegner en aminoacylrest valgt blandt sédanne, som mu-
ligger, at det angivne peptid bevarer de immunologiske egenskaber fra en
af de felgende sekvenser:

YCAPPGYALLRC-NDT
YCAPAGFAILKCNNKT

15. Peptid ifeilge krav 14, kend et e g n e t ved, at det har en af formler-
ne:

YCAPPGYALLRC-NDT
YCAPAGFAILKCNNKT
YCAPAGFAILKCNDKK
YCAPAGFAILKCRDKK

16. Peptid ifelge krav 2, ke nd et e g n e t ved, at det har den almene
formel:

XeeeoA-ComeW=-Z

hvori X og Z er OH eller NH»-grupper, eller nar de immunologiske egen-
skaber af peptider befriet for disse grupper ikke modificeres vaesentligt,
kan X og Z betegne grupper omfattende 1-5 aminosyrerester, og hver af
bindestregerne betegner en aminoacylrest valgt blandt sadanne, som mu-
ligger, at det angivne peptid bevarer de immunologiske egenskaber fra en
af de felgende sekvenser:

NKRPRQAWCWFKG-KWKD
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NERPKQAWCRFGG-NWKE
N--MRQAHCNISRAKWNA

17. Peptid ifelge krav 16, kend et e g n e t ved, at det har en af formler-
ne:

NKRPRQAWCWFKG-KWKD
NERPKQAWCRFGG-KWKE
N--MRQAHCNISRAKWNA
D--IRRAYCTINETEWDK
I--IGQAHCNISRAQWSK

18. Peptid ifelge krav 2, ke nd e te g n e t ved, at det udviser en af de
almene formler:

X-G-DPE—-—--NC-GEF-YC---—NZ
XNC-GEF-YC-Z

hvori X og Z er OH eller NHz-grupper, eller nar de immunologiske egen-
skaber af peptider befriet for disse grupper ikke modificeres vaesentligt,
kan X og Z betegne grupper omfattende 1-5 aminosyrerester, og hver af
bindestregerne betegner en aminoacylrest valgt blandt sadanne, som mu-
ligger, at det angivne peptid bevarer de immunologiske egenskaber fra en
af de felgende sekvenser:

KGSDPEVAYMWTNCRGEFLYCNMTWFLN
NCRGEFLYCN

GG-DPEVTFMWTNCRGEFLYCKMNWFLN
NCRGEFLYCK

-GGDPEIVTHSFNCGGEFFYCNSTQLFN
NCGGEFFYCN
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19. Peptid ifolge krav 18, kendet e g n et ved, at det udviser en af
felgende strukturer:

KGSDPEVAYMWTNCRGEFLYCNMTWFLN
NCRGEFLYCN

GG-DPEVTFMWTNCRGEFLYCKMNWFLN
NCRGEFLYCK

-GGDPEIVTHSFNCGGEFFYCNSTQLFN
NCGGEFFYCN

-GGDPEITTHSFNCRGEFFYCNTSKLFN
NCRGEFFYCN

-GGDPEITTHSFNCGGEFFYCNTSGLFN
NCGGEFFYCN

20. Peptid ifelge krav 2, kend et e g n e t ved, at det udviser en af de
almene formler:

Xoeer-C-l-Qul-meeG—-YZ
XC--Q-1Z

hvori X og Z er OH eller NH»-grupper, eller nar de immunologiske egen-
skaber af peptider befriet for disse grupper ikke modificeres vaesentligt,
kan X og Z betegne grupper omfattende 1-5 aminosyrerester, og hver af
bindestregerne betegner en aminoacylrest valgt blandt sadanne, som mu-
ligger, at det angivne peptid bevarer de immunologiske egenskaber fra en
af de felgende sekvenser:

RNYAPCHIKQIINTWHKVGRNVY
CHIKQII

RNYVPCHIRQIINTWHKVGKNVY
CHIRQII

TITLPCRIKQFINMWQEVGKAMY
CRIKQFI
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21. Peptid ifelge krav 20, ke ndet e g n et ved, at det udviser en af
strukturerne:

RNYAPCHIKQINTWHKVGRNVY
CHIKQll

RNYVPCHIRQIINTWHKVGKNVY
CHIRQI

TITLPCRIKQFINMWQEVGKAMY
CRIKQFI

SITLPCRIKQIINMWQKTCKAMY
CRIKQH

NITLQCRIKQIIKMVAGR-KAIY
CRIKQ!

22. Peptid, der udviser peptidstruktur feelles med kappeglycoprotein pep-
tidskelettet fra HIV-2, kend e te gn e t ved, at det ligeledes udviser en
peptidstruktur der er faelles med peptidskelettet i ENV aminosyresekven-
sen fra SIV-1 vist i figur 3.

23. Antigent middel indeholdende peptidet env ifelge krav 22 eller mindst
et peptid ifelge krav 3, 4 og 5 eller mindst en oligomer af et sadant peptid,

"kendetegnetved, at det specifikt genkender tilstedeveereisen af an-

tistoffer mod HIV-2,

24. Immunogent middel indeholdende hele eller en del af peptidet env
ifelge krav 22 eller mindst et peptid eller mindst en oligomer af dette peptid
eller et peptid ifeige krav 6-21 konjugeret med et beerermolekyle, i kombi-
nation med en farmaceutisk acceptabel basrer til fremstilling af vacciner, k
endetegnetved, at det inducerer dannelsen af antistoffer mod disse
peptider i tilstreekkelig meengde til effektivt at inhibere proteiner fra HIV-2
retrovirus, eller endog selve HIV-2 retrovirus.
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25. Immunogent middel ifolge krav 24, kendete gnet ved, at det
indeholder peptider med sekvenser, som i kappeglycoproteiner fra HIV-2,
SIV-1 og HIV-1 udviser en aminosyrehomologi pa over 50%.

26. Immunogent middel ifalge krav 24 eller 25, kendetegnet ved, at
det indeholder mindst et peptid eller mindst en oligomer af et sadant pep-
tid eller peptidet konjugeret med et baerermolekyle, hvilket peptid er valgt
blandt env4, env5, envé og env10.

27. Fremgangsmade til in vitro diagnosticering af HIV-2 infektioner i en
biologisk vaeske, k e nd et e g n e t ved, at man bringer den biologiske
vaeske i kontakt med mindst et peptid ifalge ethvert af kravene 1-5 eller et
konjugat af disse peptider med et baerermolekyle, eller i kontakt med pep-
tidet env ifelge krav 22, og detekterer den eventuelle tilstedevaerelse af et
antigen-antistofkompleks i den biologiske vasske ved hjeelp af fysiske eller
kemiske metoder.

28. Fremgangsmade til in vitro diagnosticering af HIV-2 infektioner i en
biologisk veeske ifelge krav 27, ke nd et e g n e t ved, at detekteringen af
det eventuelt dannede antigen-antistofkompleks gennemferes ved hjeelp
af immunoenzymatiske prever (af typén ELISA), immunofluorescenspre-
ver (af typen IFA), radioimmunologiske prever (af typen RIA) eller ra-
dioimmunopraecipiteringsprever (af typen RIPA).

29. Kit til in vitro diagnosticering af HIV-2 infektioner i en biologisk vaeske,
kendetegnetved, at det omfatter:

et peptidisk middel indeholdende et peptid ifelge ethvert af kravene 1-5,
eller en blanding af sddanne peptider eller en konjugat af disse peptider
med et baerermolekyle, eller peptidet env ifeige krav 22,

et reagens til sammensaetning af et medium, der er gunstigt for gennemfa-
relsen af en immunologisk reaktion,
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et eller flere eventuelt maerkede reagenser til detektering af antigen-
antistofkomplekset dannet ved den immunologiske reaktion, samt

en biologisk referencevaeske, der er fri for antistoffer, som genkendes- af
det neevnte peptidiske
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HIV2.ROD
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‘ GTCGCTCTGCGGAGAGGCTGGCAGATTGAGCCCTGGGAGGTTCTCTCCAGCACTAGCAGG

TAGAGCCTGGGTGTTCCCTGCTAGACTCTCACCAGCACTTGGCCGGTIGCTGGGCAGACGG
. . . 100 Ry US -
CCCJACGCTTGCTTGCTTAAAAACCTCTTAATAAAGCTGCCAGTIACAAGC4AGTTAAGT

. - - .

CTCTGCTCCCATCTCTCCTAGTCGCCGCCTGGTCATTCGGTGTITCACCTGAGTAACAAGA
. 200 . . . .
“CCTGGTCTGTTAGGACCCTTCTTGCTTTGGGAAACCGACGCAGGAAAATCLCTAGCAGG
300

TTGGCGCCTGAACAGGGACTTGAAGAAGACTGAGAAGTCTIGGAACACEGCTUAGTGAAG

GCAGTAAGGGCGGCAGGAACAAACCACGACGGAGTGCTCCTAGAAAGGCGCGGSTCCGAGE
. - L] l‘oo L4 *
CACCAAAGGCAGCGTGTGGAGCGGGAGGAGAAGACSZCICCLNST ACCGTAAGTACCTA

TATATAGCTAGAAGATTGTG

CACCAAAAACTGTAGCCGAAAGGGCTTGCTATICTAZCT
. 500 .
MetGlyAlaArgAsnSerValleuArgGivi 5L v:AladspilelerGluAzglle
SGAGATGGGCGCGAGAAACTCCGTCTTIGASAGSSAMALASCLTATCALTTIACVAAGAAT
. [ . . - 600
ArgleuArgProGlyGlylysLlysLysTy-Acrglawlys2iclieVYalTrpAlaAlaAsn
CAGGTTACGGCCCGGCGGAAAGAAAAAGTACAGGCTARAATATATTIRTGTGIGNAGCGAA

e 3

LysLeuAspArgPheGlyleuAlaGluSerLeuLeuGiluSezl,/s3luGiyCysGlnlys
TAAATTCGACAGATTCGGATTAGCAGAGAGCCTGTTGSAGTCALAAGAGGCTTCTCLAAAA
. . . 700 . .
IleLeuThrValleuAspProMetValProThrGlySerSlassaLleulysSerreuPhe
AATTCTTACAGTTTTAGATCCAATGGTACCGACAGSTTCAGAAAATTTAAAAAGTCTTIT

AsaThrValCysVallleTrpCysIleEisAlaGluGiuLysValLysAspThrGluGly
TAATACTGTCIGCGTCATTTGGTGCATACACGCAGAAGAGAAASTGAAAGATACIGAAGG
. . 800 . . . .

4lalysGleolle7alArgArgHEisleuValAlaGluThrGlyThrAlaGluLlysMetPro
AGCAAAACAAATACTGCGGAGACATCTAGTGGCAGAAACAGCAACTGCAGACAAAATGCC

FIG. 1A
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SerThrSerArgProThrAlaProSerSerGlulysGlyGlyAsnTyrProValGlaKis
AAGCACAAGTAGACCAACAGCACCATCTACCGACAAGGCAGGAAATTACCCAGTGCAACA
ValGlyGlyAsnTyrThrHieIleProLeuSerProArgThrLeuAsnAlaTrpVallys
TGTAGGCGGCAACTACACCCATATACCGCTGAGTCCCCGAACCCTAAATGCCTGGGTAAA
. . . 1000 . ‘ .
LeuValGluGluLysLysPheGlyAlaGluValValProGlyPheGloAlaleuSerGluy
ATTAGTAGAGGAAAAAAAGTTCGGGGCAGAAGTAGTGCCAGGATTTCAGGCACTCTCAGA

GlyCysThrProTyrAspIleAsnGlatetLeuAsnCysValGlyAspHisClnAlaAla
AGGCTGCACGCCCTATGATATCAACCAAATGCTTAATTGTGTGCGGCGACCATCAAGCAGC
. 1100 . . o .

