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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Hepatitis-C-Virus (HCV)-RNA-Konstrukt mit der Fahigkeit zur Replikation in euka-
ryontischen Zellen sowie ein Hepatitis C Virus (HCV) Zellkultursystem, das im wesentlichen eukaryontische Zellen
umfaBt, die eingeschleustes HCV-spezifisches Genmaterial enthalten, d.h. die mit HCV-spezifischem Genmaterial
transfiziert sind.

[0002] Das Hepatitis C Virus (HCV) ist eine der Hauptursachen chronischer und sporadischer Leberkrankungen
weltweit. Die meisten HCV-Infektionen verlaufen ohne erkennbare klinische Symptome, allerdings werden 80-90% der
Infizierten dauerhafte Virustréager und bei 50% dieser dauerhaften Virustrdger kommt es zu einer chronischen Leber-
entziindung mit unterschiedlichen Schweregraden. Ca. 20% der chronisch Infizierten entwickeln im Laufe von 10 bis
20 Jahren eine Leberzirrhose, auf deren Basis sich ein primares Leberzellkarzinom entwickeln kann. Die chronische
Hepatitis C ist heute die Hauptindikation fir eine Lebertransplantation. Eine Kausaltherapie gibt es bisher noch nicht.
Die einzige derzeit verfligbare Therapie ist die hochdosierte Verabreichung von Interferon-Alpha oder eine Kombination
aus Interferon-Alpha und dem Purin-Nukleosidanalogon Ribavirin. Allerdings sprechen nur ca. 60 % aller Behandelten
auf diese Therapie an und bei diesen kommt es in mehr als der Haélfte aller Falle nach dem Absetzen der Behandlung
zu einer erneuten Virdmie.

Aufgrund der hohen Pravalenz, gerade auch in den Industrielandern, den schwerwiegenden Folgen chronischer In-
fektionen und dem Fehlen einer Kausaltherapie ist die Entwicklung einer HCV-spezifischen Chemotherapie ein we-
sentliches Ziel der pharmazeutischen Forschung und Entwicklung. Hauptproblem hierbei ist bisher das Fehlen eines
geeigneten Zellkultursystems, das ein Studium der Virus-Replikation und der Pathogenese in eukaryontischen Zellen
ermdglicht.

[0003] Aufgrund der geringen Virusmengen im Blut bzw. Gewebe, dem Fehlen geeigneter Zellkultursysteme oder
Tiermodelle (bis heute ist der Schimpanse das einzige mogliche Versuchstier) sowie dem Fehlen effizienter Systeme
zur Produktion virus-ahnlicher Partikel, konnte die molekulare Zusammensetzung des HCV-Partikels bis heute noch
nicht eingehend untersucht bzw. aufgeklart werden. Die derzeit vorliegenden Ergebnisse lassen sich wie folgt zusam-
menfassen: Das HCV ist ein umhiilltes Plusstrang RNA Virus mit einem Partikeldurchmesser von 50-60 nm und einer
mittleren Dichte von 1,03-1,1g/ml. Es wurde erstmals 1989 molekular kloniert und charakterisiert (Choo et al., 1989:
Science, 244, 359-362). Die HCV-RNA hat eine Lange von ca. 9.6 kb (= 9600 Nukleotide), eine positive Polaritat und
besitzt ein einziges offenes Leseraster (ORF = open reading frame), das ein lineares Polyprotein von ca 3010 Amino-
sauren kodiert (siehe Rice 1996, in Virology, B. N. Fields, D. M. Knipe, P. M. Howley, Eds. (Lippincott-Raven, Philadel-
phia, PA, 1996), vol. 1, pp.931-960; Clarke 1997, J. Gen. Virol. 78, 2397; und Bartenschlager 1997, Intervirology 40,
378 und vgl. Fig. 1 A). Bei der Virusreplikation wird das Polyprotein durch zelluldre und virale Proteasen in die reifen
und funktionell aktiven Proteine gespalten.

Innerhalb des Polyproteins sind die Proteine wie folgt angeordnet (vom Amino- zum Carboxyterminus): Core-
E1-E2-p7-NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B. Das Core-Protein ist die Hauptkomponente des Nukleokapsids. Die
Glykoproteine E1 und E2 sind Transmembranproteine und Hauptkomponenten der Virushiille. Sie spielen wahrschein-
lich bei der Anheftung des Virus an die Wirtszelle eine wesentliche Rolle. Diese drei Proteine Core, E1 und E2 bauen
den Viruspartikel auf und werden deshalb als Strukturproteine bezeichnet. Die Funktion des Proteins p7 ist noch unklar.
Das Protein NS2 ist wahrscheinlich die katalytische Doméane der NS2-3 Protease, die fir die Prozesierung zwischen
den Proteinen NS2 und NS3 verantwortlich ist Das Protein NS3 hat zwei Funktionen, namlich in der aminoterminalen
Domaéne eine Proteaseaktivitat, die fiir die Polyproteinprozessierung essentiell ist, und in der carboxyterminalen Do-
mane eine NTPase/Helikase-Funktion, die wahrscheinlich bei der Replikation der viralen RNA eine Rolle spielt. Das
Protein NS4A ist ein Kofaktor der NS3-Protease. Die Funktion des Proteins NS4B ist unbekannt.

[0004] Das offene Leseraster ist an seinem 5' Ende von einer ca 340 Nukleotide langen nicht-translatierten Region
(NTR = non-translated region) flankiert, die als interne Ribosomenansatzstelle (IRES = internal ribosome entry site)
fungiert, und an seinem 3'Ende von einer ca. 230 Nukleotide langen NTR, die héchstwahrscheinlich fiir die Genom-
replikation von Bedeutung ist. Eine solche 3'NTR ist Gegenstand der Patentanmeldung PCT/US 96/14033. Die Struk-
turproteine in dem amino-terminalen Viertel des Polyproteins werden von der Signalpeptidase der Wirtszelle gespalten.
Die Nicht-Strukturproteine (NS) 2 bis (NS) 5B werden von zwei viralen Enzymen prozessiert, namlich von der NS2-3
und der NS3/4A Proteinase. Die NS3/4A Proteinase wird fur alle Spaltungen jenseits des Carboxyterminus von NS3
bendtigt. Die Rolle von NS4B ist nicht bekannt. NS5A, ein hoch phosphoryliertes Protein, scheint fur die Interferon
Resistenz verschiedener HCV-Genotypen verantwortlich zu sein (vgl. Enomoto et al. 1995, J. Clin. Invest. 96, 224;
Enomoto et al. 1996, N. Engl. J. Med. 334, 77; Gale Jr. et al. 1997, Virology 230, 217; Kaneko et al. 1994, Biochem.
Biophys. Res. Commun. 205, 320; Reed et al., 1997, J. Virol. 71, 7187) und NS5B wurde als die RNA-abhangige RNA
Polymerase identifiziert.

[0005] Anhand dieser Erkenntnisse wurden erste Diagnosesysteme entwickelt, die entweder auf dem Nachweis von
HCV-spezifischen Antikdrpern in Patientenserum oder auf dem Nachweis von HCV-spezifischer RNA mittels RT-PCR
(= Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) beruhen, und die mittlerweile routineund/oder vorschriftsmanig
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bei allen Blutkonserven angewendet werden (missen).

[0006] Seit der Erstbeschreibung des Genoms 1989 wurden mit Hilfe der PCR-Methode zahlreiche Teil- und Kom-
plettsequenzen des HCV kloniert und charakterisiert. Ein Vergleich dieser Sequenzen zeigt eine hohe Variabilitat des
viralen Genoms, insbesondere im Bereich des NS5B-Gens, was letztendlich zu einer Einteilung in 6 Genotypen geflihrt
hat, die selbst nochmals in Subtypen a, b, und c untergliedert sind. Die genomische Varianz ist nicht gleichmafig tiber
das Genom verteilt. So sind die 5'NTR und Teile der 3'NTR hoch konserviert, wahrend bestimmte kodierende Sequen-
zen z.T. sehr stark variieren, vor allem die Hullproteine E1 und E2.

[0007] Die klonierten und charakterisierten Teil- und Komplettsequenzen des HCV-Genoms wurden auf3erdem hin-
sichtlich geeigneter Angriffsziele fir ein prospektives antivirales Therapeutikum untersucht. Dabei wurden drei virale
Enzyme gefunden, die sich als solches Angriffsziel anbieten. Diese sind (1) der NS3/4A Proteasekomplex, (2) die NS3
Helikase und (3) die NS5B RNA-abhangige RNA Polymerase. Der NS3/4A Proteasekomplex und die NS3 Helikase
konnten bereits kristallisiert und hinsichtlich ihrer dreidimensionalen Struktur aufgeklart werden (Kim et al., 1996, Cell,
87,343; Yem et al., 1998, Protein Science, 7, 837; Love et al., 1996, Cell, 87, 311; Kim et al., 1998, Structure, 6, 89;
Yao et al., 1997, Nature Structural Biology, 4, 463, Cho et al., 1998, J. Biol. Chem., 273, 15045); bei der NS5B RNA-
abhangigen RNA Polymerase ist dies bis heute noch nicht gelungen.

Obwohl mit diesen Enzymen bedeutsame Angriffsziele fur eine Therapieentwicklung der chronischen HCV-Infektion
definiert sind, und obwohl sowohl mit Hilfe von 'rational drug design' als auch mit Hilfe von 'high throughput screens'
weltweit intensiv nach geeigneten Inhibitoren gesucht wird, leidet die Therapieentwicklung an einem groRen Defizit,
namlich dem Fehlen von Zellkultursystemen oder einfachen Tiermodellen, die es erlauben, HCV-RNA oder HCV-Anti-
gene direkt, zuverlassig und mit einfachen labortblichen Methoden nachzuweisen. Das Fehlen solcher Zellkultursy-
steme ist auch der Hauptgrund dafir, daR® das Verstandnis der HCV-Replikation bis heute noch sehr liickenhaft und
in weiten Teilen nur hypothetisch ist.

[0008] Obwohl nach Meinung der Fachwelt eine enge evolutionare Beziehung zwischen HCV und den Flavi- und
Pestiviren besteht und fiir diese autonom replizierende RNAs beschrieben sind, die in verschiedenen Zellinien ohne
weiteres zur Replikation gebracht werden kénnen und dabei relativ hohe Ausbeuten zeigen ( sieche Khromykh et al.,
1997, J. Virol. 71, 1497; Behrens et al., 1998, J. Virol. 72, 2364; Moser et al., 1998, J. Virol. 72, 5318), waren ahnliche
Versuche mit HCV bisher nicht erfolgreich.

[0009] Zwaristaus verschiedenen Publikationen bekannt, da Zellinien oder priméare Zellkulturen mit HCV-haltigem,
hochtitrigem Patientenserum infiziert werden kénnen, (Lanford et al. 1994, Virology 202, 606; Shimizu et al. 1993,
Procedings of the National Academy of Sciences, USA, 90, 6037-6041; Mizutani et al. 1996, Journal of Virology, 70,
7219-7223; M. lkeda et al. 1998, Virus Res. 56, 157; Fournier et al. 1998, J. Gen. Virol. 79, 2376 und darin zitierte
Literaturstellen, Ito et al. 1996, Journal of General Virology, 77, 1043-1054), diese virusinfizierten Zellinien oder Zell-
kulturen erlauben jedoch nicht den direkten Nachweis von HCV-RNA oder HCV-Antigenen. Die virale RNA in diesen
Zellen ist weder in einem Nothern-Blot (einem Standardverfahren zum quantitativen Nachweis von RNA) noch sind
die viralen Protein in einem Western-Blot oder mittels Immunprazipitation detektierbar. Nur mit sehr aufwendigen und
indirekten Methoden ist es lUberhaupt gelungen, eine HCV-Replikation nachzuweisen. Diese nachteiligen Umstande
zeigen klar, daf’ die Replikation in diesen bekannten virusinfizierten Zellinien oder Zellkulturen absolut unzureichend ist.
[0010] Desweiteren ist aus den Publikationen von Yoo et al. (1995, Journal of Virology, 69, 32-38) und von Dash et
al., (1997, American Journal of Pathology, 151, 363-373) bekannt, daR Hepatomazellinien mit synthetischer HCV-RNA,
die mittels in vitro Trankription von kloniertem HCV-Genom gewonnen wurde, transfiziert werden kénnen. In beiden
Publikationen gingen die Autoren von dem Grundgedanken aus, daf} das virale HCV-Genom eine Plusstrang-RNA ist,
die nach dem Einschleusen in die Zelle direkt als mRNA fungiert, an die sich Ribosomen anheften und im Zuge von
Translationsprozessen Virusproteine bilden, aus denen sich letztendlich neue HCV-Partikel bilden (kdnnen). Diese
Virusreplikation, d.h. diese neu gebildeten HCV-Viren bzw. deren RNA wurde mittels RT-PCR nachgewiesen. Die
publizierten Ergebnisse der durchgefiihrten RT-PCR sprechen jedoch dafir, daf die Effizienz der HCV-Replikation in
den beschriebenen HCV-transfizierten Hepatomazellen nur sehr gering ist und jedenfalls nicht ausreicht, um Schwan-
kungen in der Replikationsrate nach gezielter Einwirkung mit prospektiven antiviralen Therapeutika auch nur qualitativ,
geschweige denn quantitativ zu messen. Aul3erdem ist im Stand der Technik mittlerweile bekannt (Yanagi et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 96, 2291-95, 1999), daR die hochkonservierte 3' NTR essentiell ist fiir die Virusreplikation, was
in klarem Widerspruch zu den Behauptungen von Yoo et aL. und Dash et al. steht, die flr ihre Versuche in Unkenntnis
des authentischen 3' Endes des HCV-Genoms ausschlief3lich HCV-Genome mit verkirzten 3' NTRs verwendet haben.
[0011] Rice et al. beschreiben in der WO 98 39031 die Herstellung eines infektiosen HCV Genoms und dessen
Testung im Schimpansen. Die Autoren behaupten, da solche infektidsen HCV Genome oder Teilen davon fiir ver-
schiedene Zwecke, u.a. zum Aufbau von Zellkultursystemen fiir das HCV geeignet seien, es ist jedoch an keiner Stelle
der D1 ein spezifisches, nacharbeitbares HCV-Konstrukt, das tatsachlich in Zellkultur repliziert, beschrieben.

