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Beschreibung
Technisches Gebiet

[0001] Die vorliegende Erfindung stammt aus dem
Gebiet des Lymphadenopathie-Syndroms und/oder
des erworbenen Immunschwache-Syndroms.

Stand der Technik

[0002] Mit der Entdeckung des humanen T-Zell-lym-
photropen Virus | (HTLV-I) als infektiésem Agens in
Menschen wurde nachgewiesen, dass Retroviren
Menschen infizieren kénnen und das atiologische
Agens von Erkrankungen sein kdénnen. Nachdem
HTLV-I nachgewiesen war, wurde ein zweites Retro-
virus aus der gleichen Familie, HTLV-Il, in einem
nachgewiesenen Haarzellenleukdmie-Stamm gefun-
den. Seit dieser Zeit wurden weitere humane Retro-
viren isoliert, die mit dem Lymphadenopathie-Synd-
rom (LAS) und/oder der erworbenen Immunschwa-
che bei erkrankten Menschen assoziiert sind. Ver-
schiedene Retroviren sind aus Menschen mit AIDS
(manchmal als HTLV-IIl bezeichnet) oder LAS
(manchmal als LAV bezeichnet) isoliert worden, sie-
he beispielsweise Barre-Sinoussi et al., Science
(1983) 220: 868-871 und Montagnier et al., Cold
Spring Harbor Symposium (1984), im Druck; Vilmer
et al., Lancet (1984) 1: 753, Popovic et al., Science
(1984) 224: 497 und Gallo et al. Science (1984) 224:
500. Ein Vergleich von HTLV-IIl und LAV kann bei Fe-
orino et al. (1984), siehe oben, gefunden werden, sie-
he auch Klatzman et al., Science (1984) 225: 59-62,
Montagnier et al., ebenda (1984) 63-66 und die darin
als Uberblick tiber das Fachgebiet angegebenen Li-
teraturzitate. Eine allgemeine Diskussion der
T-Zell-Leukdmie-Viren kann bei Marx, Science
(1984) 224: 475477 gefunden werden. Levy et al.
Science (1984) 225: 840-842, berichten lber die Iso-
lierung von ARV (AIDS-assoziierten Retroviren).

[0003] Fur die Zwecke dieser Anmeldung werden
diese Viren (HTLV-1ll, LAV und ARV) generisch als
humanes T-Zell-lymphotropes Retrovirus (hTLR) be-
zeichnet. Auf Grund der Ahnlichkeit ihrer Morpholo-
gie, ihrer Serologie, der Optima der Reversen Trans-
kriptase und ihrer Cytopathologie, die in den oben an-
gegebenen Literaturzitaten beschrieben werden,
kann gezeigt werden, dass die hTLRs zur gleichen
Klasse gehdren. Die Reverse Transkriptase bevor-
zugt beispielsweise Mg? und hat ein pH-Optimum
von etwa 7,8.

Offenbarung der Erfindung
[0004] Die Erfindung istin den Anspriichen definiert.
Kurze Beschreibung der Zeichnungen

[0005] Fig. 1 zeigt eine Restriktionskarte von provi-

raler DNA (ARV-2).

[0006] Fig.2 =zeigt die Nucleotidsequenz von
ARV-2(9B). Die Aminosauresequenzen fir die Pro-
dukte des gag-, des pol- und des env-Gens werden
angegeben. Die U3-, die R- und die U5-Region der
LTRs sind ebenfalls gekennzeichnet. Die Cap-Site ist
die Position +1. Eine invertierte Sequenzwiederho-
lung von 3 bp an den Enden des LTR, die TATA-Box
in der Position 29, die zu dem 3'-Ende der tRNA"®
komplementare Sequenz in der Position 183 und das
Polyadenylierungssignal in der Position 9174 sind
unterstrichen. Die Uberstriche zeigen die Aminose-
quenzen an, die fur Virusproteine ermittelt wurden.
Die Nucleotide sind am Anfang jeder Zeile numme-
riert, die Aminosauren am Ende jeder Zeile.

Ausfuhrungsformen der Erfindung

[0007] Die hTLR-DNA-Sequenzen werden mindes-
tens teilweise synthetisiert, und kénnen fir die Ex-
pression von Polypeptiden verwendet werden, die
ein Vorlauferprotein, das einer weiteren Prozessie-
rung durch Spaltung unterzogen wird, oder ein voll-
standiges reifes Protein oder ein Fragment davon
sein kénnen. Die kleinste interessierende Sequenz,
die eine Sequenz liefert, die eine Aminosaurese-
quenz codiert, die imstande ist, spezifisch an einen
Rezeptor zu binden, z.B. ein Immunoglobulin, um-
fasst 21 bp, Ublicherweise mindestens 45 bp, abge-
sehen vom Startcodon. Die Sequenz kann einen be-
liebigen groReren Teil eines Polypeptids oder das
vollstandige Polypeptid kodieren, oder kann flankie-
rende Regionen eines Vorlauferpolypeptids ein-
schlie®en, sie kann aber Teile von Sequenzen oder
vollstdndige Sequenzen einschlielen, die zwei oder
mehrere verschiedene reife Polypeptide codieren.
Die Sequenz umfasst Gblicherweise weniger als etwa
5 kbp, noch Ublicher umfasst sie weniger als etwa 3
kbp.

[0008] Sequenzen von besonderem Interesse, die
offene Leserahmen aufweisen (Eig. 5), definieren die
Strukturgene fir die gag-Proteine (p16 und p25) und
das env-Protein. Es wird darauf hingewiesen, dass
die obigen Sequenzen unter Erhalt von anderen Se-
quenzen gespleilt werden kénnen, die in dem Retro-
virus vorhanden sind, so dass das 5'-Ende der Se-
quenz nicht die N-terminale Aminosaure des Expres-
sionsproduktes codieren muss. Die Spleil3stelle kann
sich am 5'-Terminus des offenen Leserahmens oder
innerhalb des offenen Leserahmens befinden. Das
Startcodon fiir das Protein muss nicht das erste Co-
don flr Methionin sein, sondern kann das zweite oder
das dritte Methionin sein, so dass der Einsatz der
oben angegebenen vollstandigen Sequenz zu einem
verlangerten Protein flhren kann. Im Fall des
gag-Gens und des env-Gens findet jedoch eine pro-
teolytische Prozessierung in den Zellen von Sauge-
tieren statt, die eine Entfernung von zusatzlichen
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Aminosauren einschliefen kann.

[0009] Fur die Isolierung der verschiedenen Doma-
nen kann das Provirus mit Restriktionsendonuclea-
sen verdaut werden und kénnen die Fragmente einer
Elektrophorese unterzogen werden, und Fragmente,
die eine geeignete GréRe haben und mit einer Son-
de, sofern verfiigbar, einen Doppelstrang bilden, wer-
den isoliert, in einen einen Doppelstrang bilden, wer-
den isoliert, in einen Klonierungsvektor kloniert und
aus dem Vektor herausgeschnitten. Die Fragmente
kénnen dann fir die Expression prozessiert werden.
Uberfliissige Nucleotide kénnen von einem oder bei-
den Enden unter Durchflihrung eines Verdaus mit
Bal31 entfernt werden. Durch Restriktionskartierung
kdnnen geeignete Restriktionsstellen auerhalb oder
innerhalb der codierenden Region lokalisiert werden.
Primer-Reparatur oder in vitro-Mutagenese kénnen
eingesetzt werden, um einen Terminus festzulegen,
fur Insertionen, Deletionen, Punktmutationen oder
Mehrfachmutationen oder dergleichen, wo Codons
geandert werden kénnen, entweder kryptisch oder
unter Anderung der Aminoséure, Restriktionsstellen
eingefligt oder entfernt werden kénnen oder derglei-
chen. Wo Gene gekappt worden sind, kdnnen die
verloren gegangenen Nucleotide unter Verwendung
eines Adaptors ersetzt werden. Adaptoren sind be-
sonders gut brauchbar fur die Verbindung codieren-
der Regionen, um den korrekten Leserahmen zu ge-
wahrleisten.