HetGlnIleIleArgGluIIelleAanIUGluAlaAlaGIuItpAspVa1G1nHiaPro
CATGCAGATAATCAGGGAGATTATCAATGAGGAAGCAGCAGAATGGGATGTGCAACATCC
. . . . . 1200

IleProGlyProleuProAlaGlyGluleuArgGluProArgGlySerAspIleAlaGly
AATACCAGGCCCCTTACCAGCGGGGCAGCTTAGAGAGCCAAGGGGATCTGACATAGCAGG

ThrThrSerThrValGluGluGlnIleGloTrpMetPheArgProGlnAsanProValPro
GACAACAAGCACAGTAGAAGAACAGATCCAGTGGATGTTTAGGCCACAAAATCCTGTACC
. . . 1300 . .
ValGlyAsnlleTyrArgArgTrplleGlolleGlyLeuGlnLysCysValArgMetTyr
AGTAGGAAACATCTATAGAAGATGGATCCAGATAGGATTGCAGAAGTGTGTCAGGATGTA

AeoProThrAsnIlelLeuAspIlelysGlnGlyProLysGluProPheGloSerTyrVal
CAACCCGACCAACATCCTAGACATAAAACAGGGACCAAAGGAGCCGTTCCAAAGCTATGT
. 1400 . . . .
AspArgPhbeTyrlysSerleuArgAlaGluGluThrAspProAlaVallysAsnTrpMet
AGATAGATTCTACAAAAGCTTGAGGGCAGAACAAACAGATCCAGCAGTGAAGAATTGGAT
. . . . - 1500
ThrGlnThrleuleuValGlnAsnAlaAsnProAspCysLysLeuValleulysGlylLleu
GACCCAAACACTGCTAGTACAAAATGCCAACCCAGACTGTAAATTAGTGCTAAAAGGACT

GlyMetAsnProThrLeuGluGluMetLeuThrAlaCysGlnGlyValGlyGlyProGly
AGGGATGAACCCTACCTTAGAAGAGATGCTGACCGCCTGTCAGGGGGTAGGTGGGCCAGG
. e . 1600 . .
GloLysAlaArgleuMetAlaGluAlsleulysGluValIleGlyProAlaProIlePro
CCAGAAAGCTAGATTAATGGCAGAGGCCCTGAAAGAGGTCATAGGACCTGCCCCTATCCC

PheAlaAlnAlaGlnGluArgLysAIéPheLysCysTrchnCysG1yLynGluclyﬂia
ATTCGCAGCAGCCCAGCAGAGAAAGGCATTTAAATGCTGGAACTGTGGAAAGGAAGGGCA
. 1700 . . o .

SerAlsArgGlnCysArgAlaProArgArgGlnGlyCysTrpLysCysGlyLysProGly
CTCGGCAAGACAATGCCGAGCACCTAGAAGGCAGGGCTGCTGGAAGTGIGGTAAGCCAGG
: (4 L] [} 1800
ThrGlyArgPhePheArgThrGlyProLeuGly

HisIleMetThrAsnCysProAspArgGlnAlaGlyPheLeuGlyLeuGlyProTrpGly
ACACATCATGACAAACTGCCCAGATAGACAGGCAGGTTTTTTAGCACTGGGCCCTIGGGE

L] * L ] L J L] *
LysGluAlaProGloLeuProArgGlyProSerSerAlaGlyAlaAspThrAsnSerThr
LysLysProArgAsnPheProValAlaGlnValProGlnGlyLeuThrProThrAlsPro
AAAGAAGCcccGCAACTTCCCCGIGGCCCAAGTTCCfgngGGCTGACACCAACAGCACC
ProSerGlySerSerSerGlySerThrGlyGluIleTyrAlaAlaArgGlulysThrGlu
ProValAspProAlaValAspleuleuGluLysTyrMetGlnGlnGlyLlysArgGloArg
CCCAGTGGATCCAGCAGTGGATCTACTGGAGAAATATATGCAGCAAGGGAAAAGACAGAG

ArgAlaGluArgGluThrIleGluGlySerAspArgGlyLleuThrAlaProArgAlsaCly
cluclhAngluArgProTery-cluV¢lthrcluAﬁpLeuLennisLencluclncly
AGACCAGAGAGAGASACCATACAAGGAAGTGACAGAGGACTTACTGCACCTCGAGCAGGG
(fig. la-forts. 1)
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GlyAupThrIleGlnclyAlaThrAsnArgGlyLeuAlaAlaProClnPheSerLeuTrp
CluThrProTyrArgCluProProThrGluAspleuLeuRisleuAsnSerlcuPheGly
GGAGACACCATACAGCGCAGCCACCAACAGAGGACTTGCTGCACCTCAATICTCTCTTTIGG

. 2100

LysAtgProV:lValThrAlaTyrllecluc1yGlnProValGluVa1LeuLeuAspThr
LysAspGln
AAAAGACCAGTAGTCACAGCATACATTGACGGTCAGCCAGTAGAAGTCTTGTTACACACA

GlyAlaAspAspSerIleValAlaGlylleGluLeuGlyAsnAenTyrSetProLysIle
CGGCCTCACGACTCAATAGTAGCAGGAATACACTTACCCAACAATTAIAGCCCAAAAATA
. 2200
VaIGIyGlyIleclyclyPheIIeAsnThrLysGIuTerysAanValcluIleGIuVal
GTAGGGGGAATAGGGGGATTCATAAATACCAAGGAATATAAAAATGTAGAAATAGAAGTT

LeuAsnLysLysValArgAlaThrlleMetThrGlyAspThrProlleAsnllePheGly
CTAAATAAAAAGGTACGGGCCACCATAATGACAGGCGACACCCCAATCAACATTTTITGGC
. 2300 ‘ .
ArgAsnIleLeuThrAlaLeuClyNetSetLeuAsnLeuProValAlaLysValGluPro
AGAAATATTCTCACAGCCTTAGGCATGTCATTAAATCTACCAGTCGCCAAAGTAGAGCCA
2400
IleLysI1eHetLeuLysProGlyLysAspGlyProLysLeuArgGlnTryProLeuThr
ATAAAAATAATGCTAAAGCCAGGGAAAGATGGACCAAAACTGAGACAATCGGCCCTTAACA
LysGlulysIleGluAlaleuLysGluIleCysGluLysMetGluLysGluGlyGlnleu
AAAGAAAAAATAGAAGCACTAAAAGAAATCTGTGAAAAAATGCAAAAAGAAGGCCAGCTA
. 2500

GluGluAla?toProThrAsnProTyrAsnThtProThrPheA1aIleLysLysLysAsp
GAGGAAGCACCTCCAACTAATCCTTATAATACCCCCACATTTGCAATCAAGAAAAAGGAC

LysAsoLysTrpArgHetLeulleAspPheArgGluleuAsnlysValThrGloAspPhe
AAAAACAAATGGACGATGCTAATAGATTTCACAGAACTAAACAACGTAACTCAAGATITC
2600

ThrCluIleGlnLeuclylleProBstroAlaGlyLeuAIaLysLysArgArgIleThr
ACAGAAATTCAGTTAGGAATTCCACACCCAGCAGGGTTGGCCAAGAAGAGAAGAATTACT

. 2700
ValLeuAspValclyAspAlaTerbeSerIleProLequscluAspPheArgPtoTyt
GTACTAGATGTAGGGGATGCTTACTTTTCCATACCACTACATGAGGACTTTAGACCATAT

ThrAlaPheThrLeuProSerValAsnAsnAlaGluProGlyLysArgTyrIleTIyrlys
ACTGCATTTACTCTACCATCAGTGAACAATGCAGAACCAGGAAAAAGATACATATATAAA
. 2800
ValLeuProclnclyTrpLyaGlySerPtoAlaIle?beclunxsrhruetArgGanal
GTCTTGCCACAGGGATGGAAGGGATCACCAGCAATTTTTCAACACACAATGAGACAGGTA

LeuGluProPheArgLysAlaAsnLysAspValllellelleGluTyrMetAspAsplle
TTAGAACCATTCAGAAAAGCAAACAAGGATGTCATIATCATTCAGTACATGGATGATATC
. 2900

LeulleAlaSerAspArgThrAcheucluﬂchspArgVaIVnlLeuGlnLeuLysclu
TTAATAGCTAGTGACAGGACAGATTTAGAACATGATAGGGTAGTCCTGCAGCTCAAGCAA

. 3000
LeuLeuAsnGlyLeuGlyPheSer?hrProAapGluLysPheclnLysAapProProTyr
CTTCTAAATGGCCTAGGATTTTCTACCCCAGATGAGAAGTTCCAAAAAGACCCTCCATAC

HisTrpMetGlyTyrGluLeuTrpProThrLlysTrpLlysleuGlaLyslleGlnLleuPro
CACTGGATGGGCTATGAACIATGGCCAACTAAATGGAAGITGCAGAAAATACAGTTGCCC
. 3100
GlnLysGluIleTtprrVaIAsnAspIleGlnLysLeuValGlyVa1LeuAsnTrpAla
CAAAAAGAAATATGGACAGTCAATGCACATCCAGAAGCTAGTGGGTGTCCTAAATTGGGCA

] . . . <fig.1A- forts. 2) . ’
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AlaCGloleuTyrProGlyIleLysThrLysHisLeuCysAvgleulleArgGlyLyshet
GCACAACTCTACCCAGGGATAAAGACCAAACACTTATCTAGGTTAATCAGAGGAAAAATG

. 3200 . L) . . .
ThrLeuThrGluGluVaXGlnTtprrGluLeuAlaCluAlaGluLeucluCluAanArg
ACACTCACAGAAGAAGTACAGTGGACAGAATTAGCAGAAGCAGAGCTAGAAGAAAACAGA

. . . . . . 3300
IleIleleuSerGInGluGloCluClyBisTyrTyrClaGluGlulysGluLeuGluAla
ATTATCCTAAGCCAGGAACAAGAGGGACACTATTACCAAGAAGAAAAAGAGCTAGAAGCA

T“rValClnLysAspGluGluAsnGluTrpThrTerysIleHlsGIncluGluLysIle
AGAGTCCAAAAGGATCAAGAGAATGAGTGGACATATAAAATACACCAGGAAGAAAAAATT

LeulysValGlylLysTyrAlalLysValLysAsnThrHisThrAsnGlyIleArgleuleu
CTAAAAGTAGGAAAATATGCAAAGGTGAAAAACACCCATACCAATGGAATCAGATTGTTA
AlaGlnValValGlnlysIleGlyLysGluAlaLeuVallleTrpGlyArgIleProlys
GCACAGGTAGTTCAGAAAATAGGAAAAGAAGCACTAGTCATTTGGGGACGAATACCAAAA

. 3500 . _ . . .
PheHisLeuProValGluArgGluIleTrpGluGlnTrpTrpAspAsnaTyrTrpGlanVal
TTTCACCTACCAGTAGAGAGAGAAATCTGGGAGCAGTIGGTGCGATAACTACTGGCAAGTG

. R . . . 3600
ThrTrplleProAspTrpAspPheValSerThrProProleuValArgLleuAlaPheAsn
ACATGGATCCCAGACTGGGACTTCGTGTCTACCCCACCACTGGTCAGGTTAGCGTTITAAC
LeuValGlyAapProIlePtoGlyAlaCLUThrPherthrAspGlySerCysAenArg
CTGGTAGGGGATCCTATACCAGGTGCAGAGACCTICTACACAGATGGATCCTGCAATAGG

. . . 3700 - .
GlnSerLyeGluGlyLysAlaGlyTyrValThrAspArgGlyLysAspLysVallysLys
CAATCAAAAGAAGGAAAAGCAGGATATGTAACAGATAGAGGGAAAGACAAGGTAAAGAAA

LeuGluGlaThrThrAsaGlnGlnAlaGluLeuGluAlaPheAlaMetAlaLleuThrAsp
CTAGAGCAAACTACCAATCAGCAAGCAGAACTAGAAGCCTTTGCGATGGCACTAACAGAC

. 3800 . . . .
SerGlyProLysValAsnllelleValAspSerGlnTyrValMetGlylleSerAlaSer
TCGGGTCCAAAAGTTAATATTATAGTAGACTICACAGTATGTAATGGGGATCAGTGCAAGC

. . . . . 3900
GloProThrGluSerGluSerLyslleValAsnGlnlleIleGluGluMertIleLysLlys
CAACCAACAGAGTCAGAAAGTAAAATAGTGAACCAGATCATAGAAGAAATGATAAAAAAG
GluAlaIleTeralAlifrpValProAliiisLyoGlyIleGlyGlyAcnclnGIuVal
GAAGCAATCTATGTTGCATGGGTCCCAGCCCACAAAGGCATAGGGGGAAACCAGGAAGTA

- * [} aooo * L]
AspHisLeuValSerGlnGlyIlleArgGlnValleuPheleuGluLysIleGluProAla
GATCATTTAGTGAGTCAGGGTATCAGACAAGTGTITGTTCCTGGAAAAAATAGAGCCCGCT

GlanGluGluHisGluLysTyrHisSerAsnVallysGluLeuSerBisLysPheGlyIle
CAGGAAGAACATGAAAAATATCATAGCAATGTAAAAGAACTGTCTCATAAATTIGGAATA

. 4100 - .. . . .
ProAsnLeuValAlaArgGlinlleValAsnSerCysAlaGlnCysGlnGluLysGlyGlu
CCCAATTTAGTGGCAAGGCAAATAGTAAACTCATGTGCCCAATGTCAACAGAAAGGGGAA

- L ] L] L ] L] 4200
AlallelisGlyGlaVelAsnAlaGluleuGlyThrTrpGluMetAspCysThriiisLeu
CCTATACATGGGCAAGTAAATGCAGAACTAGGCACTTGGCAAATGGACTGCACACATTTA
GluGlyLysIlelIlelleValAlaValBisValAlaSerGlyPhelleGluAlaGluVal
GAAGGAAAGATCATTATAGTAGCAGTACATGTTGCAAGTGGATTTATAGAAGCAGAAGTC