[0012] In der WO 99/04008 ist ein kloniertes HCV Genom beschrieben, das im Schimpansen infektids ist. Eine
Infektiositat im Schimpansen erlaubt jedoch nicht den SchluB3, daR das betreffende Genom auch in Zellkultur bzw. im
In-vitro-Model repliziert.
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[0013] Die US 5,851,758 beschreibt von der humanen T Zelllinie H9 abgeleitete Zellklone, die mit HCV infizierbar
sind, wobei nach der Infektion mit HCV zytopathische Effekte auftreten. Zur Infektion der Zellen wird Patientenserum
mit nicht definiertem HCV verwendet. Im Unterschied zum Gegenstand der vorliegenden Patentanmeldung werden
keine klonierten HCV-Genome verwendet und insbesondere keine klonierten HCV-Genome mit einem integrierten
Selektionsmarker bzw. Reportergen, und die Zellkultur erfolgt nicht mit Hepatomzellen sondern mit humane T-Zellen.
Die D5 nimmt die HCV-Konstrukte und das damit hergestellte Zellkulturmodel gemaR geltender Anspruchsfassung
deshalb weder vorweg noch legt sie diese/dieses nahe.

[0014] In der US 5,874,565 ist eine konservierte Sequenz am 3' Ende des HCV beschrieben, die flr die virale Re-
plikation essentiell ist. Es gentigt jedoch nicht, die beschriebene 3'-Sequenz an ein beliebiges Genom anzuhangen
und dadurch Replikation in Zellkultur zu erhalten, denn diese Sequenz ist zwar notwendig fir die Replikation in Zell-
kultur, aber nicht hinreichend.

[0015] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist die Bereitstellung eines Hepatitis-C-Virus (HCV)-RNA-Konstrukts mit
der Fahigkeit zur Replikation in eukaryontischen Zellen sowie eines HCV- Zellkultursystems, bei dem die virale RNA
in den transfizierten Zellen autonom und mit so hoher Effizienz repliziert, dal Schwankungen in der Replikationsrate
nach gezielter Einwirkung mit virus- und insbesondere HCV-spezifischen antiviralen Therapeutika qualitativ und quan-
titativ und mit Hilfe gangiger, laboriblicher MeRverfahren gemessen werden kénnen.

[0016] Eine Losung dieser Aufgabe besteht in der Bereitstellung eines Hepatitis-C-Virus (HCV)-RNA-Konstrukts der
eingangs genannten Art, das sich dadurch auszeichnet, daR es eine Nukleotidsequenz gemaf einem der Sequenz-
protokolle SEQ ID NO: 1 bis SEQ ID NO: 11 umfalit, welche zumindest fir die HCV-spezifischen RNA-Abschnitte 5'
NTR, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B und 3' NTR und zusétzlich ein selektierbares Markergen (Selektionsgen) ko-
dieren, wobei das selektierbare Markergen das Neomycinphosphotransferasegen ist und wobei anstelle des Neomy-
cinphosphotransferasegens ein anderes Antibiotikaresistenzgen oder sonstiges Resistenzgen enthalten sein kann.
Eine weitere Losung dieser Aufgabe besteht in der Bereitstellung eines HCV-Zellkultursystems der eingangs genann-
ten Art, bei dem die eukaryontischen Zellen humane Zellen, insbesondere Hepatomazellen sind, die vorzugsweise
von einer handelsiblichen Hepatomazellinie abstammen, aber auch aus einer entsprechenden Primarzellkultur ge-
wonnen sein kénnen, und bei dem das eingeschleuste HCV-spezifische Genmaterial ein HCV-RNA-Konstrukt ist, das
eine Nukleotidsequenz gemaR einem der Sequenzprotokolle SEQ ID NO: 1 bis SEQ ID NO: 11 umfalt, welche zu-
mindest fur die HCV-spezifischen RNA-Abschnitte 5’NTR, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B und 3' NTR und zusatzlich
ein selektierbares Markergen (Selektionsgen) kodieren, wobei das selektierbare Markergen das Neomycinphospho-
transferasegen ist und wobei anstelle des Neomycinphosphotransferasegens ein anderes Antibiotikaresistenzgen oder
sonstiges Resistenzgen enthalten sein kann. "NTR" steht hier und im folgenden fiir "nicht-translatierte Region" und ist
dem einschlagigen Fachmann als Begriff bzw. Abkiirzung bekannt und gelaufig. Der Begriff "HCV-RNA-Konstrukt"
umfaft hier und im folgenden sowohl Konstrukte, die das komplette HCV-Genom enthalten, als auch solche, die le-
diglich einen Teil davon, d.h. ein HCV-Subgenom enthalten.

[0017] Der Begriff 5' NTR bzw. NS3 bzw. NS4A bzw. NS4B bzw. NS5A bzw. NS5B bzw. 3' NTR umfaft im vorlie-
genden Zusammenhang jede Nukleotidsequenz, die im Stand der Technik als Nukleotidsequenz flr den jeweils be-
treffenden funktionellen Abschnitt des HCV-Genoms beschrieben ist.

Die Bereitstellung des erfindungsgemaRen HCV-RNA-Konstrukts ermdglicht erstmals eine detaillierte Analyse der
HCV - Replikation, - Pathogenese und - Evolution in Zellkulturen. Die HCV-spezifische virale RNA kann - als vollstan-
diges Genom oder als Subgenom - gezielt in beliebigen Mengen erzeugt werden, und es besteht die Méglichkeit, das
RNA-Konstrukt zu manipulieren und damit die HCV-Funktionen auf genetischer Ebene zu untersuchen und aufzukla-
ren.

Da alle zur Zeit als Hauptangriffsziel fir eine Therapie untersuchten HCV-Enzyme, namlich die NS3/4A Protease, die
NS3 Helikase und die NS5B Polymerase, in dem erfindungsgeméafien HCV-RNA-Konstrukt enthalten sind, kann es
fur alle entsprechenden Untersuchungen benutzt werden.

[0018] Das inden erfindungsgemaRen HCV-RNA-Konstrukten enthaltene selektierbare Markergen (Selektionsgen),
vorzugsweise ein Resistenzgen, insbesondere ein Antibiotikumresistenzgen, hat den Vorteil, daf3 die mit diesem Kon-
strukt transfizierten Zellen leicht von den nicht transfizierten Zellen selektiert werden kénnen, indem dem Zellkultur-
medium z.B. im Fall eines Antibiotikumresistenzgens das betreffende Antibiotikum zugegeben wird.

Unter 'Antibiotikum' wird im vorliegenden Zusammenhang jede Substanz verstanden, die die nicht-transfizierten Wirts-
zellen oder die Zellen, in denen die HCV-RNA nur mit geringer Effizienz repliziert, am Leben oder Wachstum hindert,
insbesondere Zellgifte wie z.B. Puromycin, Hygromycin, Zeocin, Bleomycin oder Blasticidin.

[0019] Eine Alternative zu Antibiotikumresistenzgenen ist z.B. das Thymidin-Kinase-Gen, mit dem eine HAT-Selek-
tion durchgefiihrt werden kann.

[0020] Die Position des selektierbaren Markergens (Selektionsgens), bzw. des bevorzugten Resistenzgens bzw. des
besonders bevorzugten Antibiotikumresistenzgens in dem HCV-RNA-Konstrukt liegt vorzugsweise hinter der HCV 5'
NTR, d.h. strangabwarts der 5' NTR bzw. strangaufwarts des HCV-Leserasters. Denkbar ist aber auch eine Insertion
im Bereich der 3' NTR oder an anderer Stelle des HCV-Genoms oder -Subgenoms, z.B. innerhalb des Polyproteins.
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[0021] Bei einer alternativen Ausfiihrungsform des erfindungsgeméafen HCV-RNA-Konstrukts ist das selektierbare
Markergen (Selektionsgen), insbesondere ein Antibiotikumresistenzgen, tiber ein Ribozym bzw. eine Erkennungsstelle
fur ein Ribozym mit der HCV-RNA bzw. der HCV-Genom- oder -Subgenomsequenz verbunden.

Damit geht der Vorteil einher, dal nach erfolgter Selektion derjenigen Zellen, in denen die HCV-RNA produktiv repliziert,
in den daraus gewonnenen Zellklonen das Resistenzgen durch ribozymvennittelte Spaltung von der HCV-Subgenom-
sequenz abgetrennt werden kann, ndmlich durch Aktivierung des einklonierten Ribozyms oder, im Fall eines Konstrukts
mit einer Erkennungsstelle fiir ein Ribozym, durch Einschleusen des Ribozyms in die Zellen (z.B. mittels Transfektion
eines Ribozymkonstrukts oder Infektion mit einem viralen Expressionsvektor, in den das entsprechende Ribozym ein-
gesetzt wurde). Auf diese Weise wird ein authentisches HCV-Genom-Konstrukt ohne Resistenzgen erhalten, das zur
Bildung authentischer infektidser Viruspartikel befahigt ist.

[0022] Eine weitere bevorzugte Ausflihrungsform des erfindungsgemafen HCV-RNA-Konstrukts zeichnet sich da-
durch aus, dalk das Konstrukt anstelle des Markergens oder zusatzlich zu dem Markergen ein integriertes Reportergen
aufweist.

Unter Reportergen wird im folgenden jedes Gen verstanden, dessen Anwesenheit sich nach Uberfiihrung in einen
Zielorganismus leicht und im allgemeinen mit einfachen biochemischen oder auch histochemischen Methoden nach-
weisen 1aRt, d.h. das fiir ein Protein kodiert, welches auch in geringen Mengen einfach und zuverlassig mit den labor-
Ublichen MelRmethoden nachgewiesen und quantifiziert werden kann.

Diese Variante des HCV-RNA-Konstrukts hat den Vorteil, dal? der Umfang der Replikation dieses Konstrukts anhand
des Reportergenprodukts einfach und schnell mit laboriiblichen Methoden gemessen werden kann.

Das Reportergen ist vorzugsweise ein Gen aus der Gruppe bestehend aus den Luziferasegenen, dem CAT-Gen (Chl-
oramphenicol-Acetyl-Transferase-Gen), dem lacZ-Gen (beta-Galaktosidasegen), den GFP-Genen (green-fluore-
scence-protein-Gen ), dem GUS-Gen (Glukuronidasegen) oder dem SEAP-Gen (Sezemerte-Alkalische-Phosphatase-
Gen). Diese Reportergene bzw. deren Produkte, namlich die entsprechenden Reporterproteine, kénnen z.B. mittels
Fluoreszenz, Chemilumineszenz, colorimetrisch oder mit Hilfe immunologischer Methoden (z.B. ELISA) bestimmt wer-
den.

Als Reportergen kommt aber auch ein Surrogatmarkergen in Betracht. Darunter sind in diesem Zusammenhang solche
Gene zu verstehen, die fir zelluldre Proteine, Nukleinsduren oder — allgemein —fUr solche Funktionen kodieren, die
einer von der Virusreplikation abhangigen Variation unterliegen, und die infolgedessen in denjenigen Zellen, in denen
sich das HCV bzw. das HCV-RNA-Konstrukt vermehrt, entweder reprimiert oder aktiviert werden. Das heil’t: die Re-
duktion bzw. Aktivierung dieser Funktion ist ein Ersatzmarker fur die Virusreplikation bzw. die Replikation des
HCV-RNA-Konstrukts. Eine Variante des erfindungsgemafen HCV-RNA-Konstrukts ist folglich dadurch gekennzeich-
net, dall dessen Replikation die Expression eines (zellularen) Surrogatmarkergens beeinfluf3t.

[0023] Das Reportergen und das selektierbare Markergen kénnen derart raumlich in dem Konstrukt angeordnet sein,
daf sie gemeinsam ein Fusionsprotein exprimieren. Hierbei besteht die vorteilhafte Moglichkeit, dal diese beiden
Gene so in dem HCV-RNA-Konstrukt angeordnet sind, daf® ihre beiden exprimierten Proteine zunachst iber eine
Schnittstelle fir eine Protease (z.B. Ubiquitin) oder ber ein selbstspaltendes Peptid (z.B. das 2A-Protein der Picor-
naviren) fusioniert sind und erst spater proteolytisch wieder getrennt werden.

[0024] Ebensogut kénnen diese beiden Positionen aber auch derart getrennt voneinander liegen, dal® beide Gen-
produkte separat exprimiert werden. (z.B. in der Reihenfolge: Marker- bzw. Resistenzgen — interne Ribosomenbin-
dungsstelle — Reportergen).

Im Fall des Reportergens hat sich eine Ausfiihrungsvariante besonders bewahrt, bei der das Reportergen in das offene
Leseraster des HCV-Genoms oder -Subgenoms einkloniert ist, und zwar derart, dal es erst nach einer proteolytischen
Prozessierung in eine aktive Form Uberfihrt wird.

[0025] Das erfindungsgeméafie HCV-RNA-Konstrukt fir sich genommen kann in allen seinen Variationen ebenfalls
fur vielfaltige Zwecke eingesetzt werden. Dazu gehdren vor allem:

¢ Die Konstruktion attenuierter Hepatitis C Viren bzw. HCV-ahnlicher Partikel und deren Produktion in Zellkulturen:

Durch zufallige oder gezielt hervorgerufene Mutationen, beispielsweise Punktmutationen, Deletionen oder
Insertionen, kénnen attenuierte HCV- oder HCV-&hnliche Partikel erzeugt werden, d.h. Viren bzw. virusahnli-
che Partikel mit voller Replikationskompetenz aber verringerter bzw. fehlender Pathogenitat. Solche attenu-
ierte HCV- oder HCV-ahnliche Partikel sind insbesondere als Impfstoff einsetzbar.