[0010] Die env-Domane des hTLR-Genoms kann
durch Verdau des Provirus mit EcoRI und Kpnl und
Reinigung eines Fragments aus 3300 Basenpaaren
(bp) erhalten werden, wobei dieses Fragment etwa
400 bp der 5'-nicht-codierenden Region und etwa
200 bp der 3'-nicht-codierenden Region enthalt. Drei
verschiedene Methionine, die durch die Sequenz am
5'-Ende des offenen Leserahmens codiert werden,
kdnnen als Startstelle fur die Translation verwendet
werden.

[0011] Der Verdau von proviralen Sequenzen mit
Sacl und EcoRYV liefert ein Fragment von etwa 2300
bp, das die gag-Domane und einen zweiten kleinen
offenen Leserahmen in Richtung des 3'-Endes der
gag-Region enthalt. Die gag-Doméane hat eine Lange
von etwa 1500 bp und codiert ein grof3es Vorlaufer-
protein, das prozessiert wird, wodurch Proteine von
etwa 25000 (p25), 16000 (p16) und 12000 (p12) Dal-
ton erhalten werden. Der Verdau mit Sacl und Bglll
kann ebenfalls verwendet werden, um ausschlief3lich
die gag-Domane mit der p12-, der p25- und einem
Teil der p16-Region zu erhalten.

[0012] Die hTLR-DNA-Sequenzen kénnen mit iso-
topischen oder nicht-isotopischen Labels oder Mar-
kern markiert werden und kénnen als DNA-Sonden
fur den Nachweis des Vorhandenseins von nativen
hTLR-Nucleotidsequenzen in Proben verwendet wer-

den, von denen angenommen wird, dass sie diese
Sequenzen enthalten.

[0013] Die folgenden Beispiele dienen der Veran-
schaulichung und stellen keine Beschrankung dar.

EXPERIMENTELLER TEIL

1. Reinigung des AIDS-bezogenen Virus-2 (ARV-2)
und Gewinnung von viraler RNA

[0014] HUT-78-Zellen, die mit ARV-2 infiziert sind
(ATCC-Zugangsnummer CRL 8597, hinterlegt am 7.
August 1984), wurden von Dr. Jay Levy, University of
California, San Francisco, erhalten. Kulturen wurden
zwei Wochen in RPMI-Medium mit 10% fetalem Kal-
berserum kultiviert. Die Kulturen wurden 1 h bei 4°C
und 2000 U/min unter Verwendung eines Rotors
SW-28 zentrifugiert. Das Pellet, dass das Virus ent-
halt, wurden in 10 mM Tris-HCL, pH 7,5, auf Eis er-
neut in Suspension gebracht. Das suspendierte Pel-
let wurde mit 10 pg DNase (Boehringer Mannheim)
behandelt und auf einen linearen Saccharosegradi-
enten geschichtet (15-50% in 10 mM Tris-HCI, pH
7,5, 1 mM EDTA, 20 mM NaCl). Der Gradient wurde
4 h bei 4°C und bei 34000 U/min in einem Rotor
SW-41 geschleudert. Finf 2,5 ml-Fraktionen wurden
gesammelt, und ein Aliquot jeder Fraktion wurde ei-
ner Elektrophorese in einem 1%-Agarose-5-mM-Me-
thylquecksilberhydroxid-Gel unterzogen (Bailey und
Davidson, Anal. Biochem. (1976) 70: 75-85), um zu
ermitteln, welche Fraktion die 9 kb umfassende virale
RNA enthielt. Die Fraktion, die die virale RNA ent-
hielt, wurde in 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1 mM EDTA
auf 10 ml verdiinnt und 2 h bei 4°C und 34000 zentri-
fugiert. Das Pellet wurde dann wieder in 20 mM
Tris-HCI, pH 7,6, 10 mM EDTA, 0,1% SDS und 200
pg/ml Proteinase K suspendiert. Die Inkubation wur-
de 15 min bei Raumtemperatur durchgefihrt. Das
Gemisch wurde mit Phenol extrahiert, und die wass-
rige Phase wurde auf 400 mM NaCl eingestellt, wo-
nach mit Ethanol geféllt wurde. Das Pellet wurde in
Wasser suspendiert und bei —=70°C aufbewahrt.

[0015] Fir die Reinigung der viralen DNA aus dem
Nucleinsaurepellet, das wie oben beschrieben erhal-
ten wurde, wurde eine Probe einer Elektrophorese in
einem niedrig schmelzenden 1%-Agarosegel, das 5
mM Methylquecksilberhydroxid enthielt, unterzogen.
Nach der Elektrophorese wurde das Gel mit 0,1%
Ethidiumbromid gefarbt, und die Nucleinsdureban-
den wurde mit UV-Licht sichtbar gemacht. Der Be-
reich, der 9 kb entsprach, wurde aus dem Gel her-
ausgeschnitten, wonach die Agarose 2 bis 3 min bei
70°C in drei Volumina 0,3 M NaCl, 10 mM Tris, pH
7,5, 1 mM EDTA geschmolzen wurde. Das Gemisch
wurde mit einem gleich grof3en Volumen Phenol ex-
trahiert. Die wassrige Phase wurde erneut mit Phenol
extrahiert und mit Ethanol gefallt. Das Pellet wurde
mit kaltem 95-%igem Ethanol gewaschen, an der Luft
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getrocknet, erneut in Wasser suspendiert und bis zur
Verwendung bei —70°C aufbewahrt. 100 ml Kulturme-
dium ergaben 0,5 bis 1 ug gereinigte DNA.

2. Synthese einer markierten homologen viralen Son-
de

[0016] Eine **P-markierte cDNA zu der durch Reini-
gung aus dem Gel erhaltenen viralen RNA wurde un-
ter Verwendung von Primern mit Zufallssequenz
(Kalbsthymusprimer) erzeugt, die wie in Maniatis et
al., A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, NY.
1982, beschrieben, hergestellt wurde(n). Das Reakti-
onsgemisch enthielt 2 ul 0,5 M MgCl,, 5 pl 0,1 M Dithi-
othreit, jeweils 2,5 pl 10 mM dATP, 10 mM dGTP und
10 mM dTTPR, 2,5 pl Kalberthymusprimer (100
A,go/ml), 0,5 p virale DNA, 5 pl Actinomycin D (200
pg/ml), 10 pl *#P-dCTP (> 3000 Ci/mmol, 1 mCi/ml)
und 1 pl AMV-Reverse-Transkriptase (17 Einhei-
ten/pl) in einem 50-pl-Reaktionsvolumen. Das Reak-
tionsgemisch wurde 1 h bei 37°C inkubiert. Die Son-
de wurde von den freien Nucleotiden durch Gelfiltra-
tion unter Verwendung einer Sephadex-G50-Saule
getrennt. Das Luckenvolumen wurde aufgefangen,
NaCl wurde bis zum Erhalt einer Endkonzentration
von 400 mM, einzelstrangige Trager-DNA bis zu ei-
ner Endkonzentration von 100 ug/ml zugegeben, und
die cDNA wurde mit Ethanol gefallt. Das Pellet wurde
dann wieder suspendiert, und die Zahlrate auf Grund
von eingebautem **P wurde ermittelt.