. . . 4300 . -
IleProGlnGluSerGlyArgGluThrAlaleuPheLleuLeulysLeuAlaSerArgTrp
ATCCCACAGGAATCAGGAAGACAAACAGCACTCTTCCTATTGAAACTGGCAAGTAGGTGC

: (fig.la-forts. 3)
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ProlleThrHisLeuHisTbrAspAsnGlyAlsAenPheThrSerGluGluValLysMet
CCAATAACACACTTGCATACAGATAATGGTGCCAACTICAC?ICACAGCAGCTCAAGATC
. 4400
ValAlaTrthpIleclylleGluGlnSerPheGlyValProTyrAenProclnSetclu
GTACCATCGTGGATAGGTATAGAACAATCCTTTGGACTACCTTACAATCCACAGAG%?A%
L] 0
GlyvalValttluAlaMetAsnHisHisLleuvlysAsnGlaiieSerGluThrilevValleu
GGAGTAGTAGAAGCAATGAATCACCATCTAAAAAACCAAATAAGTGAAACAATAGTACTA
HMetAlalleHisCysMetAsnPheLysArgArgGlyGlyIleGlyAspMetThrProSer
ATCGCAAIICATTGCATGAATTTTAAAAGAAGGGGCGGAATAGGGGAIATGACTCCATCA
. 4600 .
GluArgLeuIleAanetIleThrThrCluGlnCluIleGlnPheLeuGluAlaLysAcn
GAAAGATTAATCAATATGATCACCACAGAACAAGAGATACAATTCCTCCAAGCCAAAAAT
SerLysLeuLysAspPheArgValTyrPheArgGluGlyArgAspGlnleuTrpLysGly
TCAAAATTAAAAGATTTTCGGGTCTATTTCAGAGAAGGCAGAGATCAGTTGTGGAAAGGA
. 4700
ProGlyGluLeuLeuTrpLysGlycluclyAlaValLeuValLysVaIGlyThrAsplle
CCTGGGGAACTACTGTGGAAAGGAGAAGGAGCAGTCCTAGTCAAGGTAGGAACAGACATA
. 4800
LysIlel1eProArgAtgLysAlaLysIleIIeAtgAspIyrclyGIyAtgG1nGluHet
MetGluGluAspLysArgTrp
AAAATAATACCAAGAAGGAAAGCCAAGATCATCAGAGACTATGGAGGAAGACAAGAGATG
AapSerGlySerstLeuGluG1yAlaAtgGluAspGlyGIuMetAla
IleValValProThrTrpArgValProGlyArgMetGluLysTrpHiseSerLeuVallys
GATAGTGGTTICCCACCTGGAGGGTGCCAGGGAGGATGGAGAAATGGCATAGCCTTGTCAA
- 4900
TereuLysTytLysThrLyaAspLeuGluLysVAICysTera1ProB1stsLyaVal
GTATCTAAAATACAAAACAAAGGATCTAGAAAAGGTGTGCTATGTTCCCCACCATAAGGT

GlyTrpAlaTrpTrpThrCysSerArgValllePbeProleuLysGlyAsnSerBisleu
GGGATGGGCATGGTGGACTTGCAGCAGGGTAATATTCCCATTAAAAGGAAACAGTCATCT
. 5000 .

C1uIleGlnAlaTerrpAanLeuThtPtocluLysGlyr:pLeuSerSetTytSerVal
AGAGATACAGGCAIATTGGAACTTAACACCAGAAAAAGGATGGCTCTCCTCTTATTCAOT

. 5100
ArgIleThrTrpTerhrGluLyaPheTrpThrAspValThrProAaprsAlaA:pVa1
AAGAATAACTTGGTACACAGAAAAGTTCTGGACAGATGTTACCCCAGACTGTGCAGATCT

LeulleHisSerThrTyrPheProCysPheThrAlaGlyGluValArgArgAlalleArg
CCTAATACATAGCACTTATTTCCCTTGCTTTACAGCAGGTGAAGTAAGAAGAGCCATCAG
. 5200
GlycluLysLeuLeu8erCyaCysAsnTertoArgAlaﬂstrgAlaGanalProSe:
AGGGGAAAAGTTATTGTCCTGCTGCAATTATCCCCGAGCTCATAGAGCCCACGTACCGTC

LeuclnPheLeuAlaLeuVa1anValClnGlnAsnAapArgPtoclnAngspéérthr
MetThrAspProArgGluThrValPro
ACTTCAATTTCTGGCCTTAGTGGTAGTGCAACAAAATGACAGACCCCAGAGAGACAGTAC
5300
ThrAtgLysG1nArgArgArgAspIytArg£tgGlyLeuArgLeuAlnLysclnAepSer
ProGlyAsnSerGlyGluGluThrlleGlyGluAlaPheAlaTrpLleuAsnArgThrVal
CACCAGGAAACAGCGGCGAAGAGACTATCGGAGAGGCCTTCGCCTGGCTAAACAGGACAG
. 5400
AtgsernxcLycclnArgSerSerGluSetProThrProA:gThrTerhe?roGly?a1
GluAlsIleAsnArgGluAlaValAsnEisLeuProArgGluLeullePheGloValTrp

TAGAAGCCATAAACAGAGAAG AcrcAAtCACCtAcccCGAGAACTTATIIICCAGGIGI
fig.lAa-forts.
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AlaGluVslLleuGlulleLeuAla
ClnArgSerTrpArgTyrTrpHisAspGluCloGlyMetSerGluSerTyrThrlysTyr
GGCAGAGGTCCTGGAGATACTCGCATGATGAACAAGGGATGTCAGAAAGTTACACAAAGT
. . . 5500 . .
ArgTyrleuvCysIlelleGlaLysAlaValTyrMetHisValArgLlysGlyCysThrCys
ATAGATATTTGTGCATAATACAGAAAGCAGTGTACATGCATGTTAGGAAAGGGTCTACTT

LeuGlyArgGlyHisGlyProGlyGlyTrpArgProGlyProProProProProProPro
GCCTGGGGAGGGGACATGGGCCAGGAGGGTGGAGACCAGGGCCTCCTCCTCCTCCCCCTC
. 5600 . . . .
MetAlaGluAlaProThrGluLeuProProValAspGlyThrProleu
GlylLeuVal®se
CAGGTCTCGTCTAATGGCTGAAGCACCAACAGAGCTCCCCCCGGTGGATCGGACCCCACT

ArgGluProGlyAspGluTrpllelleGlulleLeuArgGlullelysGluGluAlaleu
GAGGGAGCCAGGGGATGAGTGGATAATAGAAATCTTGAGAGAAATAAAAGAAGAAGCTTT

LysHisPheAspProArgleuleulleAlaleuGlyLysTyrlleTyrThrArghisGly

MetGlu
AAAGCATTTTGACCCTCGCTTGCTAATTIGCTCTTGGCAAATATATCTATACTAGACATGG
. . . 5800 . .
AspThrLeuGluGlyAlaArgGluLeuIleLysValleuGlnArgAlaLleuPheThrHis

ThrProleulysAlaProGluSerSerlLeulysSerCysAsuGluProPheSerArgThr
AGACACCCTTGAAGGCGCCAGAGAGCTCATTAAAGTCCTGCAACGAGCCCTTTTCACGCA

PheArgAlaGlyCysGlyHisSerArglleGlyGlaThrArgGlyGlyAsnProLeuSer
SerGluGlnAspValAlaThrGloGluLeuAlaArgGluGlyGluGlulleLeuSerGla
CTTCAGAGCAGGATGTGGCCACTCAAGAATTGGCCAGACAAGGGGAGGAAATCCTCTCTC
. 5900 . . . .
AlalleProThrProArgAsnMetGla
LeuTyrArgProleuGluThrCysAsnAenSerCysTyrCysLysArgCysCysTyrBis
AGCTATACCGACCCCTAGAAACATGCAATAACTCAIGCTATTGTAAGCGATGCIGC:S%S

_ MetAsnGluArgAlaAsp
CysCloMetCysPheleuAsalysGlylLeuGlyIleCysTyrGluArglysGlyArgArg
ATTGTCAGATGTGTITTTCTAAACAAGGGGCTCGGGATATGTTATGAACGAAAGGGCAGAC

GluCluGlyLeuclnArgLysLeuArgLeuIleArgLeuLeuBisGlnThrSetGiuIyr
; Met
ArgArgThrProLylLysThrLysThrBiaProSetProTbrProAapLys
GAAGAAGGACTCCAAAGAAAACTAAGACTCATCCGTCTCCTACACCAGACAAGTGAGTAT
. . . 6100 . .
AspGluSerAlaAlaTyrCysBisPhelleSer
MetAsuGlnlLeuleulleAlalleleuleuAlaSerAlaCysleuValTyrCysThrGln
GATGAATCAGCTGCTTATTGCCATITTATTAGCTAGTGCTTGCTTAGTATATIGCACCCA

TernlthrVaiPhetyrGlyValkrothrtanysAanlnTthleProLenPheCys
ATATGTAACTGTITTCTATGGCGTACCCACGTGGAAAAATGCAACCATTCCCCTCTTITG
. 6200 . . . .

AlaThrArgAenArgAepTh:TrpGlyThrI;eGlnCyaLeuPtoAspAonA.pAcpTyr
TGCAACCAGAAATAGCGATACTTGGGGAACCATACAGTGCTTGCCTGACAATGATGATTA
. 6300

GlaGluIlleThrLeuAsnValThrGluAlaPheAspAlaTrpAsnAsnThrValThrGlu
TCAGGAAATAACTTTIGAATGTAACAGAGGCTTTTGATGCATGGAATAATACAGTAACAGA

GloAlalleGluAspValTrpRisLeuPheGluThrSerIlelysProCysVallysleu
ACAAGCAATAGAAGATGTCTGGCATCTATTCGAGACATCAATAAAACCATGTGTCAAACT

. *(fig.la-forts. S)GAOO * °
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ThrPtoLeuCynValAIcKetLycCylSerSerThrGluSerSerTerlonnAnnTht
AACACCTTTATCTGTAGCAATGAAATGCAGCAGCACACACACCAGCACAGCGAACAACAQ_

ThrSerLyoSerThrSe}ThthrTbrthrThrProThrAapGlnGluclnclylleSE?
AACCTCAAACAGCACAACCACAACCACAACCACACCCACAGACCAGGAGCAAGAGATAAGz
. 6500 . . N -r
GluA:pThrPtoCysAlaAtgAlaAspAanyaSerGlyLeuGlyCluGluG1uThr11E
TGAGGAIACTCCA?GCGCACGCGCAGACAACTGCTCAGGATTCGCAGAGCAAGAAACGAI,
. . . . . 6607
AsnCyaGlnPheAanHetThrGlyLeuGluArgAepLyoLycLyaGlnrytAsndlnTE}
CAATTCCCAGTTCAATAIGACAGGATTACAAACAGATAAGAAAAAACAGTATAATGAAAE,
TrpTytSerLyaAanalValeaGluThrAaqunSerThrdlnclnThrGlnCynTﬂf
ATGGTACTCAAAAGATCTGGTTTGTCAGACAAATAATAGCACAAATCAGACCCAGTCTTA

. . . 6700 . Wy
HetAsoHisCysAsnThrSerVallleThrGluSerCysAspLysBisTyrTrpAspAla
CATGAACCATTGCAACACATCAGTCATCACAGAATCATGTGACAAGCACTATTGGGATCE

- . . . . . 2 !
IleArgPheAtherysAlaProProGlyTyrA1aLeuLeuAthysAsnAspThr&sn
TATAAGGTTTAGATACTCTGCACCACCGGGTTATGCCCTATTAAGAIGTAATGAE@CCQQ
. 6800 . . . .
TyrSerClyPheAIaPtoAanysSerLysVaIValAlaSerThrCysThrArgHetugt
TTATTCAGGCTTTGCACCCAACTGTTCTAAAGTAGTAGCTTCTACATGCACCAGGATG{;
. . . . . 6900
GluTerlnThrSerThrTerheGlyPheAsnclyTbtArgAlacluAsnArgThrT;r
GGAAACGCAAACTTCCACATGCTTTGCCTTTAATGCCACTAGAGCAGAGAATAGAACQIQ

IleTyrIrpHiaGlyArgAepAsnArgThrIleIleSerLeuAsnLysTeryrAsﬁﬁgu
TATCTATTGGCATGGCAGAGATAATAGAACTAICATCAGCTTAAACAAATATTATAATé
L] L L 7000 * L]
SetLeuHisCyaLysAtgProGlyAsnLysThrValLysGlnlIeHetLeuHetSergly
CAGTTTGCATTGTAAGAGGCCAGGGAATAACACAGTGAAACAAATAATGCTTATGICAQ?