¢ Die Konstruktion von HCV-RNA-Konstrukten mit integrierten Fremdgenen, beispielsweise zur Verwendung als
leberzellspezifische Genfahren in der Gentherapie. Auf Grund des ausgepragten Leberzelltropismus des HCV
und der Méglichkeit, Teile des Genoms durch heterologe Sequenzen zu ersetzen, lassen sich HCV-RNA-Konstruk-
te herstellen, bei denen beispielsweise die Strukturproteine durch ein therapeutisch wirksames Gen ersetzt wer-
den. Das so erhaltene HCV-RNA-Konstrukt wird in Zellen eingeschleust, vorzugsweise mittels Transfektion, die
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die fehlenden HCV-Funktionen, beispielsweise die Struturproteine, konstitutiv oder induzierbar exprimieren. Durch
diese dem Fachmann unter dem Begriff der "Transkomplementation' bekannte Technik lassen sich Viruspartikel
erzeugen, in die das HCV-RNA-Konstrukt eingebaut wird. Die so erhaltenen Partikel kdnnen fiir die Infektion vor-
zugsweise von Leberzellen verwendet werden. In diesen wird das therapeutisch wirksame Fremdgen zur Expres-
sion gebracht und entfaltet damit seine therapeutische Wirkung.

¢ Das Auffinden permissiver Zellen, d.h. Zellen, in denen eine produktive Virusvermehrung erfolgt. Zu diesem Zweck
wird entweder eines der vorgenannten HCV-RNA-Genomkonstrukte verwendet, das zur Bildung kompletter infek-
tiéser Viren befahigt ist, oder es wird eines der vorgenannten HCV-Subgenom-Konstrukte eingesetzt, das aller-
dings zunachst gemaf vorgenanntem Beispiel in eine Zellinie transfiziert wird, die die fehlenden Funktionen kon-
stitutiv oder induzierbar exprimiert. In all diesen Féllen entstehen Viruspartikel, die zusatzlich zur HCV-Sequenz
ein Resistenz- und/oder Reportergen tragen. Zum Auffinden von Zellen, in denen das HCV replizieren kann, wer-
den diese Zellen mit den so hergestellten Viren infiziert und einer Antibiotikumselektion unterzogen oder, in Ab-
hangigkeit vom HCV-RNA-Konstrukt, mittels Nachweis der Expression des Reportergens untersucht. Da eine An-
tibiotikumresistenz bzw. eine Expression des Reportergens nur dann nachweisbar ist, wenn das HCV-RNA-Kon-
strukt repliziert, missen die so gefundenen Zellen permissiv sein. Auf diese Weise lassen sich nahezu beliebige
Zellinien oder primére Zellkulturen hinsichtlich der Permissivitat testen und auffinden.

[0026] Eine andere Variante des erfindungsgemaen HCV-RNA-Konstrukts ist dadurch gekennzeichnet, dak das
HCV-RNA-Konstrukt ein integriertes Fremdgen aufweist und dazu geeignet ist, dieses Fremdgen in eine Zielzelle
einzuschleusen, die zur Expression dieses Fremdgens geeignet ist.

[0027] Eine weitere Variante des erfindungsgeméafien HCV-RNA-Konstrukts zeichnet sich dadurch aus, dal das
HCV-RNA-Konstrukt Nukleotid- und/oder Aminosaure-Mutationen aufweist, zellkultur-adaptiert ist, mit hoher Effizienz
repliziert und dadurch erhéltlich ist, dal man ein erfindungsgeméRes Zellkultursystem gemaf Anspruch 1, bei dem
das eingeschleuste HCV-spezifische Genmaterial ein erfindungsgemaRes HCV-RNA-Konstrukt mit Selektionsgen
nach einem der Anspriiche 1 bis 6 ist, auf/in dem dem Selektionsgen entsprechenden Selektionsmedium kultiviert,
dal’ man die gewachsenen Zellklone erntet, und dal’ man aus diesen Zellklonen das HCV-RNA-Konstrukt oder Teile
davon isoliert.

Eine Weiterbildung dieser Variante besteht darin, da® man das aus den Zellklonen isolierte HCV-RNA-Konstrukt oder
Teile davon wenigstens einmal erneut passagiert, namlich in Zellen des erfindungsgemaen Zellkultursystems nach
Anspruch 11 einschleust und diese Zellen auf/in dem dem Selektionsgen entsprechenden Selektionsmedium zu kul-
tivieren, dal® man die gewachsenen Zellklone erntet, und dal® man aus diesen Zellklonen das HCV-RNA-Konstrukt
oder Teile davon isoliert.

[0028] Einganz bevorzugtes HCV-RNA-Konstrukt mit hoher und sehr hoher Replikationseffizienz und infolgedessen
sehr guter Eignung flr die praktische Anwendung ist dadurch gekennzeichnet, daf} es einen oder mehrere oder alle
der in Tabelle 3 aufgelisteten Aminosaure- bzw. Nukleotidaustausche und/oder einen oder mehrere der nachfolgend
aufgelisteten Aminosaureaustausche aufweist: 1283 arg -> gly, 1383 glu -> ala, 1577 lys -> arg, 1609 lys -> glu,
1936 pro -> ser, 2163 glu -> gly, 2330 lys -> glu, 2442 ile -> val. (Die Zahlen beziehen sich auf die Aminosaurepo-
sitionen des Polyproteins des HCV-Isolats con1, siehe Tabelle 1).

[0029] Eine bevorzugte Variante des erfindungsgemafen Zellkultursystems, die sich in der Praxis sehr gut bewahrt
hat, ist unter der Nummer DSM ACC2394 (Laborbezeichnung HuBI 9-13) bei der DSMZ, Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH in Braunschweig, Deutschland, hinterlegt.

[0030] Mit dem erfindungsgemaRen Zellkultursystem wird erstmals ein in-vitro-System bereit gestellt, in dem
HCV-RNA intrazelluldr, autonom und in ausreichend grolRen Mengen repliziert und exprimiert wird, so dall eine quan-
titative Bestimmung sowohl der HCV-RNA-Mengen als auch der HCV-spezifischen Proteine mit konventionellen und
zuverlassig genauen biochemischen MelRmethoden durchgefiihrt werden kann. Das heif3t: es steht erstmals ein an-
nahernd authentisches zellgestitztes ("cell-based") HCV-Replikationssystem zur Verfligung, das fiir die Entwicklung
und Erprobung von antiviralen Pharmazeutika dringend benétigt wird. Dieses Testsystem bietet nun die Mdglichkeit,
potentielle Angriffsziele fiir eine wirksame HCV-spezifische Therapie zu identifizieren und HCV-spezifische Chemo-
therapeutika zu entwickeln und zu evaluieren.

[0031] Die Erfindung basiert auf der Gberraschenden Erkenntnis, daf} eine effiziente Replikation der HCV-RNA nur
dann in Zellen stattfindet, wenn diese mit einem HCV-RNA-Konstrukt transfiziert wurden, das mindestens die 5' und
die 3' nicht-translatierten Regionen (NTR) und die Nichtstrukturproteine (NS) 3 bis 5B umfaft und zuséatzlich ein se-
lektierbares Markergen (Selektionsgen) aufweist. Offensichtlich sind die Strukturgene fiir den Ablauf der Replikation
ohne wesentliche Bedeutung, wahrend andererseits eine effiziente Replikation der HCV-RNA anscheinend nur dann
stattfindet, wenn die transfizierten Zellen einem permanenten Selektionsdruck unterzogen werden, der durch das mit
der HCV-RNA verbundene selektierbare Markergen (Selektionsgen) vermittelt wird. Das Markergen (Selektionsgen)
scheint somit einerseits die Selektion derjenigen Zellen zu provozieren, in denen die HCV-RNA produktiv repliziert,
und andererseits scheint es die Effizienz der RNA-Replikation wesentlich zu steigern.
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[0032] Das erfindungsgemale Zellkultursystem in allen seinen Variationen kann fir vielfaltige Zwecke eingesetzt
werden. Diese umfassen:

e Das Auffinden antiviral wirksamer Substanzen. Dies kénnen beispielsweise sein: organische Verbindungen, die
unmittelbar oder mittelbar in die Virusvermehrung eingreifen (z.B. Inhibitoren der viralen Proteasen, der NS3-He-
likase, der NS5B RNA-abhangigen RNA Polymerase), antisense Oligonukleotide, die an eine beliebige Zielse-
quenz innerhalb des HCV-RNA-Konstrukts (z.B die 5' NTR) hybridisieren und unmittelbar oder mittelbar zu einer
Beeinflussung der Virusvermehrung fiihren z.B. auf Grund einer Reduktion der Translation des HCV-Polyproteins
oder Ribozyme, die eine beliebige HCV-RNA-Sequenz spalten und damit die Virusreplikation beeintrachtigen.

* Die Evaluierung jeglicher Art antiviral wirksamer Substanzen in Zellkultur. Solche Substanzen kénnen beispiels-
weise mittels 'rational drug design' oder 'highthroughput screening' am isolierten gereinigten Enzym gefunden
werden. Unter Evaluierung sind vor allem die Bestimmung der inhibitorischen Eigenschaften der entsprechenden
Substanz sowie deren Wirkungsmechanismus zu verstehen.

* Die Identifikation neuer Angriffsziele, viralen oder zellularen Ursprungs, fur eine HCV-spezifische antivirale The-
rapie. Ist beispielsweise ein zelluldres Protein essentiell fur die Virusreplikation, kann mittels Hemmung dieses
zellularen Proteins die Virusreplikation ebenfalls beeinflult werden. Das Auffinden solcher auxiliaren Faktoren ist
mit dem erfindungsgemaRen System ebenfalls mdglich.

¢ Der Einsatz firr die Resistenzbestimmung. Es ist anzunehmen, dal3 auf Grund der hohen Mutationsrate des
HCV-Genoms Therapieresistenzen auftreten. Solche Resistenzen, die gerade bei der klinischen Zulassung einer
Substanz von grolRer Bedeutung sind, lassen sich mit dem erfindungsgemafien Zellkultursystem ermitteln. Zelli-
nien in denen sich das HCV-RNA-Konstrukt bzw. das HCV-Genom oder - Subgenom repliziert, werden mit stei-
genden Konzentrationen der entsprechenden Substanz inkubiert und die Replikation der viralen RNA wird entwe-
der anhand eines eingebrachten Reporters oder durch qualitative oder quantitative Bestimmung der viralen Nu-
kleinsduren oder Proteine bestimmt. Resistenz ist dann gegeben, wenn bei normaler Wirkstoffkonzentration keine
Hemmung der Replikation zu beobachten ist. Durch Reklonierung der HCV-RNA (z.B. mittels RT-PCR) und Se-
quenzanalyse kénnen die fiir Therapieresistenz verantwortlichen Nukleotid- bzw. Aminosaureaustausche ermittelt
werden. Durch Einklonieren der/des entsprechenden Austausche/s in das Ursprungskonstrukt kann deren Kau-
salitat fir die Therapieresistenz bewiesen werden.

e Die Produktion von authentischen Virusproteinen (Antigene) fiir die Entwicklung und/oder Evaluierung von Dia-
gnostika. Das erfindungsgemafe Zellkultursystem erlaubt auch die Expression von HCV-Antigenen in Zellkulturen.
Diese Antigene kénnen prinzipiell auch fiir den Aufbau diagnostischer Nachweisverfahren eingesetzt werden.

* Die Produktion von HCV Viren und virus-ahnlichen Partikeln insbesondere zur Entwicklung oder Herstellung von
Therapeutika und Impfstoffen sowie fur diagnostische Zwecke. Insbesondere zellkultur-adaptierte vollstandige
HCV-Genome, die mit dem erfindungsgemaRen Zellkultursystem hergestellt werden kénnen, sind in der Lage, mit
hoher Effizienz in Zellkulturen zu replizieren. Diese Genome besitzen alle Funktionen des HCV und sind deshalb
in der Lage infektiése Viren zu produzieren.

[0033] Die Erfindung betrifft deshalb auch die Verwendung eines erfindungsgemafien Zellkultursystems und/oder
eines erfindungsgemaRen HCV-RNA-Konstrukts zur Herstellung und/oder Evaluierung und/oder Testung von Thera-
peutika und/oder Diagnostika zur Behandlung von insbesondere HCV-Infektionen sowie zur Herstellung eines Impf-
stoffes gegen HCV-Infektionen.

[0034] Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung eines erfindungsgemaRen HCV-RNA-Konstrukts zur Herstellung
einer leberzellspezifischen Genfahre fiir die Gentherapie.

[0035] Das erfindungsgemafRe Zellkultursystem erlaubt auch das gezielte Auffinden von HCV-RNA-Konstrukten, bei
denen es auf Grund von Mutationen, die sich entweder zufallig im Rahmen der HCV-RNA-Replikation ereignen oder
die gezieltin das Konstrukt eingefiihrt werden, zu einer Steigerung der Replikationseffizienz kommt. Solche Mutationen,
die zu einer Veranderung der Replikation des HCV-RNA-Konstrukts fiihren, sind dem Fachmann als adaptive Muta-
tionen bekannt.

Die Erfindung umfalt deshalb auch die Verwendung eines erfindungsgemaen HCV-RNA-Konstrukts nach einem der
Anspriiche 1 bis 6 zur Gewinnung von zellkultur-adaptierten Mutanten eines erfindungsgemafen HCV-RNA-Konstrukts
gemal vorstehender Beschreibung, wobei die Mutanten gegeniiber dem origindren HCV-RNA-Konstrukt eine erhdhte
Replikationseffizienz aufweisen. Diese Verwendung ist dadurch gekennzeichnet, dal man ein Zellkultursystem gemaf
Anspruch 11 oder 12, das HCV-RNA-Konstrukte gemaf einem der Anspriiche 1 bis 6 enthalt, auf/in dem dem Selek-
tionsgen entsprechenden Selektionsmedium kultiviert, da® man die gewachsenen Zellklone erntet, und dal man aus
diesen Zellklonen die HCV-RNA-Konstrukte oder Teile davon isoliert. Eine vorteilhafte Variante dieser Verwendung
besteht darin, dal® man die isolierten HCV-RNA-Konstrukte wenigstens einmal erneut passagiert, namlich in Zellen
eines erfindungsgemaRen Zellkultursystems einschleust und diese auf/in dem dem Selektionsgen entsprechenden
Selektionsmedium kultiviert, die gewachsenen Zellklone erntet und aus diesen Zellklonen die HCV-RNA-Konstrukte
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oder Teile davon isoliert. Mit dieser Verfahrensvariante kann der Grad der adaptiven Mutationen und damit der Grad
der Replikationseffizienz in den betreffenden HCV-RNA-Konstrukten noch gesteigert werden.