3. Nachweis von ARV-Sequenzen in Poly(A)*-RNA,
hergestellt aus infizierten HUT-78-Zellen.

[0017] Poly(A)*-RNA wurde aus HUT-78-Zellen, die
mit ARV-2, ARV-3 oder ARV-4 (drei verschiedene
Isolate von drei verschiedenen AIDS-Patienten) infi-
ziert waren, und aus nicht infizierten HUT-78-Zellen
gewonnen. Die Poly(A)*-RNA wurde einer Elektro-
phorese auf 1%-Agarosegelen, die 5 mM Methyl-
quecksilberhydroxid (Bailey und Davidson, siehe
oben) enthielten, unterzogen und anschlieRend auf
Nitrocellulosefilter ibertragen und mit der homologen
Sonde hybridisiert, die wie in Abschnitt 2 beschrieben
hergestellt wurde. Die Hybridisierungen wurden in
50% Formamid, 3 x SSC bei 42°C durchgefihrt.
Waschschritte wurde bei 50°C in 0,2 x SSC durchge-
fuhrt. Fur alle drei Proben infizierter HUT-78-Zellen
wurde eine 9 kbp-Bande gefunden. Diese Bande
fehlte in der Poly(A)*-RNA der nicht infizierten Zellen.

4. Nachweis von ARV-Sequenzen in infizierten und
nicht infizierten HUT-78-Zellen.

[0018] DNA mit hohen Molekulargewicht (chromo-
somale DNA) wurde aus Kulturen von HUT-78-Zel-
len, die mit ARV-2 infiziert waren, und aus Kulturen
von nicht infizierten HUT-78-Zellen unter Befolgung
des Verfahrens von Luciw et al., Molec. and Cell Biol.
(1984) 4: 1260-1269 gewonnen. Die DNA wurde mit

einem oder mehreren Restriktionsenzymen verdaut,
einer Elektrophorese in 1%-Agarosegelen unterzo-
gen und unter Befolgung der von Southern beschrie-
benen Methode (1975), siehe oben, auf Nitrocellulo-
se durch Blotting Ubertragen. Die Blots wurden mit
der *P-markierten Sonde 36 h bei 42°C in einem Ge-
misch hybridisiert (10° cpm/Blot), das 50% Forma-
mid, 3 x SSC, 10 mM Hepes, pH 7,0, 100 pg/ml de-
naturierte Trager-DNA, 100 pg/ml Hefe-RNA und 1 x
Denhardt's enthielt. Die Filter wurden einmal bei
Raumtemperatur in 2 x SSC und zweimal bei 42°C in
0,2 x SSC, 0,1% SDS gewaschen. Die Filter wurden
an der Luft getrocknet und einem X-Omat-Film unter
Verwendung einer Verstarkerfolie ausgesetzt.

[0019] Die zu ARV-2 homologe *P-Sonde hybridi-
sierte spezifisch mit zwei Banden der DNA von infi-
zierten Zellen, die mit Sacl gespalten wurde. Diese
Banden fehlten, wenn die DNA von nicht infizierten
Zellen verwendet wurde, was darauf hinweist, dass
die Sonde spezifisch mit infizierten Zellen hybridi-
siert, wahrscheinlich mit dem Provirus, das in die
chromosomale DNA integriert ist. Das Molekularge-
wicht der Banden betragt etwa 5 kb und 3 kb.

[0020] Um zu ermitteln, ob andere Enzyme die pro-
virale Sequenz spalten, wurden weitere Spaltungen
mit Restriktionsenzymen unter Verwendung von Eco-
RI, Sphl oder Kpnl oder doppelte Spaltungen, fiir die
zwei der hier genannten Enzyme verwendet wurden,
durchgefihrt.

[0021] Die Southern-Blots zeigen spezifische Ban-
den, die hybridisieren, wenn die DNA von infizierten
Zellen verwendet wird. Eig. 1 zeigt eine schemati-
sche Karte der Positionen von Restriktionsenzym-
stellen in der proviralen Sequenz und gibt Fragment-
bereiche an.

5. Klonierung von proviraler ARV-2-DNA

[0022] Zell-DNA mit hohem Molekulargewicht aus
infizierten HUT-78-Zellen wurde unter Befolgung des
Verfahrens von Luciw et al., siehe oben, gewonnen.
Die DNA wurde mit EcoRI verdaut, die einmal in dem
Provirus schneidet, in einem Saccharosegradienten
zentrifugiert, und Fraktionen, die 8-15 kb entspre-
chen, wurden vereinigt, einer Dialyse unterzogen und
durch Ethanolfallung aufkonzentriert. Der vom A-Bak-
teriophagen abgeleitete Klonierungsvektor EMBL-4
(Karn et al., Methods Enzymol (1983) 101: 3-19) wur-
de vollstandig mit einem Gemisch der Restriktionsen-
zyme EcoRI, BamHI und Sall verdaut, und dann wur-
den durch Phenol-Chloroform-Extraktion die Proteine
von der DNA entfernt, wonach die DNA mit kaltem
Ethanol geféllt und in einem Ligationspuffer erneut
suspendiert wurde. Die EMBL-4-Phagen-DNA und
das Produkt des Verdaus der zellularen DNA mit Eco-
RI wurden gemischt und ligiert, und die resultieren-
den rekombinanten Phagengenome wurden in vitro
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verpackt. Nach der Phageninfektion von A-sensitivem
E. coli (DP50supF) wurden etwa 500 000 Phagen-
plaques auf Nitrocellulosefilter Ubertragen, die DNA
wurde fixiert und die Filter wurden einem Screening
mit einer homologen **P-Sonde unterzogen, die wie
in Abschnitt 2 beschrieben hergestellt wurde. EIf re-
kombinate Phagen von 500 000 Phagen reassoziier-
ten in dem zunachst durchgefiihrten "Doub-
le-lift"-Screening-Verfahren (Maniatis et al. Molecular
Cloning, A Laboratory Manual, NY, 1982) mit der vi-
ralen cDNA-Sonde, diese Phagen wurden
Plaque-gereinigt und in grofen flissigen Kulturen fir
die Gewinnung der rekombinanten DNA vermehrt.
Plaque-gereinigte Phagen, die ARV-DNA enthalten,
halten, wurden in flissiger Kultur in E. coli DP50supF
vermehrt; die Phagenpartikel wurden geerntet und in
CsCl-Gradienten in Form von Banden erhalten, und
die rekombinante Phagen-DNA wurde durch Phenol-
extraktion und anschlielRende Ethanolfallung gewon-
nen (Maniatis et al., siehe oben). 1 ug gereinigte Pha-
gen-DNA wurde mit Restriktionsenzymen verdaut, ei-
ner Elektrophorese auf 1%-Agarosegelen unterzo-
gen und mit Ethidiumbromid unter Ultraviolettlicht
sichtbar gemacht. Die DNA dieser Gele wurde auf Ni-
trocellulose Ubertragen, wo man sie mit der viralen
cDNA-Sonde reassoziieren lasst.

[0023] Einerder 11 Phagen, der als A ARV-2(9B) be-
zeichnet wird, wurde bei der ATCC am 25. Januar
1985 hinterlegt und hat die Zugangsnummer 40158
erhalten. A ARV-2(9B) enthalt eine Insertion, die aus
der proviralen DNA voller La&nge zusammen mit flan-
kierenden Zellsequenzen besteht. Der Verdau von A
ARV-2(9B)-DNA mit Sacl lieferte Fragmente der vira-
len DNA von 3,8 kb und 5,7 kb. Der EcoRI-Verdau
von A ARV-2(9B) fuhrte zu virushaltigen DNA-Stu-
cken bei 6,4 kb und 8,0 kb; der doppelte Verdau mit
Sacl und EcoRI ergab Fragmente der viralen DNA
bei 3,8 kb und 5,4 kb. Dieses Muster stimmt mit dem
Muster eines Provirus Uberein, das an zellulare DNA
gebunden ist.