BieValPheBioSetBiaIthlnProIleAsnLyaAtgProArgGlnAlaTrpraIgp
ACATGIGITTCACTCCCACTACCAGCCGATCAATAAAAGACCCAGACAAGCATGQIGQ!Q
. 7100 . . . Y
PhelysGlyLysTrpLysAspAlaMetGlnGluVallysGluThrLeuAlaLysBisPro
GTTCAAAGGCAAAIGGAAAGACGCCATGCAGGAGCTGAAGGAAACCCTTGCAAAACATQ%
L] L] L ] L ] * 720
ArgtyrArgclythrAsnAspThrArgAanlleSerPheAlnAluProGlyLyaGly§Er
CAGCTATAGAGGAACCAATGACACAAGGAAIATTAGCrrTGCAGCGCCAccAAAAGGQEQ

L B L] . L) [ .
AspProGluVaIAlaTyrHétIrpIhrAanysAtgGlyCluPtheuTerysAanet
AGACCCAGAAGTAGCATACATGTGGACTAACIGCAGAGGAGAGTTTCTCTACIGQQAQ&?
. . . 7300 . PR
ThrTerheLeuAsntrpI1eGlqunLysThrHisArgAlnTyrAlaProCy;nisQie
GACthcTTCCICAATTGGATAGAGAATAAGACACACCGCLAIIATGCACCGTG?CA;Q;

LysclnllelleAsnThttrbliaLyaValGlyArgAadValtereuProPr;ArESiu
AAAGCAAATAATTAACACATGcCATAAGGIAGGGAGAAATGTATATIIGCCTCCCAGQQQ
L. 7400 o . . e
GlyGluleuSerCysAsnSerThrValThrSerIlelleAlsAsnlleAspTrpGladsn
AGGGGAGCTGTCCTGCAACTCAACAGIAACCAGCATAATTGCTAACATTGACTGGCA%A}
' 750Q

AanAsnclnTﬁrAcnIlethrPheSerAlaGluvalAlacluLeuTyrArgLeuGluLen
cAATAATCAGACAAACAITACCTTTAGTGCAGAGGTGGCAGAACTATACAGATIGGAQI?

L] . . L) . . IR &‘.'e
GlyA.prerycLeuValcluIleThtPtoIleclyPheAlaPtoThrLyeGluLyaArg
GGGAGATTATAAATTGGTAGAAATAACACCAATTGGCTICCCACCTACAAAAGAAAAAAG

{f1g.1A-.forts. 6)7600 * °

.
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TyrSerSerAlaBisGlyArgBieThrArgGlyValPheValleuGlyPheleuGlyPhe
ATACTCCTCTCCTCACCCGAGACATACAAGAGGTGICTTCGTCCTACGGTTCTTGGGTTT

LeuAlnThrAloGlySerAlaHetGlyAlaAllSetLeuIbrVnISerAlaclnSexArg
TCTCGCAACAGCAGGTTCTGCAATGGGCGCGGCGTCCCTGACCGTGTCGGCTCAGTCCCS
. 7700 * L] * *
ThrleuleuAlsaGlyIleValGlnGloGluGlnGloLeuLleuAspValVallysArgGla
CACTTTACTCGCCCGCATAGTGCAGCAACAGCAACACCTGTTGGACGTGGTCAAGAGAg:
. . * [ ] [ 3 78
GloGluLeuLeuArgleuThrValTrpGlyThrLysAsuLeuGloAlaArgValThrAls
ACAAGAACTGTTGCGACTGACCGTCTGGGCAACGAAAAACCTCCAGGCAAGAGTCACTGC

IleCluLysTereuGlnAqulnAlaArgLeuAanSerTrpGIyCysAlaPheArgcln
TATAGAGAAGTACCTACAGGACCAGGCGCGGCTAAATTCATGGGGATGTGCCTTTAGACA
. . - - 7 900 .. L]

VaICysHisThrThtValProTrpVa1AanA9p5etLeuA1aProAspTrpAnpAanet
AGTCTGCCACACTACTGTACCATGGGTTAATCATTCCTTAGCACCTGACTGGGACAATAT

ThrTrpGlnGluTrpGluLysGlaValArgTyrLeuGluAlaAsnIleSerLysSerLeu
GACGTGGCAGGAATGGGAAAAACAAGTCCGCTACCTGGAGGCAAATATCAGTAAAAGTTT
. 8000 . . . .

GluGlnAlaGluIleclnGInGluLysAsnMetTyrGluLeuCInLysLeuAsnSethp
AGAACACGCACAAATTCAGCAAGAGAAAAATATGTATGAACTACAAAAATTAAATACCTG
- ) - - ) . . - 8100

AspIlePbeGlyAsnTerheAspLeuThrSerIrpValLysTyrIleGInTyrGIyVa1
GGATATTTTTGGCAATTGGTTTGACTTAACCTCCTCGGTCAAGTATATTCAATATGGAGT

LevllelleValAlaVallleAlaleuArgIleVallleTyrValValGloMetLeuSer
Val
GCTTATAATAGTAGCAGTAATAGCTTTAAGAATAGTGATATATGTAGTACAAATGITAAG
. . . 8200 . .
A1aCysPheLeuPbePtoProArgLeuTerroThrAsp
ArgleuArglysGlyTyrArgProValPheSerSerProProGlyTyrIieClnGlnlle
GlyLeuGluAtgAlalleGlyLeuPheSerLeuProPtoProVaIIleSerAsnArgSer
TAGGCTTAGAAAGGGCTATAGGCCTGTTTTCTCTTCCCCCCCCGGTTATATCCAACAGAT

ProTerroGlnGlyProGlyThrAlaSerClnArgArgAsnArgArgArgArthpLys
BiolleﬂieLycAspAtgGlyc1nProA10A0n61uGluThrclucluAcpclyGIySer
IleSerThrArgThrGlyAspSerClnProThrLlysLysGlaoLysLysThrValGluAla
CCATATCCACAAGGACCGGGGACAGCCAGCCAACGAAGAAACAGAACAAGACGGTGCAAG
. 8300 . . . .
GlnA:gIrpArgGlnIleLeuAlaLeuAlaAcpSerI1errThrPheProAspProPto
AsnGlyGlyAspArgTyrItthoTerroIleAIaIyrIleﬂis?heLeuIleArgcln
ThrValGluThrAspThrGlyProGlyArg
CAACGGTGGAGACAGATACtGGCCCIGGCCGATAGCATATATACATTTCCIGATchigg
AlaAapSerProLeuAlpGInThrIIeclnniaLenGlnGlyLethtIIeGIncluLeuA -
LeuIleArgLeuLethrArgLeuIyrSetIleCyeArgAopLeuLeuSerAtherPhe
_GCTGATTCGCCTCTTGACCAGACTATACAGCATCTGCAGGGACTTACTATCCAGGAGCTT
ProAspProProThrHisLeuProGluSerGlnArgLeuAlaGluThr
LeuthrLeuGInLeuIlerrGlnAsnLeuAtgAcpTrpLeuAtgLeuArgrbrAlaPhe
CCTGACCCTCCAACTCATCTACCAGAATCTCAGAGACTGGCTGAGACTTAGAACAGCCTT
. o . 8500 o .
LeuGlnTyrGlyCysGlnIrpIleclncluAlaPheGlnAlaAlaAlaArgAlaTh:Arg
MetGlyAlaSerGlySerLysLysHioSerArgProProArgGlyLeuGinGla
CTTGCAATATGGGCTGCGAGIGGATCCAAGAAGCATTCCAGGCCGCCGCGAGGGCTACAAG
(fig.1A- forts™. 7)
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GluThrLeuAlsGlyAlaCysArgGlyLeuTrpArgValleuGluArglleGlyArgCly
ArgleuleuArgAlaArgAlaGlyAlaCysGlyGlyTyrTrpAsnGluSerGlyGlyGlu
AGAGACTCTTGCGGGCGCGTGCAGGGGCTTGTGGAGGGTATTGGAACGAAICGGGAGGGG
. 8600 .
IleLeuAlaVc1ProArgAthleArgclnClyAlaGluIleLlaLeuLeu
TyrSerArgPheGlnGluGlySerAspArgGluGlnlysSerProSerCysGluGlyArg
AATACTCGCGGTTCCAAGAAGGATCAGACAGGGAGCAGAAATCGCCCTCCTGTGAGGGAC
. 8700
GlnTyrGlnGlnclonpPheHetAlnthrProTrpLylAspPtoAlaAlaGluAtgGlu
GGCAGTATCAGCAGGGAGACTTTATGAATACTCCATGGAAGGACCCAGCAGCAGAAAGGG

LysAsnLeuTyrArgGloGlnAsnMetAspAspValAepSerAspAspAspAspGlnVal
AGAAAAATTTGTACAGGCAACAAAATATGGATGATGTAGATICACATGATGATGACCAAG

. 8800 -
ArgValSerValThrProLysValProLeuArgProHetIhersArgLeuAla1leAsp
TAAGAGTTTCTGTCACACCAAAAGTACCACTAAGACCAATGACACATAGATTGGCAATAG

MetSerHisLeulleLysThrArgGlyGlyleuGluGlyHMetPheTyrSerGluArgArg

ATATGTCACATTTAATAAAAACAAGGGGGGGACTGGAAGGGATGTTTTACAGTGAAAGAA
. 8900

HstysIleLeuAsnIIeTytLeuGluLyaGIuGluGIyIIéIIeAlaAspTrpclnAsn
GACATAAAATCTTAAATATATACTTAGAAAAGGAAGAAGGGATAATTGCAGATTGGCAGA
. 9000

TerheraGlyProClyVnlArgTerroHetPhePheGlyIrpLeuTrpLysLeuVa1
ACTACACTCATGGGCCAGGAGTAAGATACCCAATGTTCTIITGGGTGGCTATGGAAGCTAG

ProValAspValProGlnGluGlyGluAspThrGluThrBieCysLeuValHisProAla
TACCAGTAGATGTCCCACAAGAAGGGGAGGACACTGAGACTCACTGCTTAGTACATCCAG
. 9100
GlnThrSerLyoPheAupAspPronsGlyGluThrLeuValtrpGluPheAapProLeu
CACAAACAAGCAAGTTTGATGACCCGCATGGGGAGACACTAGTICTGGGAGTTTGATCCCT

LeuAlaTyrSerTyrGluAlaPhelleArgTyrProGluGluPheGlyBisLysSerGly
TGCTGGCTTATAGTTACGAGGCTTTTATTICGGTACCCAGAGGAATTTIGGGCACAAGTCAG
. 9200 .
LeuProclucluGlutrpLysAlaAtgLeuLyaAlaArgclylleProPheSer
GCCTGCCAGAGGAAGAGTGGAAGGCGAGACTGAAAGCAAGAGGAATACCATITAGTITAAA
. 9300

CACACCAACAGCTATACTTGGTCAGGCCAGGAAGTAACTAACAGAAACACCTGAGACTGC

AGGGACTTTCCAGAAGGGGCTGILACCAAGCGAGGGACATGGGAGGAGCTGGTGCGGAAC
< Y 9‘00 -

ccccTCATATICTCTGTATAAAIATACCCGCTAGCrTGCATTGTACTTCGGTCGCTCTGC

GGAGAGGcTGGCAGATTGAGCCCTGGCAGGTICTCTCCAGCAGTAGCAGGTAGAGCCIGG

. 11 - TS g g
GTGITCCCTGCTAGACTcTCACCAGCACTIGGCCGGIGCTGGGCAGACGGCCCCAOGgrg
. 960

GCTIGCTTAAAAACCTCCTITAATAAAGCTGCCAGTTAGAAGCA

(fig.1A- forts. 8)
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FIG 1B

AGYCGCYCTGCGGAGACGCYGGCKGATTCAGCCCTCGCAGCYTCYCTCCAGCACTAGCAG

CTAGAGCCTGGGTGTTCCCTGCYAGACTCTCACCAGCACTTCGCCCETGCTGGGCAGAGT
. . . 100 . .
GCCTCCACGCTYGCTTGCTTAAAGACCTCTITCAATAAAGCTGCCATTTACAAGTAAGCTA

GTGTCTGTTCCCATCTCTCCTACYCGCCGCCTCCTCAACTCGGTACYCGGYAATAAAAAG

L] zoo * L] L] L]
ACCCTGETCTGTTAGGACCCTGGTCTGTTAGGACCCTYITCTGCTTITGGGAAACCCAAGCA
. 3oo

GCAAAATCCCTACCAGATTGGCGCCCGAACAGGGACTTGAAGGAGAGTGACAGACYCCTG

AGTACGGCTGAGYCAAGGCACYAACGCCG&CAGGAACCAACCACCACGGAGTGCYCCYAG
L] L L “00 L] -
AAAGGCGCGGGTCGGTACCAGACGGCGTGAGGAGCGGGGAGAGAAGAGGCCTCCTGETTG