Die erfindungsgemal hergestellten zellkultur-adaptierten HCV-RNA-Konstrukte mit hoher Replikationseffizienz sind
dadurch gekennzeichnet, dal® sie durch Nukleotidund/oder Aminosaureaustausche von einem HCV-RNA-Konstrukt
nach einem der Anspriiche 1 bis 6 ableitbar sind und daf} sie mit einem der beiden vorstehend genannten Herstel-
lungsverfahren erhaltlich sind.

[0036] Die Erfindung umfal3t desweiteren die Verwendung eines HCV-RNA-Konstrukts nach einem der Anspriiche
1 bis 6 zur Herstellung von Mutanten eines HCV-RNA-Vollangengenoms oder eines HCV-RNA-Teilgenoms oder eines
beliebigen HCV-RNA-Konstrukts mitim Vergleich zu dem urspriinglichen HCV-RNA-Vollangengenom oder - Teilgenom
oder HCV-RNA-Konstrukt erhéhter Replikationseffizienz. Diese Verwendung ist dadurch gekennzeichnet, dafy man
gemaf Anspruch 16 oder Anspruch 17 eine zellkultur-adaptierte Mutante des HCV-RNA-Konstrukts herstellt, dall man
die Nukleotid- und Aminosauresequenz dieser Mutante bestimmt und durch Vergleich mit der Nukleotid- und Amino-
sauresequenz des urspriinglichen HCV-RNA-Konstrukts die Art, Anzahl und Positionen der Nukleotid- und Aminoséau-
remutationen bestimmt, und dal man diese Mutationen entweder durch gezielte Mutagenese oder durch Austausch
von Sequenzabschnitten, die die betreffenden Mutationen enthalten, in ein (isoliertes) HCV-Vollangengenom oder ein
HCV-Teilgenom oder ein beliebiges HCV-RNA-Konstrukt einflihrt.

[0037] Zum Nachweis bzw. zur Verifizierung derjenigen Mutationen, die tatsachlich eine Veranderung der Replikation
und insbesondere eine Replikationssteigerung bewirken, kann ein Test durchgefiihrt werden, bei dem die bestimmten
Nukleotid- und/oder Aminosdureaustausche in das urspriingliche HCV-RNA-Konstrukt eingefiihrt und dieses wiederum
in Zellkultur eingeschleust wird. Wenn die eingeflihrte Mutation tatsachlich zu einer Steigerung der Replikation flhrt,
sollte im Fall eines HCV-RNA-Konstrukts mit selektierbarem Markergen die Zahl der resistenten Zellklone bei dem
kiinstlich mutierten Konstrukt deutlich héher sein als bei dem unbehandelten Konstrukt. Im Fall eines Konstrukts mit
einem Reportergen sollte die Aktivitat bzw. Menge des Reporters bei dem kiinstlich mutierten Konstrukt deutlich héher
sein als bei dem unbehandelten.

[0038] Diese zellkultur-adaptierten HCV-RNA-Konstrukte kdnnen dazu verwendet werden, beliebige HCV-RNA-Kon-
strukte oder HCV-Vollangen- oder Teilgenome mit erhéhter Replikationseffizienz herzustellen. Dabei kdnnen sowohl
Konstrukte mit einem selektierbaren Resistenzgen als auch Konstrukte ohne ein solches bzw. mit einem nichtselek-
tierbaren Reportergen (z.B. Luziferase) hergestellt werden, denn aufgrund der sehr hohen Replikationseffizienz des
zellkultur-adaptierten HCV-RNA-Konstrukts kann dessen Replikation auch in nicht-selektionierten Zellen nachgewie-
sen werden.

Die erfindungsgemaRen zellkultur-adaptierten Mutanten eines HCV-RNA-Konstrukts oder eines HCV-Vollangenge-
noms oder eines HCV-Teilgenoms mit im Vergleich zu dem urspriinglichen HCV-RNA-Konstrukt oder dem urspriing-
lichen HCV-Vollangengenom erhdhter Replikationseffizienz , sind dadurch charakterisiert, dal} sie mit einem Verfahren
erhaltlich sind, bei dem man in einem zellkultur-adaptierten HCV-RNA-Konstrukt durch Sequenzanalyse und Sequenz-
vergleich die Art und Anzahl der Mutationen bestimmt und diese Mutationen in ein HCV-RNA-Konstrukt, insbesondere
in ein HCV-RNA-Konstrukt gemaR einem der Anspriiche 4 bis 19, oder in ein (isoliertes) HCV-RNA-Volldngengenom
einfihrt, entweder durch gezielte Mutagenese oder durch Austausch von Sequenzabschnitten, die die betreffenden
Mutationen enthalten.

[0039] Nicht zuletzt betrifft die Erfindung auch die Verwendung eines HCV-RNA-Konstrukts nach einem der Anspri-
che 1 bis 10 zur Erzeugung von Hepatitis C Viruspartikeln oder virus-ahnlichen Partikeln.

Besondere Eigenschaften der in den Sequenzprotokollen angegebenen Sequenzen:
[0040]

SEQ ID-NO: 1
Name: 1389/Core-3'/wt
Aufbau (Nukleotidpositionen):

1. 1-341: HCV &' nicht-translatierte Region

2. 342-1193: HCV Core Protein-Neomycin Phosphotransferase Fusionsprotein; selektionierbarer Marker

3. 1202-1812: Interne Ribosomenbindungsstelle des Encephalomyokarditis Virus; erlaubt die Translation des
dahinterliegenden HCV offenen Leserasters

4. 1813-10842: HCV Polyprotein von Core bis Nichtstrukturprotein 5B

5. 1813-2385: HCV Core Protein; Strukturprotein

6. 2386-2961: Hillprotein 1 (envelope protein 1); Strukturprotein

7. 2962-4050: Hullprotein 2 (envelope protein 2); Strukturprotein

8. 4051-4239: Protein p7
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9. 4240-4890: Nichtstrukturprotein 2 (NS2); HCV NS2-3 Protease

10. 4891-6783: Nichtstrukturprotein 3 (NS3); HCV NS3 Protease/Helikase

11. 6784-6945: Nichtstrukturprotein 4A (NS4A); NS3 Protease Kofaktor

12. 6946-7728: Nichtstrukturprotein 4B (NS4B)

13. 7729-9069: Nichtstrukturprotein 5A (NS5A)

14. 9070-10842: Nichtstrukturprotein 5B (NS5B); RNA-abhangige RNA-Polymerase
15. 10846-11076: HCV 3' nicht-translatierte Region

SEQ ID-NO: 2
Name: 1337/NS2-3'/wt
Aufbau (Nukleotidpositionen):

1. 1-341: HCV &' nicht-translatierte Region

2.342-1181: HCV Core Protein-Neomycin Phosphotransferase Fusionsprotein; selektionierbarer Marker

3. 1190-1800: Interne Ribosomenbindungsstelle des Encephalomyokarditis Virus; erlaubt die Translation des
dahinterliegenden HCV offenen Leserasters

4. 1801-8403: HCV Polyprotein von Nichtstrukturprotein 2 bis Nichtstrukturprotein 5B

5. 1801-2451: Nichtstrukturprotein 2 (NS2); HCV NS2-3 Protease

6. 2452-4344: Nichtstrukturprotein 3 (NS3); HCV NS3 Protease/Helikase

7. 4345-4506: Nichtstrukturprotein 4A (NS4A); NS3 Protease Kofektor

8. 4507-5289: Nichtstrukturprotein 4B (NS4B)

9. 5290-6630: Nichtstrukturprotein 5A (NS5A)

10. 6631-8403: Nichtstrukturprotein 5B (NS5B); RNA-abhéngige RNA-Polymerase
11. 8407-8637: HCV 3' nicht-translatierte Region

SEQ ID-NO: 3
Name: I389/NS3-3'/wt
Aufbau (Nukleotidpositionen):
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1. 1-341: HCV 5' nicht-translatierte Region

2. 342-1193: HCV Core Protein-Neomycin Phosphotransferase Fusionsprotein; selektionierbarer Marker

3. 1202-1812: Interne Ribosomenbindungsstelle des Encephalomyokarditis Virus; erlaubt die Translation des
dahinterliegenden HCV offenen Leserasters

4. 1813-7767: HCV Polyprotein von Nichtstrukturprotein 3 bis Nichtstrukturprotein 5B

5. 1813-3708: Nichtstrukturprotein 3 (NS3); HCV NS3 Protease/Helikase

6. 3709-3870: Nichtstrukturprotein 4A (NS4A); NS3 Protease Kofaktor

7. 3871-4653: Nichtstrukturprotein 4B (NS4B)

8. 4654-5994: Nichtstrukturprotein 5A (NS5A)

9. 5995-7767: Nichtstrukturprotein 5B (NS5B); RNA-abhangige RNA-Polymerase
10. 7771-8001: HCV 3' nicht-translatierte Region

SEQ ID-NO: 4
Name: 1337/NS3-3'/wt
Aufbau (Nukleotidpositionen):

1. 1-341: HCV 5' nicht-translatierte Region

2. 342-1181: HCV Core Protein-Neomycin Phosphotransferase Fusionsprotein; selektionierbarer Marker

3. 1190-1800: Interne Ribosomenbindungsstelle des Encephalomyokarditis Virus; erlaubt die Translation des
dahinterliegenden HCV offenen Leserasters

4. 1801-7758: HCV Polyprotein von Nichtstrukturprotein 3 bis Nichtstrukturprotein 5B

5. 1801-3696: Nichtstrukturprotein 3 (NS3); HCV NS3 Protease/Helikase

6. 3697-3858: Nichtstrukturprotein 4A (NS4A); NS3 Protease Kofaktor

7. 3859-4641: Nichtstrukturprotein 4B (NS4B)

8. 4642-5982: Nichtstrukturprotein 5A (NS5A)

9. 5983-7755: Nichtstrukturprotein 5B (NS5B); RNA-abhangige RNA-Polymerase

10
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10. 7759-7989: HCV 3' nicht-translatierte Region

SEQID-NO: 5
Name: 1389/NS2-3'/wt
Aufbau (Nukleotidpositionen):

1. 1-341: HCV &' nicht-translatierte Region

2. 342-1193: HCV Core Protein-Neomycin Phosphotransferase Fusionsprotein; selektionierbarer Marker

3. 1202-1812: Interne Ribosomenbindungsstelle des Encephalomyokarditis Virus; erlaubt die Translation des
dahinterliegenden HCV offenen Leserasters

4. 1813-8418: HCV Polyprotein von Nichtstrukturprotein 2 bis Nichtstrukturprotein 5B

5. 1813-2463: Nichtstrukturprotein 2 (NS2); HCV NS2-3 Protease

6. 2464-4356: Nichtstrukturprotein 3 (NS3); HCV NS3 Protease/Helikase

7. 4357-4518: Nichtstrukturprotein 4A (NS4A); NS3 Protease Kofaktor

8. 4519-5301: Nichtstrukturprotein 4B (NS4B)

9. 5302-6642: Nichtstrukturprotein 5A (NS5A)

10. 6643-8415: Nichtstrukturprotein 5B (NS5B); RNA-abhéngige RNA-Polymerase
11. 8419-8649: HCV 3' nicht-translatierte Region

SEQ ID-NO: 6
Name: I389/NS3-3'/9-13F
Aufbau (Nukleotidpositionen):

25

30

35

40

45

50

55

1. 1-341: HCV 5' nicht-translatierte Region

2. 342-1193: HCV Core Protein-Neomycin Phosphotransferase Fusionsprotein; selektionierbarer Marker

3. 1202-1812: Interne Ribosomenbindungsstelle des Encephalomyokarditis Virus; erlaubt die Translation des
dahinterliegenden HCV offenen Leserasters

4.1813-7767: HCV Polyprotein von Nichtstrukturprotein 3 bis Nichtstrukturprotein 5B der zellkultur-adaptierten
Mutante 9-13F

5. 1813-3708: Nichtstrukturprotein 3 (NS3); HCVNS3 Protease/Helikase

6. 3709-3870: Nichtstrukturprotein 4A (NS4A); NS3 Protease Kofaktor

7. 3871-4653: Nichtstrukturprotein 4B (NS4B)

8. 4654-5994: Nichtstrukturprotein 5A (NS5A)

9. 5995-7767: Nichtstrukturprotein 5B (NS5B); RNA-abhangige RNA-Polymerase 7771-8001: HCV 3'
nicht-translatierte Region

SEQID-NO: 7
Name: 1389/Core-3'/9-13F
Aufbau (Nukleotidpositionen):

1. 1-341: HCV 5' nicht-translatierte Region

2. 342-1193: HCV Core Protein-Neomycin Phosphotransferase Fusionsprotein; selektionierbarer Marker

3. 1202-1812: Interne Ribosomenbindungsstelle des Encephalomyokarditis Virus; erlaubt die Translation des
dahinterliegenden HCV offenen Leserasters

4.1813-10842: HCV Polyprotein von Core bis Nichtstrukturprotein 5B der zellkultur-adaptierten Mutante 9-13F

5. 1813-2385: HCV Core Protein; Strukturprotein

6. 2386-2961: Hullprotein 1 (envelope protein 1); Strukturprotein

7.2962-4050: Hullprotein 2 (envelope protein 2); Strukturprotein

8. 4051-4239: Protein p7

9. 4240-4890: Nichtstrukturprotein 2 (NS2); HCV NS2-3 Protease

10. 4891-6783: Nichtstrukturprotein 3 (NS3); HCV NS3 Protease/Helikase

11. 6784-6945: Nichtstrukturprotein 4A (NS4A); NS3 Protease Kofaktor

12. 6946-7728: Nichtstrukturprotein 4B (NS4B)