[0024] Zusatzlich zu A ARV-2(9B) wurden erhalten:
(1) ein Phage (A ARV-2(8A)), der die linke Halfte des
viralen Genoms von der EcoRI-Stelle in der viralen
DNA sich erstreckend bis in die flankierende
Zell-DNA aufweist, und (2) ein Phage (A ARV-2(7D)),
der die rechte Halfte des viralen Genoms von der
EcoRI-Stelle in der viralen DNA sich erstreckend in
die flankierende Zell-DNA aufweist. Die Bakteriopha-
gen A ARV-2(7D) (rechts) und A ARV-2(8A) (links)
wurden bei der ATCC am 26. Oktober 1984 hinterlegt
und haben die Zugangsnummern 40143 bzw. 40144
erhalten.

6. Polymorphismus
[0025] Zur Messung des Grades der Verwandt-

schaft unabhangiger ARV-Isolate wurden die mit Re-
striktionsenzymen erhaltenen Spaltprodukte der

DNA von HUT-78-Zellen, die mit ARV-3 und ARV-4
infiziert waren, mit der Sonde analysiert, die aus klo-
nierter ARV-2-DNA hergestellt wurde. Der Sacl-Ver-
dau von ARV-3 DNA ahnelte dem Verdau von ARV-2,
wohingegen die mit Hindlll erhaltenen Spaltprodukte
voneinander abweichende Muster zeigten. Der Sa-
cl-Verdau und der Pstl-Verdau von ARV-4-DNA un-
terschied sich vom entsprechenden Verdau von
ARV-2 DNA. Die Intensitat der infolge der Reassozi-
ation erhaltenen Signale, die mit der ARV-3- und der
ARV-4-Probe erhalten wurden, war wesentlich
schwacher (in etwa 10-fach schwacher) als das Sig-
nal fir ARV-2 DNA, was wahrscheinlich daran lag,
dass in den ARV-3- und ARV-4-Kulturen weniger Zel-
len infiziert wurden. Die virusspezifischen DNA-Frag-
mente, die durch die Behandlung von ARV-3- und
ARV-4-DNA mit Sacl erhalten wurden, hatten ein Ge-
samtgewicht von 9,0-9,5 kbp, was einen Wert dar-
stellt, der dem Wert von ARV-2 &hnelt und mit der
GroRe der RNA-Genome im Einklang steht.

7. Sequenzierung von proviraler DNA

[0026] Fragmente oder Subfragmente von
ARV-2-DNA aus dem A-Phagen 9B wurden herge-
stellt und unter Anwendung herkdmmlicher Verfahren
(Maniatis et al, siehe oben) in M13 kloniert. Die Se-
quenzierung wurde gemaf Sanger et al, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA (1977) 74: 5463, unter Verwendung
des Universalprimers fir M13 oder von chemisch
synthetisierten Primern, die komplementar zur
ARV-2-Sequenz sind, durchgefiihrt. Die Sequenz
wird in Fig. 2 gezeigt.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Herstellung eines isolierten
DNA-Polynucleotids, das ein Fragment von mindes-
tens 21 bp aus der gag-Region oder der env-Region
der ARV-2-Sequenz gemaR Fig. 2 umfalit, wobei das
DNA-Polynucleotid mindestens teilweise chemisch
synthetisiert wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei das
DNA-Polynucleotid ein Fragment von mindestens 21
bp aus der gag-Region der ARV-2-Sequenz gemaf
Fig. 2 umfalit.

3. Verfahren nach Anspruch 1, wobei das
DNA-Polynucleotid ein Fragment von mindestens 21
bp aus der env-Region der ARV-2-Sequenz gemaf
Fig. 2 umfalit.

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, wobei das DNA-Polynucleotid markiert
ist.

5. Verfahren nach Anspruch 4, wobei das
DNA-Polynucleotid mit einem isotopischen Marker
markiert ist.

5/16
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6. Verfahren nach Anspruch 4, wobei das
DNA-Polynucleotid mit einem nicht-isotopischen
Marker markiert ist.

Es folgen 10 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Fig. 1

K S
5.1 , .6 ,
3. o3 \8 . D.2 ,
. 5.2 ' '
LY ,
5.4 I

7/16



-3
133
214

8
148
268
388
so8
828
748
888
988

1108
1228
1348

1468
1588
1708

1828
1948
2068
2188
2308
2428
2848
2668
2788
2908
3028
N4
268
3388
3508
llﬁlﬁ
3748
3888

Jgne

DE 3588 252 T2 2006.02.02

Fig. 2-1

:;::;AGGBCIAAYIl‘GYltCAAAGAl‘l!AlGAEAYtC|lﬂAtCIGTGGAItTAt(ACAtACAAGGCYACY'CttlGAYlGGtAGAAT1AthlCCAGGGCtAGGGAYCAGAIAICCA
CTCACCTTICEATCETECTTCAASCIACTACCAGTTEAGCCAGAGAACETAGAACACECCAATGAAGGAGAGAACAACAGCTTGTITALACCCTATGAGCCIGCATGGRATEGAGGACGLE
GAGAAAGAAGTGTTAGTCTCEAGETTICACACCARACTACCATTTCATEACATGECCCEAGAGCTGCATCCGOAGTACTACAAAGACTGLICACATCGAGCTTTCTACAAGGEACTYTCCE
C'ISBGGIH1lCtl‘s‘l‘ﬁ(ﬁl’scttl“tt“ilt1GGGG!GYGGCGfttt!tlnuﬂctl“g%ﬁg;ﬁ:'ﬁtI""GCCTGITC':I: :G’TCI’HCIGBTTAGACCAGATCYGAG
CCTCEEAGCTCTCTIGECTAACTAGGGAACCCACTECTIAAGCCTCAATAAAGCTIGCCTTGAGTECTICA AGTAGTGTGTECCCETCTETICTGTEACTCTGETAACTAGAGATCCCTEA
GACCC‘I!!AG'(A&T‘lG‘lAAAAfCYCY‘:::: lgﬁcﬁgg;glt;AggiltscﬁillGCGAAAG!ABAACCAGLGBAGtTCYC1tSACGCAG&ACYCGG?YTBC'GAAGCSCRCACAG

LysGluArgGluNetClyAlaArgAlaServalieuSerGlyGlyGivtendsplysIrpite 28
CAAGACECEAGEEECCECEACTEETGACTACGCCAATITTTCACTAGCCEAGGCTAGAABGAGAGAGAGATGCEETECEAGACCETCEETATTAAGCEGEGRAGARATTAGATAAATEGEAA

lyllloArolc-Argrra‘lyGlylyslyllylf:rlyslcul,;ﬂ!slll'nlTrpAlaSnrlrgGlnlenslulngncll"nlAsnPra:lyLonlcuGln!hrSerS\nstytys 81
AAAATTCECT TAAGGCCACGECCAARGALARAATATAACT TARAACATATACTATECCCAAGCAGGEAGCTAGAACGATICGCAGTCAATCCTGGCCYCTTAGARACATCAGAAGGCTGL