CAGGTAAGTGCAACACAAAA!GGAAATAGCTGTCTTTTAYCC‘CCAACGGATAATAAGAT
.. soo L3 - * .
GAGDHGTGLYALAARGASNSERVALLEUSERCLYLYSLYSALAASPGLULEUGLU
AGAGTGGGAGATGGGCGCGAGAAACTCCGTCTTGTCAGGGAAGAAAGCAGATGAATTAGA
. L ] . * L] 600
LYSILEARGLEUARGPROCLYCLYLYSLYSLYSTYRHETLEULYSHISVALVALTRPALA
AAAAATTAGACTACGACCCGGCGGAAAGAAAAAGTACAYGITGAAGCATCTAGTATCGGC

ALAASNGLULEUASPARGPHEGLYLEUALAGLUSERLEULEUGLUASNLYSGLUG(YCYS

AGCAAATCAATTAGATAGATTTGGATTAGCAGAAAGCCTCTTGCAGAACAAAGAAGGATG
. . . 700 . .
CLNLYSILELEUSERVALLEUALAPROLEUVALPROYHRGLYSERGLUASNLEULVSSER

YCAAAAAATACT?TCGGTCTT&GCTCCATTACTGCCAACAGCCTCAGAAAATTTAAAAAG

LEUTYRASNTHRVALCYSVAL!LEYRPCYSILEHISALAGLUGLULYSVALLYSHISTHR
CCTYTATAATACTC?CTGCGYCATCTGGTGCATTCACGCAGAAGACAAAGTGAAACACAC
L) ’ aoo L J L] ° *

CLUGLUALALYSGLNILEVALGLNARGHISLEUVALHETGLUTHRGLYYHRRLAGLUTHR

TGAGGAAGCAAAICIGATAGTCCAGAGACACCYACYGATGGAAACAGGAACAGCAGAAAC
900

- [ ) - L] e
HETPROLYSTHRSERARGPROTHRALAPROPHESERGLYARGGLYGLYASNTYRPROVAL
TATGCCAAAAACAAGTAGACCAACAGCACCATTTAGCGGCAGAGGAGGAAATTACCCAGT

GLNGLNILEGLYGLYASNTYRTHRMISLEUPROLEUSERPROARGTHRLEUASNALATRP
ACAACAAATAGGTGGIAACTITACCCACCYACCAYTAAGCCCGAGAACATTAAATGCCYC
. . . 1000 . o
VAL&YSLEUlLECLUGLULYSLYSPHEGLYALAGLUVALVALSERGLYPHEGLNALALEU
GGTAAAATTAAYAGAGGAGAAGAAATTTGGAGCACAAGTAGTGTCAGGATTTC‘GGCACT

SERGLUGLYCYSLEUPROTYRASP [LEASNGLNHETL EUASNCYS VALGLYASPHISGLN
GVCAGAAGGCTGCCTCCCCTATGACATTAATCAGATGTTAAATTGTGT CGCACACCATCA

. 1100 ] . ' . .
ALAALAHETGLNlLElLEA&GASPILEILEASNGLUGLUALAALAASPTRPASPLEUGLN

AGCCGCTATGCAGATCATCAGAGATATTATAAATGAGGAGGCTGCAGATTGGGACTTGCA
1200

L] * L L L ]
HlSPROGLNGLN&LAPROGLNGLNGLYGLNLEUARGGLUPROSERGLYSERASPlLEALA‘
GCACCCICAACAAGC?CCACAACAAGGACAGCTTAGGGAGCCGTCAGGATCAGATATYGC

L ] L J L J [ ] L ]

CLYTHRT"&SERTHRV‘LGLUGLUGLNlLEGLNTRPHEYTYRARCCL"GLNASNPRO!LE
IGGAACAlC"GT‘CAGTAGA‘CAACA‘ATCC‘GTGGATGTACAGACA‘CAGlACCCC‘7
. - . 1300 . .

FIG. 1R-
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PROYALGLYASNILETYRARGARCTRPILEGLNLEUGLYLEUGLNLYSCYSVALARGRET
ACCAGTAGGCAACATTTACAGGAGATGCGATYCCAACTCCGCTYGCAAAAATGTGCTCAGAAY

TYRASNPROTHRASNILELEUASPVALLYSGULNCLYPROLYSGLUPROPHEGLNSERTYR
GVATAACCCAACAAACATTCTAGATGTAAAACAAGGGCCAAAAGAGCCATTTCAGAGCTA
1400

VALASPARGPHEYYRLYSSERLEUARGALAGLUGLNTHRASPPROALAVALLYSASNYRP
TGYAGACAGGTTCTACAAAAGTTTAACAGCAGAACAAACAGATCCAGCAGTAAAGAATTG
. 1500
HETTNRGLNTHRLEULEUILEGLNASNALAASNPROASPCYSLYSLEUVALLEULYSGLY
GATGACTCAAACACTGCTGATTCAAAATGCTAACCCAGATTGCAAGCTAGTGCTGAAGGG

LEUGLYTHRASNPROTHRLEUGLUGLUNETLEUTHRALACYSGLNGLYVALGLYGLYPRO
GCTGGGTACGAATCCCACCCTAGAAGAAATGCTGACGGCCTGTCAAGGAGTAGGGGGGCC
. 1600
GLYGLNLYSALAARCLEUHETALACLUALALEULYSCLUALALEUALAPROALAPROXLE
AGGACAGAAGGCTAGATTAATGGCAGAAGCCCTGAAAGAGGCCCTCGCACCAGCGCCAAT

PCLVALLEUGLULEUTRP
PROPHEALAALAALAGLNGULNLYSGLYPROARGLYSPROTLELYSCYSTRPASNCYSGLY
CCCTTITGCAGCACCCCAACAGAAGGGACCAACAAAGCCAATTAAGIGYYGGAATTGTGG
. 1700
GLUGLYARGTHRLEUCYSLYSALANETGLNSE&PRULYSLYSTHRGLYHETLEUGLUHET
LYSGLUGLYHISSERALAARGGLNCYSARGALAPROARGARGGLNGLYCYSTRPLYSCYS
GAAGGAAGGACACTCYGCAAGGCAATGCAGAGCCCCAAGAAGACAGGGATGCTGGAAATG
1800
TRPLYSASNGLYPROCYSYYRGLYCLNHETPROLYSGLNTHRGLYGLYPHEPHEARGPRO
GLYLYSMETASPHISVALMETALALYSCYSPROASNARGGLNALAGLYPHELEUGLYLEU
YGGAAAAATGGACCATGTTATGGCCAAATGCCCAAACAGACAGCGCGGGTTTTTITAGGCCT

TRPPROLEUGLYLYSGLUALAPROGLNPHEPROHISGLYSERSERALASERGLYALAASP
GLYPROTRPGLYLYSLVSPROARGASNPHEPROMETALAGLNYALHISGLNGLYLEUTHR
TGGCCCYTCCGCAAAGAAGCCCCGCAATTTCCCCATGGCYCAAGTCCATCAGGGGCTGAC
. 1900
ALAASNCYSSERPROARGARGTHRSERCYSGLYSERALALYSGLULEUNISALALEUGLY
PROTHRALAPROPROGLUGLUPROALAVALASPLEULEULYSASNTYRMETHISLEUGLY
GCCAACTGCTCCCCCAGAAGAACCAGCTGTGGATCTGCTAAAGAACTACATGCACTTGGG

GUNALAALAGLUARGLYSGLNARGGLUALALEUGLNGLYGLYASPARGGLYPHEALAALA
LYSGLNGLNARGGLUSERARGGLYLYSPROTYRLYSGLUVALTHRGLUASPLEUL EUHIS
CAAGCAGCAGAGAGAAAGCAGAGGGAAGCCYTACAAGGAGGTGACAGAGGATTTGCTGCA
2000
PROGLNPHESERLEUTRPARGARGPROVALVALTHRALAH!SILEGLUGLYGLNPROVAL
LEUASNSERLEUPHEGLYGLYASPGIN®
CCTCAAYTCTCTCYYTGGAGGAGACCACTAGTCACTGCTCATAYYGAAGGACAGCCTGTA
. 2100
GLUVALLEULEUASPYHRGLYALAASPASPSER!LEVALIHRGLYILECLULEUGLYPRO
GAAGTATTATTAGATACAGGGGCTGATGATTCTATTGTAACAGGAATAGAGTTAGGTCCA

L L o L] [ [ ]
HISTYRYHRPROLYS ILEVALGLYGLYILEGLYGLYPHEILEASNTHRLYSGLUTYRLYS
CATYATACCCCAAAAATAG?AGGAGG‘ATAGGAGGT!TTATTAATACTAAAGAAYACAAA

. 2200
ASNVALGLU!LEGLUVALLEUGLYLYSARGILELYSGLYTHRlLEﬂETTNRGLYASPTHR
AATGTAGAAATAGAAGTTTTAGGCAAAAGGATTAAAGGGACAATCATGACAGGGGACACC

PROJLEASNILEPHEGLYARGASKLEULEUTHRALALEUGLYRETSERLEUASNLEUPRO
CCGAITAACATTTTTGG?AGAAAITV‘C'AACAGCICTGGGGATGYCTCTAAATCITCCC.
N 2300

ILEALALYSVALGLUPROVALLYSSERPROLEULYSPROGLYLYSASPGLYPROLYSL(U
AYAGCYAAGGTAGAGCCTG?AAAGTCGCCCYTAAAGCCAGGAAAGGATGGACCAAAAI;G

2400
LYSGLNTRPPROLEUSERLYSGLULYSILEVALALALEUARGGLUILECYSGLULYSNEY
AAGCAGTGGCCATTATCAAAAGAAAAGATAGTTGCATTAAGAGAAATCTGTGAAAAGATG

(f1g.13-forts. 1)
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GLULYSASPGLYCLNLEUGLUGLUALAPROPROTHRASNPROTYRASNTHRPROTHRPHE
CAAA&ACATCCICAC'TGCACGAACCTCCCCCCACC‘ATCCATAYAACACCCCCACltrf
. 2500
ALAILELYSLYSLVSASPLYSASNLYSYRPARCHETLEU'LEASPPNEARCCLULEU‘SN
GCTATAAAGAAAAAGGATAAAAACAAATGGAGAATGCTGATAGATTTTAGCGAACTAAAT
ARGVALTHRGUNASPPHE THRCLUVALGLNLEUGLYILEPROHISPROALAGLYLEUALA
ACGGTCACTCAAGACTYTACGGAAGTCC‘AfTACCAATACCACACCCTCCACCACTACCA
. 2600

LYSARGLYSARGILE THRVALLEU‘SP'LEGLYASPAL‘ ‘YRPHESER lLEPROLEUASP
AAAAGGAAAAOCAYTACAGTACYCCATAYACGTGACGCAYAITYC’CTATACCTCTAGA‘

hd . 2700
CLUGLUPHEARGGLNTYRTHRALAPNETHRLEUPRDSEﬂV&L‘SNASNAL‘CLUPROGLV
GAAGAATTTAGGCAGTACACTGCCTYTACTTTACCATCAGTAAATAATGCAGAGCCAGGA

LYSARGTYRILETYRLYSVALLEUPROGLNGLYTRPLYSGLYSERPROALATILEPHEGLN
AAACGATACATTTATAAGCTTCTGCCTCAGGCAICGAAGGGGTCACCAGCCATC?TCCAA
o 2800
TYRTHRHETARGHISVALLEUGLUPROPHEARGLYSALAASNPROASPVALTHRLEUVAL
TACACTATGAGACATGTGCTAGAACCCTTCAGGAAGGCAAATCCAGATGTGACCTTAGTC

GUNTYRMETASPASPILELEVILEALASERASPARGTHRASPLEUGLUHISASPARGYAL -

CACTAYATGGATGACATCTTAATAGCTAGTCACAGCACAGACCYGGAACAYGACACGCYA
. 2900 ‘e

VALLEUCLNLEULYSGLULEULEUASNSERILEGLYPHESERSERPROGLUGLULYSPHE

GYTTTACAGTTAAAAGAACTCYTAAATAGCATAGGGITYTCAYCCCCAGAAGAGAAATTC
o 3000

GLNLYSASPPROPRDPHECLNTRPHETGLYYYRCLULEUTRPPROYHRLYSTRPLYSLEU
CAAAAAGATCCCCCATTTCAATGGATGGGGTACGAATTGTGGCCGACAAAATGGAAGTTG