13. 7729-9069: Nichtstrukturprotein 5A (NS5A)

14. 9070-10842: Nichtstrukturprotein 5B (NS5B); RNA-abhangige RNA-Polymerase
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15. 10846-11076: HCV 3' nicht-translatierte Region

SEQ ID-NO: 8
Name: I1389/NS3-3'/5.1
Aufbau (Nukleotidpositionen):

1. 1-341: HCV &' nicht-translatierte Region

2. 342-1193: HCV Core Protein-Neomycin Phosphotransferase Fusionsprotein; selektionierbarer Marker

3. 1202-1812: Interne Ribosomenbindungsstelle des Encephalomyokarditis Virus; erlaubt die Translation des
dahinterliegenden HCV offenen Leserasters

4.1813-7767: HCV Polyprotein von Nichtstrukturprotein 3 bis Nichtstrukturprotein 5B der zellkultur-adaptierten
Mutante 5.1

5. 1813-3708: Nichtstrukturprotein 3 (NS3); HCV NS3 Protease/Helikase

6. 3709-3870: Nichtstrukturprotein 4A (NS4A); NS3 Protease Kofaktor

7. 3871-4653: Nichtstrukturprotein 4B (NS4B)

8. 4654-5994: Nichtstrukturprotein 5A (NS5A)

9. 5995-7767: Nichtstrukturprotein 5B (NS5B); RNA-abhangige RNA-Polymerase 7771-8001: HCV 3'
nicht-translatierte Region

SEQ ID-NO: 9
Name: 1389/Core-3'/5.1
Aufbau (Nukleotidpositionen):

25

30

35

40

1. 1-341: HCV 5' nicht-translatierte Region

2. 342-1193: HCV Core Protein-Neomycin Phosphotransferase Fusionsprotein; selektionierbarer Marker

3. 1202-1812: Interne Ribosomenbindungsstelle des Encephalomyokarditis Virus; erlaubt die Translation des
dahinterliegenden HCV offenen Leserasters

4. 1813-10842: HCV Polyprotein von Core bis Nichtstrukturprotein 5B der zellkultur-adaptierten Mutante 5.1

5. 1813-2385: HCV Core Protein; Strukturprotein

6. 2386-2961: Hullprotein 1 (envelope protein 1); Strukturprotein

7. 2962-4050: Hullprotein 2 (envelope protein 2); Strukturprotein

8. 4051-4239: Protein p7

9. 4240-4890: Nichtstrukturprotein 2 (NS2); HCV NS2-3 Protease

10. 4891-6783: Nichtstrukturprotein 3 (NS3); HCV NS3 Protease/Helikase
11. 6784-6945: Nichtstrukturprotein 4A (NS4A); NS3 Protease Kofaktor
12. 6946-7728: Nichtstrukturprotein 4B (NS4B)

13. 7729-9069: Nichtstrukturprotein 5A (NS5A)

14. 9070-10842: Nichtstrukturprotein 5B (NS5B); RNA-abhangige RNA-Polymerase
15. 10846-11076: HCV 3' nicht-translatierte Region

SEQ ID-NO: 10
Name: 1389/NS3-3'/19
Aufbau (Nukleotidpositionen):

50

55

1. 1-341: HCV 5' nicht-translatierte Region

2. 342-1193: HCV Core Protein-Neomycin Phosphotransferase Fusionsprotein; selektionierbarer Marker

3. 1202-1812: Interne Ribosomenbindungsstelle des Encephalomyokarditis Virus; erlaubt die Translation des
dahinterliegenden HCV offenen Leserasters

4.1813-7767: HCV Polyprotein von Nichtstrukturprotein 3 bis Nichtstrukturprotein 5B der zellkultur-adaptierten
Mutante 19

5. 1813-3708: Nichtstrukturprotein 3 (NS3); HCV NS3 Protease/Helikase

6. 3709-3870: Nichtstrukturprotein 4A (NS4A); NS3 Protease Kofaktor

7. 3871-4653: Nichtstrukturprotein 4B (NS4B)

8. 4654-5994: Nichtstrukturprotein 5A (NS5A)

9. 5995-7767: Nichtstrukturprotein 5B (NS5B); RNA-abhangige RNA-Polymerase 7771-8001: HCV 3'
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nicht-translatierte Region

SEQ ID-NO: 11
Name: 1389/Core-3'/19
Aufbau (Nukleotidpositionen):

1. 1-341: HCV &' nicht-translatierte Region

2. 342-1193: HCV Core Protein-Neomycin Phosphotransferase Fusionsprotein; selektionierbarer Marker

3. 1202-1812: Interne Ribosomenbindungsstelle des Encephalomyokarditis Virus; erlaubt die Translation des
dahinterliegenden HCV offenen Leserasters

4. 1813-10842: HCV Polyprotein von Core bis Nichtstrukturprotein 5B der zellkultur-adaptierten Mutante 19

[0041]

5. 1813-2385: HCV Core Protein; Strukturprotein

6. 2386-2961: Hullprotein 1 (envelope protein 1); Strukturprotein
7.2962-4050: Hullprotein 2 (envelope protein 2); Strukturprotein

8. 4051-4239: Protein p7

9. 4240-4890: Nichtstrukturprotein 2 (NS2); HCV NS2-3 Protease

10. 4891-6783: Nichtstrukturprotein 3 (NS3); HCV NS3 Protease/Helikase
11. 6784-6945: Nichtstrukturprotein 4A (NS4A); NS3 Protease Kofaktor
12. 6946-7728: Nichtstrukturprotein 4B (NS4B)

13. 7729-9069: Nichtstrukturprotein 5A (NS5A)

14. 9070-10842: Nichtstrukturprotein 5B (NS5B); RNA-abhangige RNA-Polymerase
15. 10846-11076: HCV 3' nicht-translatierte Region

Die Erfindung wird im folgenden anhand von Ausflihrungsbeispielen und dazugehdérigen Tabellen und Figuren

naher erlautert. Die erwahnten Figuren zeigen

Fig. 1 A:

Fig. 1 B:

Fig. 1 C:

Fig. 2 A:

Die Struktur eines erfindungsgemafen HCV-RNA-Konstrukts

Ganz oben ist eine schematische Darstellung der Struktur des kompletten parentalen HCV-Genoms
gegeben mit den Positionen der Gene fir die Spaltungsprodukte core, E1, E2, p7, NS2, NS3, NS4A,
NS4B, NS5A und NS5B innerhalb des Polyproteins, und den 5' und 3' nichttranslatierten Regionen (5'
NTR und 3' NTR) — als Horizontalbalken dargestellt —, und mit den beiden fiir die Erzeugung der
Subgenom-Konstrukte ausgewahlten Positionen, namlich der Position der 'GDD-katalytischen Doméne'
der NS5B RNA Polymerase (GDD) und der Position der 3' Grenze der HCV-IRES (Nukleotidpositionen
1 bis 377 bzw. 1 bis 389) — oberhalb des Genomschemas eingezeichnet—. Die Zahlen unterhalb des
Genomschemas bezeichnen die entsprechenden Nukleotidpositionen.

Darunter sind schematische Darstellungen der Strukturen zweier erfindungsgemaRer, modifizierter
HCV-RNA-Konstrukte (Subgenom) gezeigt, bestehend aus der 5' HCV-IRES, dem Neomycinphospho-
transferasegen (NeoR), der EMCV-IRES (E-l) und den HCV Sequenzen von NS2 bzw. NS3 bis zum
authentischen 3' Ende. Die Position der das NS5B Polymerase GDD-Motiv umfassenden 10 Aminosau-
ren-Deletion ist jeweils mit einem Dreieck (A) markiert.

Das Ergebnis einer denaturierenden Formaldehyd-Agarose-Gelelektrophorese zum Nachweis von re-
plizierter Plusstrang-RNA in transfizierten subpassagierten Huh-7 Zellklonen. Die Positionen der HCV-
spezifischen RNAs (Pfeile) und der 28S rRNA sind rechts von Spur 12 angegeben, die Gréf3en (Anzahlen
der Nukleotide) der RNA-Marker (M) sind links von Spur 1 angegeben.

Das Ergebnis eines PCR-Tests mit nachfolgendem Southern-Blot zum Nachweis der Abwesenheit von
integrierter Replikon-DNA in den meisten der selektierten Zellklone.

Spuren 1 und 2 zeigen die Positivkontrollen, Spur 13 die Negativ-Kontrolle. Die Zahlenangaben links der
Spur 1 bezeichnen die GréRe der Nukleotid-Marker-Molekiile.

Das Ergebnis eines PCR-Tests mit nachfolgendem Southern-Blot zum sensitiven Ausschluf integrierter
Replikon-DNA (Plasmid Molekdle 13;7/NS3-3'/wt) in einem HCV-RNA-Konstrukt-haltigen Zellklon (9-13).
Die Spuren 7 bis 11 repréasentieren das Ergebnis einer Titration von DNA-Molekilen des Konstrukts l377/
NS3-3'/wt ohne Zugabe von Gesamt-DNA des Zellklons 9-13 und die Spuren 2 - 6 reprasentieren die
gleichen Plasmidmolekile mit Zugabe von jeweils 1 ug 9-13 DNA vor der PCR (zwecks Ausschluf} eines
Inhibitors der PCR in der DNA-Praparation). Spur 13 reprasentiert die Negativ-Kontrolle (PCR ohne
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DNA-Sonde). Spur 1 zeigt das Ergebnis, das mit einem pg Gesamt-DNA des Zellkons 9-13 erhalten
wurde.

Das Ergebnis eines Northern-Blot-Tests zur Quantifizierung von HCV Plus-und Minusstrang RNA.

Die Pfeile markieren die Positionen von Replikon-RNA. Die "plus" und "minus" -Abgaben bezeichnen
die positive (plus) bzw. negative (minus) Polaritdt der RNA-Kontrollen, die auf das Gel aufgetragen wur-
den. "Minusstrand" und "Plusstrand" bezeichnen die Spezifitat der radioaktiven RNA-Sonden.

Ergebnis einer Formaldehyd-Agarose-Gelelektrophorese nach radioaktiver Markierung der intrazellular
replizierten HCV-RNA zum Nachweis der Resistenz der HCV-RNA-Replikation gegen Dactinomycin.

Nachweis von HCV-spezifischen Antigenen in den selektierten Zellklonen mittels Immunoprazipitation
nach metabolischer Radioaktivmarkierung. Die Spuren 7 - 9 reprasentieren authentische GrélRenmarker
(die nach transienter Expression eines HCV-RNA-Konstrukts in Huh-7-Zellen erhalten wurden); identifi-
zierte HCV-Proteine sind am linken Rand von Spur 1 markiert, die Molekulargewichte (in Kilodalton) sind
am rechten Rand von Spur 9 angegeben.

Ergebnisse eines Immunfluoreszenztests zum Nachweis der subzelluldren Lokalisation von HCV Anti-
genen.

Schematische Darstellung der Struktur eines erfindungsgemafRen selektierbaren HCV-RNA-Konstrukts
(komplettes Genom) bestehend aus der 5' HCV-IRES, dem Neomycinphosphotransferasegen (NeoR),
einem heterologen IRES-Element, z.B. des Encephalomyocarditisvirus (E-I), dem vollstandigen HCV-Le-
seraster und der authentischen 3' NTR.

Schematische Darstellung der Struktur von HCV-RNA-Konstrukten mit insertiertem Antibiotikumresi-
stenzgen (A) innerhalb der fir das Polyprotein kodierenden Nukleotidsequenz (monocistronische RNA),
und (B) innerhalb der 3' NTR (bicistronische RNA).

Schematische Darstellung der Struktur von HCV-RNA-Konstrukten mit insertiertem Reportergen (A) als
Teil eines HCV-Replikons von NS3 bis NS5B; — das Reporterprotein wird letztendlich durch virale oder
durch zellulare Proteasen aus dem Polyprotein gespalten und das selektierbare Markergen (Selektions-
gen) bzw. das Resistenzgen durch Kontransfektion in die Zellen einschleust , (B) als Teil eines Fusions-
gens aus Resistenz- und Reportergen (z.B. fur die Neomycinphosphotransferase und green fluorescent
Protein) (C) als Teil eines Replikons aus Resistenz- und Reportergen (z.B. fiir die Neomycinphospho-
transferase und das green fluorescent Protein), die Uber eine Nukleotidsequenz verbunden sind, welche
fur eine Aminosauresequenz kodiert (schraffierter Bereich), die von einer Protease gespalten werden
kann oder die Uber eine selbstspaltende (autokatalytische) Aktivitat verfugt, (D) als unabhéangiges Gen
(hier green fluorescent protein), das von einer eigenen internen Ribosomenbindungsstelle (IRES) aus
exprimiert wird; — das Resistenzgen (hier: Neomycinphosphotransferase-Gen) wird davon unabhéangig
ebenfalls von einer eigenen internen Ribosomenbindungsstelle (IRES) aus exprimiert (polycistronisches
Konstrukt).

Schematische Darstellung der Struktur eines HCV-RNA-Konstrukts bei dem das Resistenzgen ber ein
Ribozym bzw. eine Erkennungsstelle fir ein Ribozym mit der HCV-RNA-Sequenz verbunden ist. Die
dicken Linien stellen die HCV 5' und 3' NTRs dar, E-I ist eine heterologe interne Ribosomenbindungs-
stelle, die fir die Expression des Resistenzgens notwendig ist, und das graue Quadrat stellt das Ribozym
bzw. eine Erkennungsstelle fiir ein Ribozym dar.

Schematische Darstellung der Struktur eines HCV-RNA-Konstrukts mit Resistenzgen und integriertem
Fremdgen.