ArgSinlleLevGlyGinlevGianProsSertenciatnrG) ySercluGtotenArpSerLeuTyrAsaThryalAlaThrieuTyrCysValRisG nArgItaAspYallysAspThe 108
AGACAAATATYGEEACACCTACAGCCATCCCTTCAGACAGGATCACAAGAACTTAGATCATTATATAATACABTAGCAACCCTCTATTETETACATCAAABGATAGATETAAAAGACACE

l,silvllatovﬁlutysllt‘!v‘l-iluﬁllll.LysSorlyllyllysAllG!nﬁlnA!nllAA]aAlAAIaGlyThrGl,lsnS'rsa'GlnlulSQlGInA;AlerrnlIQVAF 141
AAGGAAGCTITAGAGAAGATAGACGAAGAGCARAACAARAGTAAGAAAAAGGCACAGCAAGLAGCAGCTECAGCTEECACABGAAACAGCAGCCAGETCAGCCARAATTACCCTATAGTS

ClaAShLevGinGlyGInRetYalHIsGIinAlalieSerProArgihrievAsnAlalepYaliysValVatslublulysilsPhaSerProGluYal {lePronetPheSerAlaten 182
CACAALCTACAGGGGCAAATCEYACATCASCCCATATCACCTAGAACTTTAAATECATGEGTAAAAGTACTAGAAGAARAGECTTITCAGCCCAGAAGTAATACCCATSTTITCAGCATTA

SerClugiyAlaThrProCinAsplevisaTarnetievAsaThrvalGlyGlyNiscinAlaA) aRetElaNatLeulysEluThrlleAsaGloGioAtahlaGiuTrpAspArgYal 221
TCAGAAGEAGCCACCCCACAABATTTAAACACCATGCTAAACACAGTSCEEGGACATCARGCAGCCATECAAATGTTAAAAGAGACTATCAATGAGCAAGCTGCAGAATGEGATAGAGTS

l!s'ro!nlll;Alnsly'rol!clln!rcﬁ\yﬁlnlotlrgclu’roArgGl,S-rA:pl‘eAluslytnr!hrScrlhrleuGlnGluGlni!l&ly!rplotThrllnlsnvroPro 261
CATCCACTGCATECAGSCCCTATTECACCAGECCAAATGAGAGAACCAAGBEEAACTSACATAGLAGEAACTACTAGTACCCTTCAGGAACAAATAGGATEGATEACAAATAATCCALEY

1eProYalelyslolleTyeLysArglrpitellelenGiylevAsalysilevalArghesTyrSerProTarserilotauAspllieArgblnGlyProtysSluProbheArgAsp 301
ATCCCAGTABSAGAAATCTATAANAGATGCATAATCCTGEGATTAAATAAAATAGTAAGAATGTATAGCCCTACCAGCATTCTGGACATAAGACAAGGACCARAGGAACCCTTTAGAGAT

TyrvalAspArgPheTyrtysTarleuArgAtactuGinAl aSerSinAspYallysAsatroRetiar6lotnrlevle¥al@inAtnA) shsnProAspCystysThriteloutys 342
TATGTAGACCGETTCTATAARACTCTAAGAGCCGAACAAGCTTCACAGEATETARAAAATTGRATGACAGAAACCTTETTGETCCAAAATGCARACCCAGATTGTAAGACTATTTTAAAL

u.msmnu.Aln»ru-clmnunnnaru.cneuelymslm,melymsuuuinv.lu-umuu.ms.remnmunromm 381
GCATTGGEACCAGEAGCTACACTAGAAGAAATGATGACAGCATGTCAGECAGTOEG066ACCCCECCATARAGCAAGACTITTGECTCAAGCCATOAGCCAAGTAACARATCCABCTAAL

llolctlntslnAquIyAln'hnArgAlnslaArgLyn!nrv:lL,a:yIPho:;nzylilyLyssinsl,uitlliA‘hl}tASﬂf}:ArgI‘AIralrgl,tlytﬁlycyulryltg [$4]
ATAATGATCCAGAGAGGCAATITTAGGAACCAAAGAAAGACTETTAAGTETTTCAATTCTECCAAAGAASCECACATAGCCAARAATTGCAGECCCCCTAGBAAAAAGGBCTETTEEAGA

CysGlyArgGuG) yH13G nRetLysAspCys TAPGIuAPGI Al sAsnPhaLeuGlyLysIleTrpProSerTyrlysG) yArgProG yAsaPhateusinSerArgProslubro 461

PhePhedrgbluAsplevAlaPhelenClabiylysAlaArgEiuPheSerSer8luCinThrArgAls 23
TCTCGAACSGAACGACACCAAATOAAAGATIGCACTGAGAGACAGGCTAATTITYTAGGGAAGATCIGGCCTTCCTACAAGEGAAGGLLABGEAATTITTCTTCAGAGCAGACCAGAGCCA

ThrAlsProProblubluSerPhekrgPhetliybliutlulysTarThrProsSerGintyselatioProllehsplysSluteuTyrProteuThrSertovArgSerlesPheGlyAsn S01
AtnSerProThrArgArgGlolecbinys) TrpGlyGlyGloAsaksaSerteuSarGIuAlabiyAlaAspArgGinGlyThe¥e) SerPheAsaPhaProGiallaTaclavtrpGlin 63
ACAGLCCCACCABAAGAGAGETTCAGGTTTCOCRACEAGAAAACAACTCLCTCTCABAAGCAGEAGCCOATAGACAAGEAACTGTATCCTITAACTTCCCTCAGATCACTCTITGECAAL

AspProSersSer8indl

Arx’ralnu'ol!hrlltlr $1eG1yClyGlateslysGluAlalenteuhspTarGlyAdaAspAspTarFalleuGluSluRetAsalauProGiyLlysTrplysProlysietila 103
GACCCCTCGTCACAATAAGGATAGGRGECCAACTAAAGGAAGCTCYATTAGATACAGGASCAGATGA ACASYAITAGMGAMTSAA‘I’IIGCCAGGXA{NGGA CCARRAATGATAG
GlyGlylleS)1yGlyPheltelysValArgGlnTyrAspGinlieProvalGtollaCysCiyNistysAtalieGiyThevalteuwValiyProthrProYatlAsnilelleGlyAry 143
GGESAATTCEAGETITTATCAAAGTAAGACAGTACCATCAGATACCTGTAGAAATCTGTECACATAAAGCTATAGGTACAGTATTAGTAGGACCTACACCTGYCAACATAATTGEAAGAR

AlnltuLQuThrGlnlIoGlyCsthrLtulsn'lu?rolloSorProllosluTherl'rc'nItylltul:l'roﬁlylctllgsl ProlysYallysGinTrpProLeuthréty 183
ATCTETTAACTCAGATIGETTETACTTTAAATTTCCCCATTAGTCCTATTGAAACTETACLAGTAARATTAAACCCAGEAATGCATCECCCARAACTTARGCAATBSCCATTIGACAGAAG

GlulysileLysAtaleuvalGlulleCysThrGIumetElulysGlo6l yLysiteSerLysl)eGlyProCtursnProTyrAsaThrProvalPheAlallotystyslysAspSer 223
AAMAAATAAAAGCATTAGTAGABATATCTACAGAAATCGAAAAGEAAGEEAAAATTTCAAARATTCECCCTCAARATCCATACAATACTCCABTATTTGC FATAAAGAAAAAAGACAGTA

Thrlylfrplr:tylklv'llAl'?lclrg‘llltnllnt,llrw‘hrﬁlnllpPthf’G‘Ulll‘lﬂl(vﬁ‘,l‘Q'tonll'rolllGlyltUlrltylly’ly!SCPVI!Ybf'll 263
CTAATGGAGAAAACTAGTAGATTTCASAGAACTTAATAAAAGAACTCAAGACTTCTGGEAAGTTCAGTTAGEBAATACCACACCCCOCAGSET TAAMAAAGAAARAATCAGTAACAGTAT