- L ] * L L] L

GUNLYS ILEGLULEUPROGLNARGGLUTHRTRPTHRVALASNASPILEGLNLYSLEUVAL

CAAAAGATAGAGTTGCCACAAAGAGAGACCTCC&CAGTGAATGATATACAGAACTTAGTA
- 3100

CLYVALLEUASNTRPALAALAGLNILETYRPROGLY!LELYSTHRLYSHISLEUCYSARG

GGAGTATTAAATTGGGCAGCTCAAATTTATCCAGGTATAAAAACCAAACATCTCTIGTAGG

. L] L ] L ] L e
LEUTLEARGGLYLYSHETTHRLEUTHRGLUGLUVALGULNTRP THRGLURETALAGLUALA
YTAATTAGAGCAAAAATGACYCTAACAGAGGAAGTTCACTGGACTGAGATGGCAGAAGCA

3200
GLUTYRCLUGLUASNLYS!LEILELEUSERGLNGLUGLNGLUGLYCYSTYRTYRGLNGLU
GAATATGAGGAAAATAAAATAATTCTCAGTCAGGAACAAGAACGATGTTATTACCAAGAA

. 3300
SERLYSPROLEUGLUALATHRVALILELYSSERGLNASPASNGLNYRPSERTYRLYSILE
AGCAAGCCATTAGAAGCCACGGTGATAAAGAGTCAGGACAATCAGTGGTCTTATAAAATT

. . [ . . . .
HISGUNGLUASPLYSILELEULYSVALGLYLYSPHEALALYSILELYSASNTHRHISTHR
CACCAAGAAGACAAAATACTGAAAGTAGGAAAATTYGCAAAGATAAAGAATACACATACC

. 3400
ASNGLYVALARGLEULEUALAHISVALILEGLNLYSlLEGLYLYSGLUALAlLEV‘LlLE
AATGGAGTTAGACTATTAGCACATGTAATACAGAAAATAGGAAAGGAAGCAATAGTGATC

Ld L4 L L] L] L]
TRPGLYGUNYALPROLYS PHEHISLEUPROYALGLULYSASPYALTRPGLUGLNTRPTR?
TGGGGACAGGTCCCAAAAYTCCACTTACCAGTTGAGAAGGATGTATGGGAACAGTGGTGG

3500
THRASPTYRTRPGLNVALTHRTRPILEPROGLUTRPASPPHEILESERTHRPROP&OLEU
ACAGACTAYTGGCAGGYAACCTGGATACCGGAATGGGATTYCATCTCAACACCACCAYTA .

.« 3600
VALARGLEUVALPHEASNLEUVALLTSASPPRO!LEGLUGLYGLUGLUTHRTYRTYRVAL
GTAAGATTAGTCTYCAATCTAGTGAAGGACCCTATAGAGGGAGAAGAAACCTATTATGTA

L J L] * [ ] L] -
ASPGLYSERCYS SERLYSGLNSERLYSGLUGLYLYSALAGLYTYRILETHRASPARGGLY
GATGGATCATGTAGTAAACAGTCAAAAGAAGGAAAAGCAGGATATATCACAGACAGGGGC

(fe1g.1B-forts. 2)
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. 3700
LYSASPLYSVALLYSVALLEUCLUCLNTHRTHRASNGLNGLNALACLULEUGLUALAPNE
AAAGACAAGGTAAAAGCTGTTAGAACAGACTACTAATCAACAAGCAGAATTGGAAGCATTY

LEUMETALALEUTHRASP SERGLYPROLYSALAASNILEILEVALASPSERCLNTYRVAL
CTCATCGCATTGACAGACICACGGCCA&AGCCAAAIAIfATAGYAGACTCAC&AIA‘GTY
. 3800 .

HETGLYILElLETHRCLYCYSPROYHRGLUSERGLUSERA&GLEUVALASNGLNILEILE
ATCGGAATAAYAACACGA!GCCCYACAcAATCACACAGCAGGCTACTTAACCAAAIAAYA

. 3900
GLUGLUHETlLELYSLYSTHRGLUILETYRVALALAYRPVALPROALARISLYSCLY]LE
GAAGAAATGATCAAAAAGACAGAAATTTATGTGGCATGGGTACCAGCACACAAAGGTATA

. L4 . . . .
GLYGLYASNGINGLUILEASPHISLEUVALSERGULNGLYILEARGGLNVALLEUPHELEY
GGAGGAAACCAAGAAATAGACCACCTAGTTAGTCAAGGGATTAGACAAGTTCTCTTICTTG

. 4000
GLULYSILEGLUPROALLCLNGLUCLUHlSSERLYSTYRHISSERASNILELYSGLULEU
CAAAAGATAGAGCCAGCACAAGAAGAACATAGTAAATACCATAGTAACATAAAAGAATTG

. . - L . .
VALPHELYSPHEGLYLEUPROARGLEUVALALALYSGLNILEVALASPTHRCYSASPLYS
CTATTCAAATTTCGATTACCCAGACTAGTGGCCAAACAGATAGT&GACACATGTGAYAAA

. 4100
CYSHISGLNLYSCLYGLUALAILENISGLYGLNVALASNSERASPLEUCLYTHRTRPGLN
YCTCATCAA&AAGGAGAAGCTATACATGGGCACGTAAAT?CAG&CCTASGGACTTGGCAA

. 4200
HETASPCYSTHRHISLEUGLUGLYLYSILEVALILEVALALAVALM!SVALALASERCLY
ATGGATTGTACCCATCTAGAGGGAAAAATAGTCATAGTTGCAGTACATGTAGCTAGTGGA

PHEILEGLUALAGLUVALILEPROGLNGLUTHRGLYARGGLNTHRALALEUPHELEULEY
TTCAIAGAACCAGAAGTAATTCCACAAGAAACAGGAAGACAGACAGCACTATTTCTGTTA
. 4300
LYSLEUALASERARGTRPPRO(LETHRH!SLEUHISTﬂRASPASNGLYALAASNPHEALA
AAATTGGCAAGCAGATGGCCTATTACACATCTIGCACACAGATAATGGTGCTAACTTTGCY

- . . L L [ ]
SERGULNGLUVALLYSMETVALALATRPTRPALAGLYILEGLUHISTHRPHEGLYVALPRO
TCGCAAGAACTAAAGATGGTTCCATGGTGGCCAGGGATAGAGCACACCTTTGCGGIACCA

. 4400
TYRASNPROGLNSERGLNGLYVALVALGLUALAHETASNHISﬂlSLEULYSASNGLNILE
7ACAATCCACAGAGTCAGGGAGTAGTGGAAGCAATGAAICACCACCYGAAAAATCAAATA

. 4500
ASPARG!LEARGGLUGLNALAASNSERVALGLUTHRILEVALLEUHETALAVALHISCYS
GATAGAATCAGGGAACAAGCAAATTCAGTAGAAACCATAGTATTAATGGCAGTTCATYGC

NETASNPHELYSARGARGGLYGLfILEGLYASPHETTHRPRO&LAGLU‘RGLSUILEASN
ATGAATTTTAAAACAAGGGCAGGAATAGGGGATATGACYCCAGCAGAAAGAYTAATTAAC
. 4600
HETILETHRTHRGLUGLNGLUILEGLNPHEGLNGLNSERLYSASNSERLYSPHELYSASN
ATGATCACTACAGAACAAGAAATACAATTTCAlCAATCAAAAAACTCAAAATTTAAAAAT

PHEARGVALTYRTYRARCCLUGLYARGASPGLNLEUTRPLYSGLYPROGLYGLULEULEU
YTTCGGGTCTlTTACAGAGAAGGC‘GAGAtCAGC‘GTGG‘AGGGACCCGGTGAGCTII'G
. 4700
'RPLYSGLYGLUGLYALAVALILELEULYSVALGLYTH%ASPILELYSVALVALPRDlRG
TGGAAAGGGGAAGGAGCAGTCATCTTAAAGGTAGGAACAGACATTAAGGTAGTACCCAGG
. 4800
ARCLYSALALYS!LEILELYSASPTYRGLYGLVGLYLYSGLUHETlSPSEQSERSERH]5
- QMETGLUGLUGLULYSARGTRP ILEVALVALPROTHR
‘GAAAGCC7AAAA‘T‘TC‘AAG‘f‘ATGGAGGICGAAAAGAGAYQGA'AGTAGT'CCC‘C
. . .
HE7GLUASPTHRGLYGLU‘L‘&RGGLUV‘LALI
TRPARGILEPROGLUARGL EUGLUARGTRPHIS SERLEVILELYSTYRLEULYSTYRLYS
ATGGAGGATACCGGAGAGGCTAGAGAGGTGGCATAGCCTCATAAAATATTTGAAATATAA
L J L J ._--_,__‘900 - - -

{f1g.l1B- forts. 3)
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THRLYSASPLEUCLNLYSALACYSTYRVALPROHISHISLYSYALCLYTRPALATRPTIRP
AACTAAAGATCTACAAAAGGCTYGCTATGYGCCCCATCATAAGGTCGGATGGCCATGGTG

THRCYSSERARCVALILEPHEPROLEUGLNGLUGLYSERHISLEUGLUVALGLNGLYTYR
CACCYGCAGCAGAGTAATCTTCCCACTACAGGAAGGAAGCCATTTAGAAGTACAAGGGTA
5000

YRPASNLEUTHRPROGLUARCOLYYRPLEUSERYH&IYRALAVALARGILETHRYRPYYR
TTGGAATTTGACACCAGAAAGAGGCTGOGCTCAGTACTYATGCAGTCAGGATAACCTGGTA
. 5100
SERLYSAS?PMEYRPYHRAS?VALTHRPROCLUYYRALAASPILELEULEUHISSERY"R
CTCAAAGGACTTTTGGACAGATGTAACACCAGAATATGCAGATATYTTACTGCATAGCAC

YYRPHEfROCYSPHETHRALAGLYGLUVALARGARGALAILEAROCLYELUARCLEULEU
TTAYTTCCCTTGCTTTACAGCGGGAGAAGTGAGAAGGGCCATCAGCGGAGAACGACTGCY
5200
ERCYSCYSARGPHEPROARC&LAHISLYSHISCLNVALP&OSERLEUCLNTYRLEUALA
GTCTTGCTGCAGGTTCCCAAGAGCTCATAAGCACCAGGTACCAAGICTACAGTACTTAGC

L] . - L ] L] L]
LEUARGVALVALSERHI SVALARGSERGLNGLYGLUASNPROTHRTRPLYSGUNTRPARG
X METSERASPPROARGGLUARGILEPROPROGLYASNSERGLYGLY
ACTGAGAGTAGTAAGTCATGYCAGATCCCAGGGAGAGAATCCCACCYGGAAACAGTGGAG

. 5300 .

ARGASPASNARGARGSERLEUARGVALALALYSGUNASNSERARGGLYASPLYSGLNARG
GLUTHRILEGLYGLUALAPHEGLUTRPLEUASNARGTHRVALGLUGLUILEASNARGGLY
AAGAGACAATAGGAGAAGCCTYTCGAGTGGCTAAACAGAACAGTAGAGCAGATAAACAGAG
5400
GLYGLYLYSPROPRUTHRGLUCLYALAASNPHEPROGLYLEUALALYSVALLEUGLYILE
ALAVALASNHISLEUPRUGARGGLULEUILEPHEGLNYALTRPGULNARGSERTRPGLUTYR
AGGCGGTAAACCACCTACCGAGGGAGCTAATTTITCCAGGTTTGGCAAAGGTCTTIGGGAAT
LEUVALA
TRPHISASPGLUGLNGLYMETSERGLNSERTYRTHRLYSTYRARGTYRLEUCYSLEVILE
ACTGGCATCATCAACAAGGCATGTCACAAAGCTATACAAAATAC&GATACTTGTGTTT!A
. 5500
CLNLYSALILEUPHEHETHISCYSLYSLYSGLYCYSARGCYSLEUCLYCLUGLYHISCLY
TACAAAAGGCTYTATTTATGCATTGCAAGAAAGGCTGTAGATGTCTAGGGGAAGGACACG

ALAGLYGLYTRPARGPROGLYPROPROPROPROPROPROPROGLYLEVALA R METGLU
GGGCAGGGGGATGGAGACCAGGACCTCCTCCTCCTCCCCCTCCAGGACTAGCATAAATGG
o 5600 .
CLUA&GPROPROCLUASNGLUGLYP&OGLNARCCLUPROTRPASPCLUTRPVALVALCLU
AAGAAAGACCTCCACAAAATGAAGGCCCACAAAGGGAACCAYGGGATGACYGGGTAGTGG
. 5700
VALLEULYSGLULEULYSGLUGLUALALEULYSH!SPHEASPPRDARGLEULEUTHRALA
AAGTTCTGAAAGAACTGAAAGAAGAAGCTTTAAAGCATTTTGATCCTCGGCTTCTAACCG
TAT] METGLUTHRPROLEUARGGLUGLNGLUASNSER
LEUGLYASNHISILETYRASNARGHISGLYASPTHRLEUGLUGLYALAGLYGLULEVILE
CACTTGCTAATCATATCTATAAYAGACATGGAGACACCCTYGAGGGAGCAGGAGAACTCl
5800
LEUGLUSERSERASNGLUARGSERSERTYR!LESERGLUALAALAALAALAlLEPROGLU
ARGILELEUGLNARGALALEUPHEILEHI SPHEARGSERGLYCYSSERHISSERARGILE
TYAGAATCCTCCAACGAGCGCTCTTCATACATTTCAGAAGCGGCTGCAGCCATTCCAGAA

SERALAASNiEUGLVGLUCEUlLELEUSEaGLNLEUTYR;RGPROLEUG:UALACYSTYR
GLYGULNPROGLYGLYGLYASNPROLEUSERTHRILE PROPROSERARGSERNETLEUY
TCGGCCAACCTGGGGGAGGAAATCC'CTCTCA‘CTATACCGCCCTCthlAGCATGCT‘T

5900
ASNTNRCYS‘Y&CYSLYSLYSCYSCYSTVRHlSCVSGLNPHEC'SPNELEULVSLYSGLV
AACAC&TGCTATTGCAAAA‘C‘GTTGCT‘CCATIGCC‘CTT'tGTTYTCTTAAAIAGGgg

. 60
LEUGLYILESERTYRGLULYSSERHI SARGARGARGARGTHRPROLYSLYSALALYSALA
© . ARTIMETARGSERHISTHRGL YGLUGLUGLULEUARCARCARCLEVARGLEU

(fig.1B-forts: 4).