Methodisches Vorgehen zum Vergleich der spezifischen Infektiositat (ausgedriickt als Anzahl gebildeter
Zellkolonien) von Gesamt-RNA versus in vitro Transkripte. HCV-RNA wird mittels in vitro Transkription
eines entsprechenden RNA-Konstrukts hergestellt und durch Messung der optischen Dichte bei 260 nm
(OD 260 nm) quantifiziert. Eine definierte Anzahl dieser Molekiile wird mit einer bestimmten Menge Ge-
samt-RNA von naiven Huh-7 Zellen gemischt und diese Mischung mit Hilfe der Elektroporation in naive
Huh-7 Zellen eingeschleust. Parallel dazu wird die Gesamt-RNA eines Zellklons, der mit der in Figur 1
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beschriebenen Methode hergestellt wurde, mit einem im Stand der Technik bekannten Verfahren isoliert
und die Menge der darin enthaltenen HCV-RNA mittels Northernblot unter Verwendung einer HCV-spe-
zifischen RNA-Sonde und anschlieRender Quantifizierung mittels Phosphoimager bestimmt. Eine defi-
nierte Menge dieser Gesamt-RNA wird analog den in vitro Transkripten in naive Huh-7 Zellen transfiziert.
Diese Zellen in beiden Ansatzen werden danach einer G418-Selektion unterzogen und die Anzahl der
gebildeten Kolonien durch Ausz&hlen nach fixieren und anfarben mit Coomassie-Brilliant-Blau bestimmt.
Zur Bestimmung der Transfektionseffizienz wird jedem Transfektionsansatz 1ug eines Plasmids zuge-
setzt, das die Expression der Luziferase erlaubt. Ein Aliquot der transfizierten Zellen wird nach 24 Stun-
den geerntet und die Luziferaseaktivitat im jeweiligen Zellysat bestimmt.

Die Anzahl der Kolonien wird jeweils auf die Luziferaseexpression normiert.

Sequenzanalyse der 9-13 Klone. Gesamt-RNA des Zellklons 9-13, der durch Transfektion des
HCV-RNA-Konstrukts 1377/NS3-3' entstand, wurde mit einem im Stand der Technik bekannten Verfahren
isoliert und das HCV-RNA-Konstrukt von Nukleotidposition 59 bis 9386 mit Hilfe der 'long-distance
RT-PCR' unter Verwendung der primer S59 und A9413 amplizifiert. Die PCR-Fragmente wurden kloniert
und 11 Klone (genannt 9-13 A - K) vollstdndig sequenziert, wobei sich die Klone D und |, E und G sowie
H und J als identisch erwiesen. Die Positionen der Aminosaureunterschiede in der NS3-5B Region zwi-
schen den reklonierten HCV-RNAs und dem parentalen Konstrukt sind mit einem dicken vertikalen Strich
beim jeweiligen Klon markiert. Jeder Klon wurde mit dem Restriktionsenzym Sfi | verdaut und das jewei-
lige Fragment in das parentale Konstrukt inseriert. Diese Klone wurden jeweils in Huh-7 Zellen transfiziert
und die Zellen wie in Figur 1 beschrieben einer Selektion unterzogen. Die Anzahl der mit jedem Konstrukt
erhaltenen Zellklone ist rechts neben dem jeweiligen Konstrukt vermerkt.

Prinzip der Replikationsbestimmung mit Hilfe eines Reportergens. Im oberen Teil der Figur ist das
HCV-DNA-Konstrukt l39/LUc/NS3-3' dargestellt, bestehend aus der HCV 5' NTR (Nukleotidposition
1-389), dem Luziferasegen (luc), der IRES des Encephalomyocarditis Virus, dem HCV NS3-5B und der
3'NTR. Die Position des aktiven Zentrums der NS5B RNA-Polymerase, in das ein inaktivierender Ami-
nosaureaustausch eingefihrt wurde, ist mit 'GND' angedeutet. Die Plasmide, die fiir das replikations-
kompetente bzw. das defekte HCV-RNA-Konstrukt kodieren, werden mit dem Restriktionsenzym Sca |
verdaut und in eine in vitro Transkription mit der T7 RNA-Polymerase eingesetzt. Nach Entfernung der
Matrizen-DNA werden die jeweiligen HCV-RNA-Konstrukte mittels Elektroporation in naive Huh-7 Zellen
eingeschleust und diese in regelmaligen Abstanden geerntet.

Vergleich der Luziferaseaktivitaten in Zellen transfiziert mit dem parentalen HCV-RNA-Konstrukt I3g9/
Luc/NS3-3'/wt (wt) oder den folgenden Varianten: Der inaktiven RNA (318 DN), der Variante 9-13F oder
der Variante 5.1. Die Zellen wurden 6 (nicht gezeigt), 24, 48, 72, 96, 120, 144 und 168 Stunden nach
der Transfektion geerntet und die Luziferaseaktivitdten luminometrisch bestimmt.

Selektionierbare HCV-Vollangengenome (Konstrukte lzgg/core-3'/5.1 und l3gg/core-3'/9-13F).

(A) Schematische Darstellung des Vollangenkonstrukts. Der Bereich zwischen den beiden angedeuteten
Erkennungsstellen fiir das Restriktionsenzym Sfi | entspricht den Sequenzen der hoch-adaptierten
RNA-Varianten 5.1. oder 9-13F.

(B) Anzahl der Kolonien die nach Transfektion von jeweils 0,1 ug in vitro transkribierter RNA der unter
A dargestellten Konstrukte l3g9/core-3'/5.1 in HUH7-Zellen erhalten wurden. Angegeben ist das Ergebnis
eines reprasentativen Experimentes.

(C) Nachweis autonom replizierender HCV-Vollangen-RNAs in G418-resistenten Zellklonen, die nach
Transfektion des entsprechenden in vitro Transkripts erhalten wurden. Die Abbildung zeigt das Autora-
diogramm eines Northern Blots, der mit einer Sonde gegen das neo-Resistenzgen und der HCV 5' NTR
hybridisiert wurde. Die in Spur 1 und 2 dargestellten Kontrollen entsprechen jeweils 108 Molekilen der
angegebenen in vitro Transkripte, gemischt mit Gesamt-RNA aus naiven Huh-7 Zellen. Die Negativkon-
trolle enthalt ausschlieRlich Gesamt RNA aus naiven Huh-7 Zellen (Spur 3). Die Spuren 4-9 enthalten
3-10 ug Gesamt-RNA aus G418-resistenten Zellklonen, die nach Transfektion von in vitro transkribierter
I3gg/core-3'/5.1-RNA bzw. Izgg/core-3'/9-13F-RNA erhalten wurden. Die fir die Selektion verwendete
G418-Konzentration ist jeweils angegeben. Finf der dargestellten Zellklone enthalten die hoch adaptierte
RNA-Variante 5.1 (Spur 4-8), einer die adaptierte RNA-Variante 9-13F (Spur 9).

HCV-RNA-Konstrukte mit einem Reportergen. (A) Bicistronische HCV-RNA-Konstrukte. Das Reporter-
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gen wird mit Hilfe einer separaten IRES translatiert. (B) Monocistronische HCV-RNA-Konstrukte. Das
Reportergenprodukt wird als Fusionsprotein mit einem HCV-Protein exprimiert. Die beiden Anteile sind
Uber eine Erkennungssequenz fur eine virale oder zellulare Protease verbunden, die eine proteolytische
Trennung der beiden fusionierten Proteinanteile erlaubt. Im gezeigten Beispiel wurden das Reportergen-
produkt und das jeweilige HCV-Protein Uber eine Erkennungssequenz fiir Ubiquitin (Ub) fusioniert.

Fig. 14: Tricistronisches Vollangen HCV-RNA-Konstrukt, das zusatzlich zum Resistenzgen ein Fremdgen inse-
riert besitzt.

Fig. 15: Monocistronische HCV-RNA-Konstrukte, bei denen das Resistenzgenprodukt als Fusionsprotein mit
dem HCV-Anteil exprimiert wird. Das Resistenzgen (RG) ist entweder als Fusionsprotein aktiv oder es
wird so mit einer proteolytisch spaltbaren Sequenz mit dem HCV-Anteil fusioniert, dal das Resistenz-
genprodukt durch eine zellulare oder virale Protease vom HCV-Anteil abgespalten wird. Im gezeigten
Beispiel wurde das Resistenzgen Uber die fiir Ubiquitin (Ub) kodierende Sequenz mit dem jeweiligen
HCV-Anteil fusioniert.

Beispiel 1: Herstellung von HCV-RNA-Konstrukten

(A) Synthese und Klonierung eines vollstandigen HCV-Konsensusgenoms mittels RT-PCR

[0042] Aus der Leber eines chronisch infizierten Patienten wurde das HCV-Genom, d.h die HCV-RNA wie nachfol-
gend beschrieben isoliert:

[0043] Aus ca. 100 mg Leber wurde die komplette RNA gemafR dem Verfahren von Chomczynski und Sacci (1987,
Anal. Biochem. 162, 156) isoliert. Mit 1 ug dieser isolierten RNA wurde eine reverse Transkription mit den Primern
A6103 (GCTATCAGCCGGTTCATCCACTGC) oder A9413 (CAGGATGGCCTATTGG CCTGGAG) und dem 'expand
reverse transcriptase'-System (Boehringer Mannheim, Deutschland) nach den Vorschriften des Herstellers durchge-
fuhrt. Mit den Produkten dieser reversen Transkription (RT) wurde eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR=polymerase
chain reaction) durchgefuihrt, und zwar unter Verwendung des 'expand long template'-Systems (Boehringer Mannheim,
Deutschland), wobei der Puffer mit 2% Dimethylsulfoxid-Gehalt eingesetzt wurde. Nach einer Stunde bei 42°C wurde
1/8 dieses Reaktionsansatzes in einem ersten PCR-Durchgang mit den Primern A6103 und S59 (TGTCTTCACGCA-
GAAAGCGTCTAG) oder A9413 und S4542 (GATGAGCT CGCCGCGAAGCTGTCC) eingesetzt. Nach 40 Zyklen wur-
de 1/10 dieses Reaktionsansatzes in einem zweiten PCR-Durchgang mit den Primern S59 und A4919 (AGCACAGC-
CCGCGTCATAGCACTCG) oder S4542 und A9386 (TTAGCTCCCCG TTCATCGGTTGG) eingesetzt. Nach 30 Zyklen
wurden die PCR-Produkte mittels praparativer Agarose-Gel-Elektrophorese gereinigt und die dabei eluierten Frag-
mente wurden in den Vektor pCR2.1 (Invitrogen) oder pBSK Il (Stratagene) ligiert. Vier Klone von jedem Fragment
wurden analysiert und sequenziert, und es wurde eine Konsensus-Sequenz ermittelt. Zu diesem Zweck wurden die
DNA-Sequenzen miteinander verglichen. Die Positionen, an denen sich die Sequenz eines der Fragmente von den
Ubrigen unterschied, wurde als unerwiinschte Mutation betrachtet. Im Fall von Mehrdeutigkeiten der Sequenz wurden
kirzere sich Uberlappende PCR-Fragmente der betreffenden Region amplifiziert und mehrere Klone sequenziert. Auf
diese Weise konnten zahlreiche potentielle Mutationen in jedem Fragment identifiziert und somit eine isolat-spezifische
Konsensussequenz etabliert werden. Diese etablierte Konsensussequenz bzw. dieses Genom gehort zum weltweit
verbreiteten Genotyp 1b. Die nicht translatierte Region am 3'-Ende (=3' NTR) wurde mittels konventioneller PCR er-
halten, wobei ein Antisense-Primer eingesetzt wurde, der die letzten 24 Nukleotide des im Stand der Technik bekannten
'X-tails' (Tanaka et al., 1995, Biochem. Biophys. Res. Commun. 215, 744; und Rice, PCT/US 96/14033) abdeckt. Die
authentische nicht translatierte Region am 5'-Ende (=5' NTR) strangabwaérts vom T7 Promotor wurde mittels PCR
erzeugt, wobei zum einen ein Oligonukleotid verwendet wurde, das einem verkirzten T7 Promotor (TAA TAC GAC
TCA CTATAG) und den ersten 88 Nukleotiden von HCV entspricht, und zum anderen eines der vorgenannten Plasmide
eingesetzt wurde, das eines der 5' Fragmente des Genoms trégt. Aus den subgenomischen Fragmenten mit der ge-
ringsten Anzahl an Nicht-Konsensus-Austauschen wurde ein komplettes HCV-Konsensusgenom zusammengesetzt
und in einen modifizierten pBR322-Vektor insertiert. Abweichungen von der Konsensussequenz wurden mittels orts-
gerichteter Mutagenese ("site-directed mutagenesis) beseitigt. Um "run-off"-Transkripte mit einem authentischen 3'
Ende herzustellen, wurde die 3'-NTR der Isolate (mit dem Ende TGT) zu AGT modifiziert (gemaR der Sequenz vom
Genotyp 3 = Klon 'WS' nach Kolykhalov et al., 1996, J. Virol. 70, 3363) und auf’erdem wurde ein zusatzlicher Nukleo-
tidaustausch an Position 9562 vorgenommen, um die A:T Basenpaarung in der Haarnadelstruktur am 3'Ende der 3'
NTR (Kolyhalov et al. ibid.) beizubehalten. Um eine interne Restriktionsstelle fir das Enzym Scal zu beseitigen, wurde
ferner ein sog. stiller ("silent") Nukleotidaustausch vorgenommen. Nach dem Zusammenfligen des Vollangen-Genoms
mit passenden 5'- und 3' NTRen wurde die komplette HCV-Sequenz Uberprift. Dabei wurde kein ungewiinschter Nu-
kleotidaustausch gefunden.
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[0044] Das auf diese Weise hergestellte HCV-Genom sollte per Definition hepatotrop sein.