LeuAsp¥alGyAspAlaTyrPheServalProlenAsplyshspPheArgLysTreThrAlaPhethrileProserileAsnAsntluthrProGlyl)edrgtysGlinTyrAsnYsl 303
TEGATGTGEGTGATECATACTTITCAGTTCCCTTAGATARAGACTTTAGAAAGTATACTGCATTTACCATACCTACTATARACAATEABACACCAGOCATTAGATATCAGTACAATETEL

LeuPro6iaGlyTrplysGlySerProAlallePheGinSerSarNetThrLys [)eleuGlubroPheArglysGinAsalroAsplileval I1eTyrGlaTyrRetAspAspLontyr 343
TGCCACAGEGATSGAAAGSATCACCAGCAATATICCAAAGTAGCATRACARAAATCTTAGAGECTTTTAGAAAACAGAATCCAGACATAGTTATCTATCAATACATGSATCATITIGTATG

'llilySQrAllenGlulloﬁly&lnuislru!hrlyllloslnslvlculrgslnulsloulcnltqtr;ﬁly?hn‘hf!&r'rallplyalylsltllnl,liln'ro?ro'halon 383
TAGCATCTEACTTAGAAATAGGELAGCATAGAACAARAATAGAGEAACTEACACAGCATCTCITEAGETCECEATTTACCACACCAGACAAARAACATCAGAAAGAACCTCCATTLCTTT

Trpnet6ly¥yrGlotecHisProAsplysTrpTArYalGinProlleNetlevProCulysAspSerTrpTArvalAsaAsplleCintystecalGiylyslevAsnTroAlaser 423
CGATEEETTATGAACTCCATCCYSATAAATGEACAGTACAGCCTATAATECTECCAGAAAAAGACAGCTECGACTETCAATGACATACACAAGTTAGTCEGAAAATTCAATTCGELAAGTC

SinlleTyrAlatiylleLysYallysEintenCystysioulouArgblyThrtysAlateuThrCluYallleProleaThrGlucluAl sClutevclvtecAl sbluAsahrgsly 463
ABATTIATGCAGEBATTAAAGTAAASCAGTTATETAAACTCCTTAGAGEAACCAAAGCACTAACAGAAGTAATACCACTAACACAAGAAGCAGASE YACAACTCCCAGAAAACAGEGAGA

Tletoulys&luProVal H13G1uYal TyrTyrAspProseriysAspleuvalAlaclolieClalysGlaCiyGInclyClaTrpThrYyrslnlletyrCinclulroPhalysAsn 503
TTICTAAAAGAACCAGTACATEAACTATATTATGACCCATCAAAAGACTTAGTAGCAGAAATACAGAAGCAGGSECAAGGCCAATGGACATATCAAATTITATCAAGABCCATTTAAAAATE

LeulysThrGiyLysTyrAlaArgNetArgSlyAYaRIsThrAsaAspVallysClaleuThrGiuAlavaiGlaLlysValSerThreluSerileval 1eTrpGlylyslaProlys 542
TEAAAACAGEAAAGTATGCAAGCATGAGESETGCCCACACTAATEATCTAAAACACTTAACAGAGGCACTCCAAAAACTATCCACACAAAGCATAGTAATATEECCAAAGATTCCTAAAT

'not::lou?rql‘nﬁl-Lylslulhrtrp:)-Alarrptralolﬁlu!yrttpilnllothrfrpllu’roalntrucll?hc'olAnn!hrrrc!ralcuvlllyuloufrg!yrBln 583
TTAAACTACCCATACAARAGEAAACATCEGAAGCATEETGEATEGAGTATTCECAAGCTACCTGGATTCCTGAGTCRCARTTTGTCAATACCCCTCCCTTAGTOAAATTATGETACCAGT

Leublulys6luProlleYalClyAlaCluThrPheTyryalAspClyAlaRlaAsnArgCloThrLystesiyLysAYaCiyTyrYa) TArAspArgClyArgaialysYel Vel Ser 623
TAGAGAAAGAACCCATAGTABSAGCAGAAACTITCTATGTAGATEEEGCACETARTAGEGACACTAAATTAGGAAAACCACCATATETTACTCACACAGCAAGACARAAAGTTGTCTCCA

1eA sAspThrThrAsnGlatysThrGlutenCinAtal)eNi slenAtateubiaAspSerciyloviinvalAsalieval ThrAspSercinTyrAlatancty [V ellacinAla 563
TAGCTGACACAACAAATCAGAAGACTGAATTACAACCAATTCATCTAGCTTTCCAGGATTCCEGATTACSAAGTARACATAGTAACAGAC TCACAATATGCATTAGGAATCATTCAAGCAC

CInProAsplysSerglusércislesValSerGlntinllaciuCiatevilalystysGistysValTyrievAlatrpValProAl sissiysClylle1yGYyAsnsluélaYal 703
AACCABATAAGAGTGAATCAGAGTTAGTCASTCARATAATAGAGCAGTTAATARAAAAGGAAARGETCTACCTCGCATGEETACCAGCACACAAACGAATTECAGCAAATGAACAAGTAG

AspL, lL-ulnl!nrlln‘lylloArglysVAltc-rtoLan|ns|’lluA:ply;Ala‘llGlnGilHlsﬁ"til'yrniss-rlanrrpnpgil.a.;nl.s.,., Phadsalen 74)
AgA;AYTAGTCISTECTGEAAYCAGGAAAGTACllTTT!T‘AllGGAA'AGAIAASGCCCIAG!AGAACAYGISAAATAICACASYII‘f“lﬁA:cAAlccclA‘tg‘;|]:“ccl:‘

ProPrevalValAlalysSlulieVatAlaSerCysAsplysCysciatestyssiyGlualaRecuisCyS1avalAspCysSerProclyltelepslntanAspCysThentisten 783
CICCTGTkGTlﬂtll‘l$lll|l67lﬁccl5{'51G‘Tl‘AT‘TﬁlGCYIAAAS‘AGAAGCCATGCITG‘ICAA‘YA‘AC‘BTI‘YCCA‘EAI'A'Gzcllcf“‘gfzflchclfﬁTAG

ElnslytyiIIlLlnleu'llAll'lllil!nlll.Squl,!,rlleGlnllbcln';llle'ralloﬁl-rhr‘lycla:t.lg,;].r

rPhelevtlevl AlsGiyArgtrp 823
e AALAATTATCCTEG TAGIAG TTCATG TAGECAGTGEATATATACAAGEACARGTTAT TCCAGCAGAGACAGGRCACSARACACEATL T Tyt 14

ATFTTCTCTTAAAATTAGCAGGAAGATGEL
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Fig. 2-2

ProvaliysInrilontstnrAsphsastizserAsnlhatnrSerIarinryatiysAladlaCssTeptroalatiyltotysstinGluPheCiyiletrolyrAsabroGinSersin 863

CABTAAAAACAATACATACABACAATCECAGCAATITCACCACTACTACESTTAAGECECCCTEITCETCEECAGEEATEAACCAGSANTTTCRCATTCCCTACAATCECCAAAGTCAAS

S1pVelivaldlusSerAotAsansaGivionlysLysitoltioCiyCiavalArpAtpGiaAtabivnisteulys TArATa¥alGTaNstAl a¥a) PhelleRisAsaPhelyshrplys 90)

GABTAGIAsllltIA1Gll1AAIIAAI1AAABAAAA!IAIAGSltAEGIAA‘AGAICAGSCYGAICACCTTAAGACAGCAGlACAAATGCCAGTATTCAYC(ICAATTTTAAAAG:AAAG

ClpClyl1eClyGlyYyrseratablyCloaryliuVataspilelleAlaTarAspllet)alnrLysClulevtintysGinlleThriysiiatiaAsnPreArgYa) Tyrtyrary 943