TIGCGCATAAGTTATGCACAACTCACACACCACAAGAACAACTCCCAACAAGCCTAAGCCY
ASNTHRSERSERALASERASNGLY
TUEMTSLFULEUMISGUNTHRSERLYSTYRCLYLEUSERTRPLYSSERALAALATYRARG
ENV METGCLVYCYSLEUGLYASNCULNLEULEUILEALA
AATACATCTVCTGCATCAAACCAGTAACTATGCGTIYGCTCTYCGAAATCACCTGCTTATCG
. . . 6100 . ’ o
HISLEULEV
SLECYSSERLYSCYSLEUTRPILEILECYSILEGUNTYRYALTHRVALPHETYRGLYVAL
CCAYTCTGCTCTAAGTGTCTATGGATTATYTCVATTCAATATGTCACAGTCTYTTITATGCTG

. L] L] L L] L]
PROALATRPARGASNALATHRILE PROLEUPHECYSALATHRLYSASNARGASPTHRIRP
YACCAGCTVGCAGGAATGCGACAATICCCCYCY'CIGYCCAACCAACAATAGGCAYACYY
. 6200
GLYTHRTH&CLNCYSLSUPROASPASNASPASPTYRS(RCLULEUALALEUASNVALTHI
COGCAACAACTCAGTGCCTACCAGATAATGATGATTATTCAGCAATTIGGCCCTTAATGTTA
6300
CLUSERPHEASPALATRPGLUASNYHRVALTHRCLUGLNALAILEOLUASPVALYRPGLN
CAGAAAGCTTTGCATCCTYTGGCAGAATACAGTCACAGAACAGGCAATAGAGGACGTATCGC

LEUPHEGLUTHRSERILELYSPROCYSVALLYSLEUSERPROLEUCYS ILE THRME TARG
AACTCTITTGAGACCTCAATAAAGCCTTGTGTAAAATTATCCCCATTATGCATTACTATGA
6400
CYSASNLYSSERCLUTHRASPLYSTRPCLYLEUTHRLYSSERSERTHRTHRYHRALASE&
GATGCAATAAAAGTGAGACAGATAAATGGUGATTGACAAAATCATCAJCAACAACAGCAT

L] L ) L4 . L] L]
THRTHRTHRTHRTHRTHRALALYSSERVALGLUTHRARGASPILEVALASNGLUTHRSER
CAACAACAACAACAACAACAGCAAAATCAGYACAGACAAGACACATAGTCAATGAGACTA
. 6500
PROCYSVALVALHISASPASNCYSYHRCLYLEUGLUGLNGLUPROHETlLESERCYSLYS
GTCCTTGYGTAGYTCATGATAATTGCACAGGCTTYGGAACAAGAGCCAATGATAAGCTGYA
. 6600
PHEASNHGY?HRGLYLEULYSARGASPLYSLYSLYSGLU?YRASNCLUYHRIRPTYRSER
AATTCAACATGACAGGGTTAAAAACAGACAAGAAAAAGGAGTACAATGAAACTTIGGTACY

ALAASPLEUVALCYSGLUGUNGLYASNSERTHRGLYASNGLUSERARGCYSTYRMETASN
CTCCACAYCTGC?TTGTCAACAICGGAATAGCAC!CGTAATOAAAGIAGAYG!TACA!CA
- 6700
ﬂlSCYSASNTNRSERVALILEGLNGLUCYSCYSASPLYSlSPTYRTRPASPALAILEARG
ATCACTGTAATACTTCTGYTATCCAAGAGYICTTGTGACAAAGATTATTGCGATGCTATTA

- L] - Ld L] L
CYSARGTYRCYSALAPROPROGLYTYRALALEULEUARGCYSASNASP THRASNTYRSER
GATGTAGATATTICTGCACCYCCAGGTTATGCTTTGCTTAGATGTAATGACACAAATTATY
. 6800
GLYPHEHEYPROASNCYSSERLYSVALVALV&LSERSERCYSTHRARGNETHEYGLU‘NR
CAGGCTTTATGCCTAACTGTTCTAAGGTAGTGGTICTCTTCATGCACAAGCATGATGGAGA
. 6900
GLNTHRSERTNRTRPPKEA&GPHEASNGLYTHRARGALAGLUASNARGTHRTYR!LETYI
CACAGACTYICTACYTGGTTTCGOGTTTAATCGAACTAGAGCAGAAAATAGAACCTATATIT

L L * L L L
TRPHISCLYARGASPASNARGCTHRILEJLESERLEUASNLYSHI STYRASNLEUTHRRET
ACTGGCATGGTAGCACATAATAGGACTATAATTAGTCTAAATAAGCATTATAATCTAACAA
. 7000
LYSCYSA&GARGPROGLYASNLYSTHRVALLEUPROVALTHR!LGHETSERALALEUVAL
TGAAATGTAGAAGACCAGGAAATAAGACAGTTTTACCAGTCACCATTATGTCTCCATTCG

L 4 L L] . L] L]
PHEHIS SERGLNPROVALASNGLUARGPROLYSGLNALATRPCYSARGPHEGL YCLYASN
TITTCCACTCACAACCAGTCAATGAGAGGCCAAAGCAGGCATGOTGTAGGCTTTIGGAGGAA
. 7100
7RPLYSCLUALA1LELY$GLUVALLYSGLNIHRlLSVlLLYSNlSPROARGYYR‘HRGL'
ATTGGAAGGAGGCAATAAAAGAGGTGAAGCAGACCATTGTCAAACATCCCAGGTATACTG
. 7200
THRASNASNYHRKSPLYS!lEASNLEUTHR!LAPROARGGLYGLY!SPPROGLUVALTNI

GAACTAACAATACTGATAAAATCAATTTGACCGCTCCTAGAGCAGCAGATCCCCAAGTTA

(fig.1B- forts. 5)
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PHEMETTRPTHRASNCYSARGGLYGLUPHELEUTYRCYSLYSNE TASNTRPPHELEUASN
CCTTCATGTGCACAAATYGCAGAGGAGAGTTTCTCTACTGTAAAATGAATTGGTTTICTAA
. 7300
TRPVALGLUASPARGSERLEUTHRYHRGLNLYSPROLYSCLUA&GH!SLYSARGASNTYR
ATTGGGTAGAAGATAGGAGTCTAACTACCCAGAAGCCAAAGGAACCGCATAAAAGGAATT

VALPROCYSHISILEARGGLNILEILEASNTHRTRPHISLYSVALGLYLYSASNVALTYR

ACGTACCATGTCATATTAGACAAATAATCAACACTTIGGCATAAAGTAGCCAAAAATGTTY
. 7400

LEUPROPROARGGLUCLYASPLEUTHRCYSASNSEQYHRVALTHRSEQLEU!LEALAASN
ATTTGCCTCCAAGAGAGGGAGACCTCACGTGTAACTCCACAGTGACCAGTCTCATAGCAA
. 7500

ILEASNTRPYHRASPGLYASNGLNTHQSERILETNRNETSERALAGLUVALALAGLULEU
ACATAAATTCGACTGATGGAAACCAAACTAGTATCACCATGAGTGCAGAGGTGGCAGAAC

TYRARGLEUGLULEUGLYASPTYRLYSLEUVALGLUTILETHRPROILECLYLEUALAPRD
TOTATCGATYGCGAATTGGGAGATTATAAATTAGTAGAAATCACTCCAATTGGCTTGGCCC
7600
THRASNVALLYSARGTYRTHRTHRGLYGLYYHRSERARGASNLYSARCGLYVALPHEVAL
CCACAAATGTGAAGAGGTACACTACTGGYGCGCACCTCAAGAAATAAAAGAGGGGTCTTTG

LEUGLYPHELEUGLYPHELEUALATHRALAGLYSERALAMETGLYALAALASERLEUTHR

TOCTAGGGTTCTTGGGTTVTCTCGCAACGGCAGGTTCTGCAATGGGCGCGGCGTCGTTIGA
. 1700

VALTHRALAGLNSERARGYHRLEULEUALAGLYlLEVALGLNGLNGLNGLNGLNLEULEU
CCGYGACCGCTCAGTCCCGGACTTTATTGGCYGGGATAGTGCAGCAACAGCAACAGCTGT
7800

ASPVALVALLYSARGGLNGLNGLULEULGUARGLEUTHRVALTRPGLYYHRLYSASNLEU
TGGACGTGGTCAAGCAGACAACAAGAATTGTTGCGACTGACCGTCTGGGCAACAAAGAACC

GUNTHRARGVALSERALAILEGLULYSTYRLEULYSASPGLNALAGLNLEUASNALATRP
TCCAGACTAGGGTCTCTGCCATCGAGAAGTACTTAAAGGACCAGGCGCAGCTAAATGCTYT
7900
GLYCYSALAPHEARGGLNVALCYSHISTHRTHRVALPROTRPPROASNALASERLEUTHﬁ
GGGGATGTGCGTTTAGACAAGTCTGTCACACTACTGTACCATGGCCAAATGCAAGTCTAA

PROASPTRPASNASNGLUTHRTRPGLNGLUTRPGLUARGLYSYALASPPHELEUGLUALA

CACCAGATTGGAACAATGAGACTTGGCAAGAGTGGGAGCGGAAGGTTGACTTCTTGGAGG
8000

ASNILETHRALALEULEUGLUGLUALAGLNILEGLNGLNGLULYSASNHETTYRGLULEU
CAAATATAACGGCCCTCCTAGAAGAGGCACAAATTCAACAAGAGAAGAACATGTATGAAT
. 8100

GLNLYSLEUASNSERTRPASPVALPHEGLYASNTRPPHEASPLEUTHRSERYRPILELYS
TACAAAAGTTGAATAGCTGGGATGTGTTTGGCAATTGGTTTGACCTTACTICTTGGATAA

e ° . L] . .
TYRILEGLNTYRGLYTLETYRILEJLEVALGLYVAL ILELEULEUVARGILEVALILETYR
AGTATATACAATATGGAATTTATATAATTGTAGGAGTAATACTGTTAAGAATAGTGATCY
. 8200
lLEVALCLNHETLEUALAARGLEUARGCLNGLYTYRARCPROVALPHESERSERPRO?RO
ATATAGYACAAATGC'AGCYAGGTTAAGACAGGGGY‘TlCCCCAGTGT'CTC?TCCCC‘C
TATZARGPRO!LEPROASNARGILEARGLEUCYSCLNPROLYSLYS‘L‘
ART2VALASPPROTYRPROTHRGLY SERGLY SERALAASNGLNARGARGGLN
SERTYRPHEGLN¢ ¢S THRHISTHRGLNGLNASPPROALALEUPROTHRLYSGLUGLYLYS
CCTCTTATYTCCAGTACACCCATACCCAACAGGATCCGGCTCTGCCAACCAAAGAAGGCA
. 8300
LYSLYSGLUTHRVALGLUAL AALAVAULA THRALA PROGLYLEUGLYARG OTAT(fin)
LYSARGARGARGTRPARGGLNARGTRPGLNGUNLEULEUALALEVALAASPARGILETYR
LYSGLYASPGLYGLYGLYSERGLYGLYASNSERSERTRPPROTRPGLNILEGLUTYRILE
AAAAAGGAGACGGTGGAGGC AGCGGTGGCAACAGCTCCTGGCCTTGGCAGATAGAATATA
. - . - . 8400
( f ’-g: 1 B- forts: _6_)_
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SERPHE PROASPPROPROTHRASPTHRPROLEUASPLEVALATLEGLNGLNUEUGLNASN
HISPHELEUILEARCCUNLEUILEARCLEULEUTHRTIRPLEUPHESERASNCYSARGTHR
TTCATTICCTGATCCCCCAACTGATACCCCTCTTGACTTICGCTATTCAGCAACTGCAGAA