(B) Synthese selektierbarer HCV-Subgenom-Konstrukte

[0045] Unter Verwendung des unter (A) beschriebenen Konsensusgenoms wurden HCV-Subgenom-Konstrukte her-
gestellt, die das Antibiotikumresistenzgen Neomycin-Phosphotransferase (NPT) und zwei Sequenzen von internen
Ribosomenbindungsstellen (IRES) enthalten. Die hierflir angewendeten biochemischen Verfahrenstechniken sind dem
Fachmann bekannt und gelaufig (siehe: Sambrook, J., E.F. Fritsch, T. Maniatis, 1989, Molecularcloning: a laboratory
manual, 2nd ed., Cold Spring Harbour Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.; Ausubel et al. (eds.), 1994, Current Pro-
tocols in Molecular Biology, Vol. 1-3, John Wiley & Sons Inc., New York). Das Antibiotikumresistenzgen wurde unmit-
telbar hinter der 5' NTR insertiert, wodurch eine bicistronische RNA erhalten wurde (siehe Fig. 1 A). Ebensogut kann
das Antibiotikumresistenzgen aber auch an anderer Stelle des HCV-Subgenom-Konstrukts insertiert werden, beispiels-
weise innerhalb der fur das Polyprotein kodierenden Nukleotidsequenz, wodurch eine monocistronische RNA erhalten
wird (siehe Fig. 5 A) oder in die 3' NTR (siehe Fig. 5 B). Bei den IRES-Elementen handelt es sich zum einen um eine
der beiden HCV-IRES-Varianten Nukleotide 1-377 oder Nukleotide 1-389, und zum anderen um die IRES des Enze-
phalomyocarditis Virus, die die Translation der HCV Sequenz strangabwarts von den Genen fiir NS2 oder NS3 bis zu
dem authentischen 3' Ende des Genoms steuert.

[0046] Die beiden genannten HCV-IRES-Varianten wurden wie folgt ermittelt:

Auf der Basis von Deletionsanalysen der 3' Grenze der HCV-IRES (Reynolds et al. 1995, EMBO J. 14, 6010) wurden
verschiedene Abschnitte der 5' NTR mit dem NPT Gen fusioniert und anhand von Kotransfektionen mit einem das T7
RNA Polymerase Gen enthaltenden Plasmid hinsichtlich der maximalen Anzahl gebildeter Kolonien analysiert. Die
besten Ergebnisse wurden mit den HCV Sequenzen von 1-377 und 1-389 erhalten. Da sich das AUG-Startkodon des
HCV Polyproteins an Position 342 befindet und somit in der IRES-Sequenz enthalten ist, kommt es zu einer Fusion
von 12 bzw. 16 Aminosauren des HCV-Kapsidproteins ("Core-Proteins") mit der Neomycin Phosphotransferase (siehe
Fig. 1 A).

[0047] Diese modifizierten HCV-Subgenom-Konstrukte erhielten dementsprechend die Bezeichnungen l37,/NS2-3'
(oder 1377/NS3-3') und l359/NS2-3' (oder I355/NS3-3'). Sie sind in Fig. 1A schematisch dargestellt.

[0048] Mit in-vitro-Transkripten dieser modifizierten parentalen HCV-Subgenom-Konstrukte 1377/NS2-3' (oder I374/
NS3-3') und I3g9/NS2-3' (oder I354/NS3-3") wurden verschiedene Zellinien und Primérzellkulturen von menschlichen
Hepatocyten transfiziert.

[0049] Als parallele Negativ-Kontrolle zu allen Transfektionsexperimenten wurde zu jedem modifizierten parentalen
HCV-Subgenom-Konstrukt ein entsprechend modifiziertes aber defektes Subgenom konstruiert, das sich von dem
parentalen dadurch unterscheidet, dal es innerhalb des Leserasters eine Deletion von 10 Aminosauren aufweist, die
das aktive Zentrum der NS5B RNA Polymerase umfafit (Behrens et al., 1996, EMBO J. 15, 12; und Lohmann et al.,
1997, J. Virol. 71, 8416).

(C) Synthese selektierbarer HCV-Genom-Konstrukte

[0050] Ein NS2-3' Subgenomkonstrukt, das am 5' Ende mit einem Fragment des Luziferasegens und der vollstan-
digen EMCV-IRES verbunden ist, wurde mitNcol und Spel restringiert und mittels praparativer Agarosegelelektropho-
rese gereinigt. Der so erhaltene Vektor wurde in einer 3-Faktor Ligation mit einem Ncol/Notl-HCV-Fragment, entspre-
chend den Nukleotidpositionen 342 bis 1968 des HCV-Genoms und mit einem Notl/Spel-Fragment, entsprechend den
Nukleotidpositionen 1968-9605 ligiert. Das entstandene Konstrukt, bei dem das vollstdndige HCV-Leseraster und die
3' NTR stromabwarts dem Luziferasegenfragment und der EMCV-IRES liegen, wurde danach mit Pmel und Spel
restringiert und mit dem analog restringierten l355/NS3-3'/wt-Subgenomkonstrukt-Vektor ligiert. Dieses selektionierbare
HCV-Genomkonstrukt ist in Fig. 4 dargestellt.

(D) Herstellung von den HCV-RNA-Konstrukten entsprechenden in-vitro-Trnaskripten

[0051] Die vorstehend beschriebenen gereinigten Plasmid DNAs wurden mit Scal linearisiert und nach Phenol/Chlo-
roform-Extraktion und Isopropanol-Prazipitation in eine In-vitro-Trankriptionsreaktion eingesetzt unter Verwendung der
folgenden Komponenten: 80 mM HEPES, pH 7.5, 12,5 mM MgCl,, 2 mM Spermidin, 40 mM Dithiothreitol, 2 mM von
jedem NTP, 1 Einheit RNasin/ul, 50 pg/ml restringierte DNA und ca. 2 Einheiten/ul T7 RNA Polymerase. Nach 2 Std.
bei 37°C wurde die Halfte der Menge an T7 Polymerase zugegeben und der Reaktionsansatz weitere 2h inkubiert.
Zur Entfernung von DNA wurde die Mischung mit saurem Phenol extrahiert (U. Kedzierski, J.C. Porte, 1991, Bio Tech-
niques 10, 210), mit Isopropanol préazipitiert, das Pellet in Wasser geldst und mit DNase (2 Einheiten pro ug DNA) fur
60 Min. bei 37°C inkubiert. Nach anschliefiender Extraktion mit saurem Phenol, saurem Phenol/Chloroform und Chlo-
roform und Isopropanol- Prazipitation wurde die geldéste RNA mittel optischer Dichtemessungen quantifiziert und ihre
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Unversehrtheit mittels Formaldehyd-Agarose-Gelelektrophorese berprift.
Beispiel 2: Transfektionsexperimente mit der Hepatomazellinie Huh-7

[0052] Bei samtlichen Transfektionsexperimenten wurde sorgfaltig darauf geachtet, dal jegliche Matrizen-DNA zu-
vor entfernt worden war, um zu vermeiden, daR solche DNA in transfizierte Zellen integrieren und diesen unabhangig
von einer HCV-Replikation eine Neomycin-Resistenz vermitteln konnte. Deshalb wurde im Anschluf3 an die in-vitro-
Transkription ( Beispiel 1 D) die Reaktionsmischung mit 2 Einheiten DNase pro pg DNA fiir 60 Min. bei 37°C behandelt
und mit saurem Phenol, saurem Phenol/Chloroform und Chloroform extrahiert. Vor der Verwendung fiir die Transfektion
wurde die prazipitierte RNA mittels Formaldehyd Agarose Gel Elektrophorese analysiert.

[0053] Es wurden drei separate Transfektionsxperimente mit der hoch differenzierten humanen Hepatomazellinie
Huh-7 (gemaR Nakabayashi et al. 1982, Cancer Res. 42, 3858) durchgeflhrt. Dabei wurde jeweils 15 ug RNA in 8 x
108 Huh-7-Zellen mit Hilfe der Elektroporation eingebracht und diese Zellen anschlieRend in Kulturschalen von 10 cm
Durchmesser ausgesat. 24 Stunden nach der Aussaat wurde Neomycin (= G418) in einer Endkonzentration von 1 mg/
ml zugegeben. Das Kulturmedium wurde zweimal pro Woche gewechselt. Nach 3 - 5 Wochen waren kleine Kolonien
erkennbar, die isoliert und unter den gleichen Kulturbedingungen passagiert wurden.

[0054] Die Zellklone, die im Verlauf des ersten Experiments erhalten wurden, wurden isoliert und subpassagiert.
Waéhrend dieser Prozedur starben die meisten Klone und die Endausbeute betrug nur noch 9 Klone von Zellen, die
mit den parentalen HCV-Subgenom-Konstrukten transfiziert worden waren und 1 Klon (Klone 8-1) von Zellen, die mit
einem defekten HCV-Genom-Konstrukt, ndmlich einer defekten NS2-3' HCV-RNA transfiziert worden waren. AufRer
einer verkirzten Verdopplungszeit und dem gelegentlichen Auftreten von irregular geformten Zellen wurden keine
bestandigen morphologischen Unterschiede zwischen diesen 9 Zellklonen und dem einen Zellklon (Klon 8-1) oder den
parentalen Huh-7 Zellen gefunden.

[0055] Die Hauptkriterien fur funktionierende HCV-Genomkonstrukte sind die Bildung von viraler RNA mit korrekter
Grole und die Abwesenheit von (integrierter) Plasmid DNA, die eine G418-Resistenz tbertragen bzw. vermitteln kénn-
te.

[0056] Um die HCV-RNA in den Huh-7-Zellen zu bestimmen, wurde die Gesamt-RNA isoliert und mittels des gan-
gigen Northern-Blot Verfahrens unter Verwendung einer Plusstrang-spezifischen Ribosonde (= RNA-Sonde) analy-
siert. Hierfir wurde von den jeweiligen Zellklonen Gesamt-RNA nach der Methode von Chomczynski und Sacchi 1987,
Anal. Biochem. 162, 156 isoliert, und 10 ug RNA, was dem Gesamt-RNA-Gehalt von 0,5 - 1 x 106 Zellen entspricht,
mittels denaturierender Formaldehyd-Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt (Spuren 3 bis 12 der Fig. 1 B). Als Gro6-
Renmarker mit authentischer Sequenz wurden gleichzeitig 109 in-vitro-Transkripte (ivtr.), die zu den l3gg/NS2-3'/wt
oder den l359/NS3-3'/wt Replikon-RNAs korrespondieren, mit aufgetrennt (Spur 1 bzw. Spur 2). Die aufgetrennte RNA
wurde auf Nylon-Membranen transferiert und mit radioaktiv markierter Plusstrang-spezifischer RNA-Sonde, die kom-
plementér zu dem kompletten NPT-Gen und der HCV-IRES von Nukleotid 377 bis Nukleotid 1 war, hybridisiert. Die
Positionen der HCV-spezifischen RNAs (Pfeile) und der 28S rRNA sind rechts von Spur 12 angegeben, die Grofien
(Anzahlen der Nukleotide) der RNA-Marker sind links von Spur 1 angegeben. Die RNA Marker-Fragmente enthalten
HCV-Sequenzen und hybridisieren deshalb mit der Ribosonde (= RNA-Sonde). Die Ergebnisse dieser Analyse sind
in Fig. 1 B dargestellt.

[0057] Mit Ausnahme des mit dem defekten HCV-Genom-Konstrukt transfizierten Klons 8-1, lieferten alle Zellklone
homogene HCV-RNAs korrekter Lange (ca. 8640 Nukleotide im Fall des NS2-3' und ca. 7970 Nukleotide im Fall des
NS3-3' Replikons). Dieser Befund ist ein Indiz dafiir, daB die funktionalen Replikons bzw. die funktionalen HCV-Genom-
Konstrukte die G418 Resistenz Uibertragen. Um auszuschlieRen, daf} die G418 Resistenz auf eine Plasmid-DNA zu-
ruckzuflhren ist, die in das Genom der Huh-7 Wirtszelle integriert ist und unter der Kontrolle eines zellularen Promotors
transkribiert wird, wurde von jedem Klon die DNA mittels einer NPT-Gen-spezifischen PCR untersucht. Hierbei wurde
aus den selektierten Huh-7-Zellklonen die DNA mittels Verdau mit Proteinase K (40ug/ml, 1h, 37°C) in 10mMTris,
pH7,5, 1mM EDTA, 0,5% SDS und anschlieRender Extraktion mit Phenol, Phenol/Chloroform und Isopropanolprazi-
pitation isoliert. Das DNA-Prazipitat wurde in 10 mM Tris (pH 7,5) und 1 mM EDTA geldst und 1 Stunde mit Rnase A
inkubiert. Im Anschluf} an eine Phenol/Chloroform Extraktion und Ethanol Prazipitation wurde 1 ug DNA, entsprechend
4 - 8 x 104 Zellen, mittels PCR unter Einsatz NPT-Gen-spezifischer Primer (5'-TCAAGACCGACCTG TCCGGTGCCC-
3'und 5'-CTTGAGCCTGGCGAACAGTTCGGC-3') analysiert und ein DNA-Fragment bestehend aus 379 Nukleotiden
erzeugt. Die Spezifitat des PCR-Produkts wurde mittels Southern Blot Verfahren nachgewiesen, wobei ein Digoxigenin-
markiertes DNA Fragment eingesetzt wurde, das zu dem NPT-Gen korrespondiert. Als Positiv-Kontrollen (zum Nach-
weis etwa vorhandener kontaminierender Nukleinsduren) wurde das PCR-Verfahren mit 107 Plasmid Molekdilen oder
1 ug DNA aus einer BHK Zellinie, die stabil mit einem Neomycin-Resistenz-Gen transfiziert war, durchgeftihrt, und als
Negativ-Kontrolle wurde die PCR mit denselben Reagenzien aber ohne zugesetzte DNA durchgefiihrt.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Fig. 1 C dargestellt. Die Spuren 1 und 2 reprasentieren die Positiv-Kon-
trollen, Spur 13 reprasentiert die Negativ-Kontrolle. Die Zahlenangaben links der Spur 1 bezeichnen die GroRRe der
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Nukleotid-Marker-Molekile. AuRer in Klon 7-3 (Fig. 1C, Spur 3), der von Zellen nach Transfektion mit einem NS2-3'
Replikon/NS2-3'HCV-Genom-Konstrukt stammt, und in Klon 8-1 (Fig.1C, Spur12), der von Zellen nach Transfektion
mit einem defekten HCV-Genom-Konstrukt stammt, war in keinem Zellklon eine NPT-DNA nachweisbar. Dieser Befund
ist ein weiteres Indiz daflr, dal® die G418 Resistenz der meisten Klone durch die replizierende HCV-RNA vermittelt
wurde. Aber auch unabhangig von diesen Ergebnissen ist es unwahrscheinlich, dal HCV-RNAs mit korrekter GréRe
von integrierter Plasmid DNA erzeugt wird, denn die fiir die in-vitro-Transkription verwendeten Plasmide enthalten
weder einen eukaryontischen Promotor noch ein Polyadenylierungssignal. Im Fall des Klons 7-3 ist die Resistenz
deshalb hdchst wahrscheinlich sowohl durch das HCV-RNA-Konstrukt bzw. die replizierende HCV-RNA als auch durch
eine integrierte NPT DNA Sequenz vermittelt worden, wahrend die Resistenz der Zellen von Klon 8-1 ausschliellich
auf die integrierte Plasmid DNA zurlckzufiihren ist.