SOECCATTCCOEEATACACTOCASEECAARGAATACTASACATAATAGCAACAGACATACAAACTAAAGAAC TACAAAAGCARATTACAAAAATTCAAAATTTTCECGTTTATTACAGGE

AspAsalysagpProtewYrplyssliyProAlalysieulenlrplysGlyGiuGiyAlavalval I1eGinrspAsaSerdspiielysVal ValProdrgirglysAtalysilatie 582

ACAACAAAGATCCCCTITEOAAAGRACCABCARAGLTICTCTERAAAGETGARGAGGCAGTAGTAATACAAGATAATAGTEACATAARAGTAGTRCCAAGAAGAAAAGCAARAATCATTA

ArgdspTyrtigtysCianetalagiyAsphspCys¥atalaserArgClahtptluAspin
SECATTATECAARACAGATCECACETCATCATTRTCTERCAAGTAGACACRATCACCATTAGAACATEGAAAACTTTAGYAARACACCATATCTATATTTCARAGARAGCTAAASEATEE

1TTTATAGI(ATCACTAIGAAAGIIC!CATCCAAGlSflliyiclﬁllﬁfkcltlIC!C!CIAGIGGA!ECTAAATYﬂGTAAYAA!AAtl!ATYEGGG'CIGCAIACASGAGAAAGAGAA
TESCATTTEERCCAGERACTCECLATAGAATGCAGCARAAAGAAATATAGCACACAAGTAGACCCTCECCTAGCACACCAACTARTTCATCTCCATTATTYTGATIGTYTYTCAGAATLY
CCTATAAAAATGCCATATSAGGATATACAGTYACTCCIACGTCTCAATATCAAGCAGCACATAACAAGSTAGEATCTCTACAATACTTGGCACTAGCAGCATTAATAACACCAAAAAAG
ACAAACCCACCTTTECCTARTGTTAASARALTCACAGAGGATAGATGCAACAAGCCCCAGAAGACCARGECCCACAGABEEACCCATACAATGAATCRACACTAGAGLTTYTAGAGEASE
TTAAGAGACAAGCTGTTAGACATTITCCTAGGLLATCGCTCCATARCTTAGGACAATATATCTATEAAACT TATGAEGATACTTEEECAGCACTERAACCCATAATAAGAATTCTECAAC
ARCTGCTGTTTATICATTTICACAATTGCRTCTCAACATAGCACAATAGGCATTATICAACAGAGGACACCAAGAAGAAATGEAGCCAGTAGATCCTAATCTAGAGCCCTGEAAGCATCLA
ERAAGTCACCCTAGEACTEETTETARCAATTGCTATTGTARARAGTGYTOCTTTCATTSCTACACRTETTITCACAAGAAAAGCCYTAGGCATCTCE TATGECAGEAAGAAGCGEAGACAE
COACCAAGAGETLCTCAGBACAGTCAGACTCATCAAGCTTCTCTATCAAAGCAGTAAGTACTAAATGTAATCCAATCTTTACAAATATTAGCAATAGTATCATTAGTAGTAGTAGCAATA

. ClulystysGlalysThrYatAlsoNetiysVal
ATAGCAATAGTIETETEGACCATAGTACTCATAGAATATAGEBAAAATATTAAGACAAAGAAAATAGACAGATTAATTGATAGAATAAGAGAARAAGCAGAAGACAGTGGLARTEAAAGTG

LysBlyThrArgArgAsaTyrGinHtsLeuTrpArglrpGlyThrievLevteuGlyNetieuNet [leCysSerAlaTarClutysteutrpVal TheYa TyerTyrGlyYalProval
ARGGGGACCAGGAGGAAYSATCABCACTTGTGOABATEGEECACCTTECTCCTTGEGATGTTEATGATCTCTAGTCCTACAGAAAAATTISTGEGTCACAGTITTATTATGGAGTACCTGTE

TrplysGloAlaThrTarTarLeuPieCysAl aSerAspAladrgAlaTyrAspTheGluYalHisAsaVal TrpAteThrNisA)aCysYaiProThrAspProdsaProGintinyel
TEGAAAGAAGCAACTACCACTCTATTTIGTGCATCAGATGCTAGAGCATATGATACAGAGETACATAATGYITTGE6CCACACATGCCTATGTACCLACAGACCCCAACECACAAGAAGTA

ValleuSiyAsnYalThrGluAsnPheAsametTrplysAsnAsnRetVelGluGinRetGInGluAsplielleSertauTrpAspGinSerteulysProCysYallysteuTirPre
GYATTGGCAAATETGACAGAAAATT TTAACATCTCEAAAAATAACATGGYAGAACAGATECAGGAGEATATAATCAGTYTATEGEATCAAAGCCTAAAGCCATGTGTAAAATTARCECCA

teut,x'nl!hrleulnnt,;thrA;leuslJL;:AInanAnn!hrAsns.rs-rltntratylﬁluSlvl!cly:Glysl-lchyll:aCytSorPh.Asnllo!hrthr!crllt
CTCTGIGTTACTTTAAATTGEACTEATTTCEGGAAGGCTACTAATACCAATAGTAGTAATTGEAAAGAAGAAATAARAGGAGAAATAARAAACTGCTCTTTCAATATCACCACAAGCATA

AfgklplylllcGlnlyl‘lullh‘lll.wPhllrgASnlI!Alp'n|'ll'rol|0llpllnlllSlfihrfhrlhrllnT’rThrllnTyrlrIltﬂlll“'ICyll!nAflSOr'll
AGAGATAAGATTCAGAAAGAAAATECACTYTTTCETAACCTTGATOTAGTACCAATAGATAATCCTAGTACTACTACCAACTATACCAACTATAGGTTEATACATIGTAACAGATCASTE

1VeThrGlaA)aCysProlysys) SerPheGluProfteProlieNtsTyrCysTarProAlaGlyPacAlalleleulysCysAsnAsalysThrPhalanGiyLlysG) yProCysThr
ATTACACAGECCTGTCCAAAGGTATCATTTEACCCAATTCCCATACATTATTGTACCCCEGETGEITITELGATTCTAAAGTGTAATAATARAACGTTCAATGGAAAAGGACCATGTACA

Asa¥slSerInrval6lalysTarRisGliylieArgProllevalSerThrGintavtavlevAsnBliySerlevAlaGiuGlubuValYaltleArgSarAspAsaPhelhrAsndsa
AATGTICAGCACAGTACAATGTACACATCEAATTAGGCCAATAGTGTICAACTCAACTECTGETAAATGGCAGTCYACGCAGAAGAAGAGGTAGTAATTAGATCTCACAATTTCACGAACAAT

AlatysTariletleYalGinlevAsnGluSerYetAlalleAsnCysThrArgProAsnAsnisnThrArglysSeritalyrilatlyProbiyArghtaPhattsIneTnrGlyArg
GCTAAAAKCA!AAIAG!AtlEt!SAATGAATCIGIAGCAAITAACTGYLCAAGACCCAACAACAA’ltlA‘AAAAAGTATCTAIAYAGSACCAGBGAGIGCATYICATACAACAGGAAGA

IlefleGiyAsplieArglysAlantisCysAsnileSerirghtaCiaTrpAsnAsntartevCluCinilieValiyslysteudrg6luGlaPheG) pAsaksalysThrllevaipPie
ATAATAGGAGATATAAGARAAGCACATTGTAACATTAGTAGAGCACAATGGAATAACACTTTAGARCAGATAGT TAAAARATTAAGAGAACAGTTTGGGAATAATAAAACAATAGICTTY

AsnGinSerSerGlyGl yAspProGlullevalnethtsSerPheAsaCysArgGlyGluPhePhalyrCysAsnTnrThrGinleuPheAsarsntnelephrglauhsntsThrGly
AATCAATCCTCAGGAGGGCACCCAGAAATTGTAATECACAGTTTTAATTGTAGAGGEGAATTITTCTACTGTAATACAACACAACTGTITAATAATACATGEAGGY TAAATCACACTGAA

GlyThriysGlyAsnAspTariletletevProCysArglletysGinilelleAsnRetTrpCiaGiuvelGlyLlyaAlanetTyrAlaProProlVectyclyGlaolteSartyssar
GGAA(IAAAGGAAAYGACACAAICAT‘QthcAIG‘AGAAIAAAACAAAI!ATAAAtAYGTBGCAG:AAS!AEGAAAAGCAATG1AISCRCCTCCCAYYEGAGGACAAA7!‘;!16!7(!