LEUALATLEGLUSERILEPROASPPROPROTHRASNILEPROGLUAL ALEUCYSASPLEU
LEULEUSERARGALATYRGLNILELEUGLNPROILEPHEGLNARGLEUSERALATHRTIYR
CCTTGCTAYCGCAGAGCATACCAGAYCCTCCAACCAATATTICCAGAGGCTCTCTGCGACCT
- - - 8500 [ ] -
F METCLYGLYALA
ARGARGILEARCARGSERPROGLNALA @ ART2 (fin)
GLYGLUPHEGLYGLUVALLEUARGCLEUGLULEUTHRTYRLEUGLNTYRGLYTRPSERTYR
ACCGAGAATTCGGAGAAGTCCTCAGGCTTGAACTGACCTACCTACAATATGGGTGGAGCT

L ] L ] [ ] L ] L L ]
TLESERLYSLYSARGSERLYSPROPROGLUTLECYSASPARGASPSERCYSGLYARGVAL
PHEGUNGLUALAVALGLNALAALAARGASPLEUVARGGLNARGLEULEUARGALAARGGLY
ATTTCCAAGAAGCGGTCCAAGCCGCCAGAGATCTGCCACAGAGACTCTTGCGGGCGCCTG
. . 8600
GLYARGASNTYRGLYARGLEUPHELYSGLYVALGLUASPGLYSERSERGLNSERLEUGLY
GLULYSLEUTRPGLUALALEUGULNARGGLYGLYARGTRPILELEUALATLEPROARGARG
GGGACAAATTATGGGAGGCTCTTCAAAGGGGTGGAAGATGGATCCTCGCAATCCCTAGGA
. 8700
GtYLEUASPLYSGLYLEUSERSERLEUSERCYSGLUGLYCLNLYSTYRASNOLNGLYGLU
1L EARGCLNGLYLEUGLULEUTHRLEULEV @
GGATTAGACAaGGGCTTGAGCYCACTCICTTGYGACGGCCAAAAATACAATCACGGAGAA
A
TYRHETASNTHRPROTRPARGASNPROALAGLUGLUARGLYSLYSLEUPRO!YRARGtYS
TAC&TGAATAC?CCATGGAGAAACCCAGCTGAAGAGAGGAAAAAATTACCATACAGAAAA
- 8800
GLNASNILEASPASPlLEASPCLUGLUASPASPASPLEUVALGLY!LEPROVALGLUALA
CAAAATATAGATGATATAGATGAGGAAGATGATGACTTGGTAGGGATACCAGTTGAGGCC

ARGVALPROLEUARGTHRME TSERTYRLYSLEUALATILEASPNETSERHISPHEILELYS
AGAGTTCCCCTAAGAACAATGAGTTACAAATTGGCAATAGATATGFCTCATTTYATAAAA
. 8900

GLULYSGLYGLYLEUGLUGLYILETYRTYRSERALAARCARGHISARGILELEUASPILE
GAAAAGGGGGGACTGGAAGGGATTTATIACAGTGCAAGAAGACATAGAATCfTAGACATA

9000
TYRLEUCLULYSGLUGLUCLYILElLEPROASPT&PGLN!LEHISSERGLYPROGLYILE
TACTTAGAAAAGGAAGAAGGCATCATACCAGATTGGCAGATACACTCCGGACCAGGAATY

- - L4 L] L] L
ARGTYRLEULYSMETPHEGL YTRPLEUTRPLYSLEUILEPROVALASNVALSERASPGLUY
AGATACCTAAAGATGTTTGGCTGGCTATGGAAAITAATCCCTGTAAAT61ATCAGATGAC

. 9100
lLAGLNGLUASPGLUGLUNlS?YkLEUVALHlSPROALAGLNTHRSERGLNTRPASPASP
GCACAGGAGGATGAGGAGCATTATTTAGTGCACCCAGCTCAAACTTCCCAGTGGGATGAC

PROTRPGLYGLUVALLEUALATRPLYSPHEASPPROTHRLEUALATYRTHRTYRGLUALA
CCYTGGGGAGAGGTTCTAGCATGGAAGT?TGATCCAACTCYAGCCTACACTTATGAGGCA
. 9200
YYR!LEARGTYRPROGLUGLUPHEGLYSERLYSSERGLYLEUSERGLULYSGLUVALLYS
TAYATTAGATACCCAGAAGAOTT?GGAAGCAAGYCAGGCCTGTCACAGAAAGAGGTTAAA
. 9300
ARGARGLEUALAALAARGGLYLEULEUGLUHETALAASPARGLYSGLUTHRSER
AGAAGGCTAGCCGCAAGAGGCCTTCTTGAAATGGCTGACAGGAAGGAAACTAGCTGAGAL

L] L] * L ] L4 L

ACCAGGGACTYICCACAAGGGGAtGTCATGGGGAGGTACYGGGGAGGAGCCGG!YGGGAA
9400 .
CACCCACTTTCTTGATGTATAAATATCACYGCATYTCGCTCTGTATICAGTCGCTCTGCG

GAGAGGCTGGCAGATTGAGCCCTGGGAGGTTCTCTCCAGCACTAGCAGGTAGAGCCTGGG

. 9500
TGT?CCCTGCYAG‘CYC‘CACC‘GCAC"GGCCCG‘GCTGGGCAG&CTCGCTCCACGC?T
] . . . . 9600.

T (fig.1B--forts. 7) °
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FI1G. 1C

LTR sekvens
CIVET
versus
HIV-Z ROD

X 8960 8970 8980 8990 9000 9010
TGGAAGGGATTTATTACAGTGCAAGAAGACATAGAATCTTAGACATATACTTAGAAAAGS

e eoee eescsoavae
-

o a e a6 avese .
g2z ¢ ®o e oo oo «eoo oa H H 2233332223222

e eeo e e - I S g3 s S22

TGGAAGGGATGT TTTACAGTGAAAGAAGACATAAAATCTTAAATATATACTTAGAAAAGG
X 8950 8960 8970 8980 8990

9020 9030 9040 9050 9060
AAGAAGGCATCATACCAGATTGGCAGATACACTCCGGA-~~CCAGGAATTAGATACCTAA

oo s ease oo oo [ E R oo a *seeeece o e e o oo a s e
« e 40600 oo <o eecsevocscsaen e e o eeceee . ssseses R

AAGAAGGGATAATTGCAGATTGGCAGAACTACACTCATGGGCCAGGAGTAAGATACCCAA
9010 9020 3030 9040 9050

9080 9090 9100 9110 9120
AGATGTTTGGCTGGCTATGGAAATTAATCCCTGTAAATGTATCAGATGAGGCACAGGAGG

H . 282ss 2282222 sz 2 ¢ eoe esse s . eeeoe
- eaeees ooae - «aeaecae . s $s s$8°3 LR IR s 33 32 vee o e

TGTTCTTTGGGTGGCTATGGAAGCTAGTACCAGTAGATGTCCCACAAGAAGGGGAGGACA
3070 3080 9090 . 9100 9110

9140 9150 - 9160 9170 9180
ATGAGGAGCATTATTTAGTGCACCCAGCTCAAACTYCCCAGTGGGATGACCCTTGGGGAG

s s 0w ss o sz =32 e veess sevew e eowe I EEEE R e 2
®See®e® 990 ®© eeceee oea ecees oSevee ¢ oo .

CTGAGACTCACTGCTTAGTACATCCAGCACAAACAAGCAAGTTTGATGACCCGCATGCGGG
9130 9140 9150 9160 9170

9200 9210 9220 9230 9240
AGGTTCTAGCATGGAAGTTTGAYCCAACTCTAGCCTACACTTATGAGGCATATATTAGAT

s -5 ®ee e ecececscese 22 22 22 2 222 22222 2 23222 2 =
- s ee ®ee oececoccscose e ew eeo o ece eocae e e cses o o

AGACACTAGTCYGGGAGTTTGATCCCTTGCTGGCTTATAGTTACGAGGCTTTTATTCGGT
9190 9200 9210 9220 9230

9260 9270 9280 9290 9300
ACCCAGAAGAGTTTGGAAGCAAGTCAGGCCTGTCAGAGAAAGAGGTTAAAAGAAGGCTAG
13323382 33 2333 3333333333333 3T orIss $3 st 33

ACCCAGAGGAATTTGGGCACAAGTCAGGCCTGCCAGAGGAAGAGTGGAAGGCGAGACTGA

9250 9260 9270 9280 9290
9320 9330 9340 9350
CCGCA‘GAGGCCTTC‘TGAAATGGCT-GaCAGGAAGGAAACT
$1383232 2 S H -gg32ssse’
AAGCA&GAGGAATACCATTTAGTTAAAGACAGGAACAGCTATACTTGGTCAGGGCAGGAA
9310 9320 9330 9340 - 9350 .

FIG. 1C
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9360 9370 9380 9390
AGCTGAGACAGCAGGCGC?TTCCACAAGGCCAYCTCATG--CGGA

GTAACTAACAGAAACAGCTGAGACTGCAGGGACITYCCAGAAGGCGCTGT&ACCAAGGGA
9370 9380 9390 9400 9410

9400 9410 9420 9430 9440 9450
GGTACTGCGGAGGAGCCCGTIGGCAACACCCACTTYCTTCAYGTATAAATATCACTGCAT

.o 27 Tesscsezs: ese e oo eease o s . . e @ = e e seess e .
.o - @ e a0 004 oo tee @«coee - s ee o - MR EREEERERER s S°

GGGACATGCCAGGAGCTGGTGCGCAACGCCCTCATATTCTCTGTATAAATATACCCGCTI
9430 9440 9450 9460 9470

9460 XX 10 20 30 40
TTCGCTCTGTA—-TTCTGCAAGGGATTTATTACAGTGCAAGAACACATAGAATCTTAGAC

s e e evsecseavsssee e [ B SRR . e 0 s e eovee ooecena .
IR EEEERRERREEREY - ® o ace $e2d3s3ss3s sadsdss .

GCTTGCATTGTACTTCTGGAAGGGATCTTTTACAG?CAAAGAAGACATAAAATCTTAAAT
9490 XX 10 20 30 40

60 70 80 90
ATATACTTAGAAAAGGAAGAAGGCATCATACCAGATTGGCACATACACTCCGGA-*—CCA

a-o.-o..--.c.o..---a--- ee st6o0 s coonse - oo e
o eee s8Itz s23ss8s 25 22 eseeeacacsovae 2 s RIR R

ATATACTTAGAAAAGGAAGAAGGGATAATTCCAGAYIGGCAGAACTACACTCATGGGCCA
50 60 70 8o 30 100

110 120 130 140 150
GGAATTAGATACCTAAAGATGTTTGGCTGGCTATGGAAATTAATCCCTGTAAATGTATCA

L -3 . I EE I .o . - I R EE] e e s 00 0o se - 2 32 322 .o--' T
28 ¢ %2332 2T T 3 sss ss2se s ¢ &3 -

GGAGTAAGATACCCAATGTTCTTTGGGTGGCTATGGAAGCTAGTACCAGTAGATGTCCCA
110 120 130 140 150 160

170 180 190 200 210
GATGAGGCACAGGAGGATGAGGAGCATTATTTAGTGCACCCAGCTCAAACTTCCCAGTGG

e es @ I E R e aae se o I E TR ee eeeee eocvae e ee e
e s e o LR es s ees o eaesaeace e e cees secee e e e e

CAACAAGGGGAGGACACTGAGACTCACTGCTTAGTACATCCAGCACAAACAAGCAAGYTY
170 180 190 200 210 220

230 240 250 260 270
GATGACCCTTGGGGAGAGGTTCTAGCATGGAAGTYTGATCCAACTCTAGCCTACACTTAT

L &8-858 L3 - e - o L3
g33333:s2 13 33 323 $$s s333333333 2 232 358 8% 333

GATGACCCGCATGGGGAGACACTYAGTCTGGGAGTTTGATCCCTTGCTGGCTTATAGTTAC
230 240 250 260 270 280

290 300 310
GAGGCATATATTAGATACCCAGAAGAGTTTGGAAGCA
3333 ¢ 3823 3
GAGGCTTTTATYCGG

290
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