SerAsnitetnrGlylevieuleuTnrArgAspGlyElyTarAsnyal InrAsaAspTheGluval PhaArgProGl yGlyGlyAspRatArgAspAsnTrpArgSerciuleuTyrlys
TCAAATATTACAGGGCTGCTATTAACAAGABATGETGGTACAAATETAACTAATGACRCCEAGETCTTCAGACCTGGAGOAGGAGATATOAGECACAATTSGACAAGTGAATTATATAAA

1ytly|'lllltlyllllGlu?rottuclyllQA!lPrbfhfly;llalyllrglrg'll'llslnquclulyslr'lll'nlGlylllVllGlyllllol’ﬂolouﬁlyﬂlollni‘{
TATAAAGTAATARAAATTGAACCATTAGGCAATAGCACCCACCAAGECAARGAGAAGAGTGGTCCAGACAGARAAAAGAGCAGTGGGAATAGTAGGAGCTATETTCCTTAGETTCYTIGEE.

AlsAlaGlySerthrietGlyAlavatiSertevTnrlecThrvalGlaAl adrg6lalevteusSerGlyiteVslGlnGinGinAsaAsnloutenArghtalieGiuAlaGinglaNty
GCAGCAGGAABCAL TATGEGLECACTETCATTGACSC TEACGETACAGELCAGACAATTATTETCTCGTATAGTECAACAGCAGAACAATTTECTGAGGECTATICAGECECARCAACAT

LeoleuGinleoThryaltrpSlylletysGinteubinAlahrgYalteuAl a¥alGluArgTyrLlavArgAspbinGintecteuGiylletrpGlyCyasSercliytystoulloCys
CTGIYGCAACYCACAGYCISEGGCAICAAGCAGCICCAGGCAASASICCIGGCIGYGGAAASAlACCTlAGGGAI(AAtAECICCTAGG‘Alli‘GGG{YGCICTﬁGAAAACTtAlTYGC

ThrThrAlavalProtrpAsaAlaSerVrpSerasnlysSerleubliuAiplleTepAspAsaRetThrTrpRetlntrpGlukrgClull eAspAsatyrtardsntarilatyerThr
ACCACTCCTETECCTTEGAATGCTAGTTGEBAGTAATAAATCTCTGEAAGACATTTGGGATAACATGACCTECATGCAGTGEGAAACAGAAATTCACAATTACACAAACACAATATACACE

LeuleuGluEluSer6inAsnGinglaCiolysAsnbluGinGluleuleuGiulevAsplysTrpAlaSerteuTrpAsalrpPheSertietarasatepleutrptyriloLysite
TTACTTGAACAATCECAGAACCAACAAGARAAGAATEAACAAGAATTIATIAGAATTGEATARCTERSCAAGTTTGTGEAATTEETTTAGCATAACAAACTCECTOTGETATATAAAGATA

Phellenetlleval6lyGlyteu¥alCliyLevArglletetPherlaYsttieuSertleValasnirg¥alArgGinGlyTyrSerProLevSerPnetintnrargleuProvalpro
TECATAATGATAGTAGEAGGUTYGETAGCTTIAAGAATASTTTITOCTGTGCTTICTATAGTGAATAGAGTTAGCCAGGRATACTCACCATTGTCATTTCAGACLCECCTCLCAGTCLCS

ArgGlyProdspArgProAspSlyileCl wClublublyClyGlulrgAspArghspArgServalArglevYalAtpElyPheLevAlsLeullelrpGlusoteuArgSerioutys
AGGCEACCCEACAGGCCCEACEEAATCEAAGAAGAAGETGEAGAGAGAGACAGAGACAGATCCETTICGATTAGTEEATERATICTTAGCACT TATCTCEEAACATCTOCEEAGCLTGTRE

LeuPheSerTyrArgArgLevArghsptestevteulleAl adlahrgThrvatGlalleteuCiynisArgSlyTepGluAlatenLlysTyetrpTrpSerieoleviliatyrirplle
CICTTCABCTIACCECCECTTRAGAGACTTACTCITBATTSCAGCEASEACTETGEAARTTCTEEECCACAGGEERTEGGAAGCCCTCAAATATTIRGTCGACTCTICCTSCAGTATTGRATT

GlaGloteulysdsnSerAlavalSerTrpleuAsarlathrAtalteA)aVolThrGluGlyThrAspArgVal HeGloYalAlaGinArgAtatyrargAlollelovkis]leonts
CAGEAACTAAABAATAGTGLTEITAGCYEGCTCAACSCCACAGCTATAGCAGTAACTGAGCECACAGATACEETTATAGAAGTAGCACAAAGAGCTTATAGAGCTATICTCCACATACAS

AegArgliedrgblablylevblivArglevienlenll
AGAAGAATTAGACAGGOC T TECARAGCCTTTTOC TATAAGATGOLTGECAAGTGGICARAACGTAGTATSCCTCGATEETCTGCTATAASCEAAAGAATCAGACCAGCTGAGCCACEASE

TCAGCCABCAGCAGATEGECTEEEACCACTATCTCEAGACCTEEAAARACATECAGCAATCACARGTAGCAATACAGCAGCTACTAATGCTCATTGTGCC TEECTAGAAGCACAAGAGSA
GCAAGAGGTEGETTTTCCAGTCAGACCTCACETACCTTTAAGACLAATGACT TACAAGGCAGCTTIAGA TATTAGCCACTTTTTAARAGAAAASGGECSA g'::;‘ﬁ‘GCflllflGGt
CCCARAGAAGACAAGAGATCCTTEATCTETEEATCYACCACACACAAGEC TACTTCCCTEATTCGCAGAAT FACACACCAGEGCCAGEEATCACATATCCACTCACCTTTGEATEETRCT
TCAAGCTAGTACCAGTTEABLCAGAGAAGETAGAAGAGECCAATGAAGCAGAGAACAACAGL TTEYTACACCCTATEAGCCTECATCGCATECACEACECECARAAAGRACTCTTAGTST
GGAGS!YTSACAGCAAAC'AGCA'TICATCACAIGSEtCSASl6C|GCAlCtSGlSIACYlCAlAGACTGﬁ:::gA:S:fgc1[’cg‘g“““crrt“gcrcg“‘c'r’tc‘cgsl
SSCGTGGCCTQFSCGGGACIGGGSASTGS:G!CC‘TCAGATQCYS{IIA!::Et;ﬁs:fC|YlllGCClGYACIG CGTCTCICTCOTTAGACCAGATCTCAGLCTGGOASCTILTCTELE
TAACTAGGGAACCCACTECTTAAGCCTCAATAARGCTIGCCTTGAGTECTTCA ABTAGIGVGTCCCCETCICTIGIGTCACTCIGGTAACTAGAGATCLC TCAGACCCTTTTAGICAGY
STGLAARAA IC;C’IA?C:G
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Fig. 3
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Fig. 4
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