[0058] Um zu bestatigen, dall die G418 Resistenz von einer autonom replizierenden HCV-RNA vermittelt ist, wurde
der Klon 9-13 (Fig. 1 B, Spur 11) weiteren Tests unterworfen. Klon 8-1, der integrierte Kopien des NPT-Gens tragt,
wurde Uberall als Negativkontrolle eingesetzt. Mit dem Ziel, die Anwesenheit von NPT-DNA im Klon 9-13 rigoros aus-
zuschlieRen, wurde eine PCR durchgefiihrt, die den Nachweis von <1000 NPT-Gen-Kopien in ~ 40.000 Zellen erlaubt.
Das Ergebnis dieser PCR ist in Fig. 2A dargestellt. Im einzelnen wurde bei dieser PCR wie folgt verfahren:

Es wurden jeweils 106 - 102 Plasmid Molekiile (13,7/NS3-3'/wt) entweder direkt (Spuren 7 - 11) oder nach Zugabe von
jeweils 1 ug 9-13 DNA (Spuren 2 - 6) in dem Test eingesetzt. Die Spezifitdt der amplifizierten DNA Fragment wurde
mittels Southern Blot unter Verwendung einer NPT-spezifischen Sonde bestimmt. Eine PCR ohne DNA-Sonde wurde
als Negativ-Kontrolle durchgeftihrt (Spur 12).

Selbst mit dieser sensitiven Methode wurde in einem pg DNA des Zellklons 9-13 keine Plasmid DNA gefunden (Spur
1). Um die Menge an HCV Plus- und Minusstrang RNAs in diesen Zellen abzuschéatzen, wurde eine Verdinnungsreihe
von Gesamt-RNA mit dem Northern-Blot-Verfahren unter Verwendung einer Plus- oder Minusstrang-spezifischen ra-
dioaktiv markierten Ribosonde (= RNA-Sonde) analysiert. Hierfiir wurden jeweils 8, 4 oder 2 ug Gesamt-RNA, die aus
den Zellklonen 9-13 und 8-1 isoliert worden waren, parallel zu bekannten Mengen analoger in-vitro-Transkripte mit
Plus- oder Minusstrang-Polaritat (Kontroll-RNAs) im Northern-Blot-Vertahren analysiert und anschlieend einer Hy-
bridisierung unterworfen. Die Hybridisierung wurde mit einer Plusstrang-spezifischen Ribosonde, die das komplette
NPT-Gen und die HCV-IRES abdeckte ('plusstrand’, obere Bildtafel), oder mit einer Minusstrang-spezifischen
RNA-Sonde, die zu der NS3-Sequenz komplementar war (‘'minusstrand’, untere Bildtafel) durchgefiihrt. Die Pfeile mar-
kieren die Positionen von Replikon-RNA. Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Fig. 2 B dargestellt.

Im Fall des Plusstrangs wurden ca. 108 Kopien/ug Gesamt-RNA nachgewiesen, was 1000 - 5000 HCV-RNA-Molekiilen
pro Zelle entspricht, wahrend die Menge an Minusstrang-RNA 5- bis 10-fach niedriger war. Dieses Ergebnis stimmt
mit der Annahme Uberein, daf} die Minusstrang RNA die replikative Zwischenform bzw. Zwischenkopie ist, die als
Vorlage fir die Synthese der Plusstrang Molekiile dient.

Da die Reaktion im wesentlichen von der viralen RNA-abhangigen RNA Polymerase katalysiert wird, sollte die Synthese
der HCV-RNAs resistent gegen Dactinomycin sein, einem Antibiotikum, das selektiv die RNA-Synthese von DNA-Ma-
trizen inhibiert, nicht jedoch die RNA-Synthese von RNA-Matrizen. Um diese Vermutung zu bestéatigen, wurden Zellen
mit [3H] Uridin in Anwesenheit von Dactinomycin inkubiert, die radioaktiv markierten RNAs extrahiert, mittels denatu-
rierender Agarose-Gel-Elektrophorese aufgetrennt und mit Hilfe eines handelsublichen Bio-Imagers unter Verwendung
einer [3H]-sensitiven Bildplatte analysiert. Hierflir wurden jeweils ca. 5 x 10° Zellen der Klone 9-13 und 8-1 mit 100 p
Ci [3H]Uridin fir 16 Std. in Abwesenheit (-) oder Gegenwart (+) von 4 ug/ml Dactinomycin (Dact) inkubiert. Im Anschlu
an diese Markierungsreaktion wurde die Gesamt-RNA prapariert und mittels Formaldehyd-Agarose-Gel-Elektropho-
rese analysiert. In den beiden ersten Spuren ist nur 1/10 der Gesamt-RNA dargestellt. Die radioaktiv markierte RNA
wurden mit einem BAS-2500 Bio-Imager (Firma Fuji) sichtbar gemacht.

Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Fig. 2 C dargestellt. In Ubereinstimmung mit dem Inhibitor-Profil der NS5B
Polymerase (Behrens et al., 1996, EMBOJ. 15, 12 und Lohmann et al., 1997, J. Virol. 71, 8416) war die Replikation
der HCV RNA nicht durch Dactinomycin beeinfluRt worden, wahrend die Synthese von zellularer RNA gehemmt worden
war. Um die Identitat der viralen RNA zu bestéatigen, wurde eine RT-PCR zur Reklonierung der replizierten Sequenzen
durchgefiihrt. Die Sequenzanalyse der reklonierten RNA zeigte, dafy die RNA in dem Klon 9-13 HCV-spezifisch ist und
mit dem transfizierten Transkript des HCV-Konstrukts l377/NS3-3'/wt lbereinstimmt.

[0059] Zur Analyse der viralen Proteine wurden die betreffenden Zellen zundchst metabolisch mit [33S] Methionin/
Cystein radioaktiv markiert, anschlieBend lysiert und danach die HCV-spezifischen Proteine mittels Immunoprazipita-
tion aus den Zell-Lysaten isoliert. Die Ergebnisse dieser Analysen sind in Fig. 3 A dargestellt. Im einzelnen wurde
dabei wie folgt verfahren: Zellen der Zellklone 9-13 (wt) und 8-1 (A) waren durch Behandlung fur 16 Stunden mit einer
dem Fachmann geldufigen und im Handel erhéltlichen Protein-Markierungs-Mischung (z.B. NEN Life Science) meta-
bolisch radioaktiv markiert worden. Mittels Immunoprazipitation (IP) unter nichtdenaturierenden Bedingungen (z.B.
nach Bartenschlager et al., 1995, J. Virol. 69, 7519) und unter Verwendung von drei verschiedenen Antiseren (3/4, 5A,
5B, gemaR Markierung am oberen Ende der Spuren 1 bis 12) waren die HCV-spezifischen Proteine vom Zell-Lysat
abgetrennt worden.. Die Immunokomplexe wurden mittels Tricine SDS-PAGE analysiert und mittels Autoradiographie
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sichtbar gemacht. Um authentische Grékenmarker zu erhalten, wurde das homologe Replikonkonstrukt 137,7/NS3-3'/
wt einer transienten Expression mit dem Vaccinia Virus T7-Hybrid System in Huh-7 Zellen unterworfen. Die dabei
erhaltenen Produkte waren als GréRenmarker (Spuren 7 - 9) parallel zu den Zellen der Klone 9-13 und 8-1 behandelt
worden. Identifizierte HCV-Proteine sind am linken Rand von Spur 1 markiert, die Molekulargewichte (in Kilodalton)
sind am rechten Rand von Spur 9 angegeben. Es ist anzumerken, dafl} das verwendete NS3/4-spezifische Antiserum
('3/4") bevorzugt mit NS4A und NS4B reagiert, was zu einer Unterreprésentation von NS3 fiihrt.

[0060] Alle viralen Antigene waren eindeutig nachweisbar und ihre apparenten Molekulargewichte zeigten keine
Abweichungen gegentiber denjenigen, die nach transienter Expression desselben bicistronischen HCV-RNA-Kon-
strukts in den urspriinglichen Huh-7 Zellen ermittelt wurden. Um die subzellulédre Verteilung der viralen Antigene zu
bestimmen, wurde eine Immunofluoreszenz-Nachweisreaktion unter Einsatz von NS3- und NS5A-spezifischen Anti-
seren durchgefiihrt (z.B. nach Bartenschlager et al., 1995, J. Virol. 69, 7519). Hierfir wurden Zellen der Klone 9-13
(wt) und 8-1 (A) 24 Std. nach dem Aussaen auf Deckglasern mit Methanol/Azeton fixiert und mit polyklonalen NS3-
oder NS5A-spezifischen Antiseren inkubiert. Die gebundenen Antikdrper wurden mit einem kommerziell erhéltlichen
FITC-konjugierten Anti-Kaninchen-Antiserum sichtbar gemacht. Zur Unterdriickung unspezifischer Fluoreszenzsigna-
le wurden die Zellen mit dem Farbstoff 'Evans Blue' gegengefarbt.

[0061] Die Ergebnisse dieses Nachweistests sind in Fig. 3 B dargestellt. Mit beiden Antiseren war eine starke Fluo-
reszenz im Zytoplasma nachweisbar. Die NS5A-spezifischen Antiseren flihrten auerdem zu einer schwachen Zell-
kern-Fluoreszenz, was darauf hindeutet, dall zumindest kleine Mengen dieses Antigens auch zum Zellkern gelangen.
Die generell dominierende Prasenz der viralen Antigene im Zytoplasma ist jedoch ein starkes Indiz dafir, dal die
HCV-RNA Replikation im Zytoplasma stattfindet— so wie das bei den meisten RNA-Viren der Fall ist.

[0062] Diese Ergebnisse belegen klar, dafy mit dem hier beschriebenen Versuchsansatz der Aufbau eines Zellkul-
tursystems fir das HCV gelungen ist, dessen Effizienz alles bisher bekannte um GréRRenordnungen Ubersteigt und
erstmalig den Nachweis viraler Nukleinsduren und Proteine mit konventionellen und bewahrten biochemischen Me-
thoden erlaubt. Erst diese Effizienz erlaubt iberhaupt detailierte Untersuchungen der HCV-Pathogenese, genetische
Analysen verschiedener HCV-Funktionen und ein genaues Studium der Virus-/Wirtszellwechselwirkungen, wodurch
sich neue Ansatzpunkte fiir die Entwicklung einer antiviralen Therapie definieren lassen.

Beispiel 3: Transfektion von Huh-7 Zellen mit HCV-Genomkonstrukten

[0063] Huh-7 Zellen werden wie in Beispiel 2 beschrieben transfiziert und selektioniert, wobei hier jedoch selektio-
nierbare Konstrukte verwendet werden, die das vollstandige Virusgenom enthalten. Die erhaltenen Zellklone werden
analog dem Beispiel 2 mittels PCR auf Abwesenheit von HCV-DNA untersucht und die produktive Replikation der
HCV-RNA wird danach mittels Northern Blot, [3H]Uridinmarkierung in Anwesenheit von Dactinomycin, Nachweis der
viralen Proteine bzw. Antigene vorzugsweise mit Hilfe des Western Blots, der Immunoprazipitation oder der Immun-
fluoreszenz nachgewiesen. Im Gegensatz zu den im Beispiel 2 beschriebenen Anséatzen lassen sich mit dem hier
beschriebenen Konstrukt auRerdem vollstandige und sehr wahrscheinlich infektidse Viren erhalten, was bei den dort
(in Beispiel 2) beschriebenen Subgenomkonstrukten nicht der Fall ist. Diese Viren, die in der Zelle und dem Zellkul-
turiberstand vorhanden sind, werden beispielsweise mittels Ultrazentrifugation, Immunprézipitation oder Fallung mit
Polyethylenglykol konzentriert und alle exogenen, d.h. nichtim Viruspartikel eingebauten Nukleinsduren werden mittels
Inkubation mit Nukleasen (RNase, DNase, Mikrococusnuklease) verdaut. Auf diese Weise lassen sich alle kontami-
nierenden Nukleinsauren, die nicht im schiitzenden Viruspartikel enthalten sind, entfernen. Die geschiitzte virale RNA
wird nach Inaktivierung der Nukleasen, beispielsweise mittels Inkubation mit Proteinase K in einem SDS-haltigen Puffer
durch Extraktion mit Phenol und Phenol/Chloroform isoliert und mittels Northern Blot oder RT-PCR unter Verwendung
HCV-spezifischer Primer nachgewiesen. Auch in diesem Versuchsansatz ist die Kombination des beschriebenen
HCV-Konsensusgenoms mit einem Selektionsmarker entscheidend fiir die effiziente Produktion von viraler RNA, vi-
ralem Protein und damit von HCV-Partikeln.

Beispiel 4: Herstellung und Anwendung eines HCV-RNA Konstrukts, bei dem das Resistenzgen iliber ein Ri-
bozym bzw. eine Erkennungsstelle fiir ein Ribozym mit der HCV-Subgenom-Sequenz verbunden ist.

[0064] Es wird ein HCV-RNA-Konstrukt gemaR Beispiel 1 oder Beispiel 3 hergestellt, bei dem ein Antibiotikumresi-
stenzgen Uber ein Ribozym bzw. eine Erkennungsstelle fiir ein Ribozym mit der HCV-RNA-Sequenz verbunden ist.
Solche Konstrukte sind in Fig. 7 schematisch dargestellt. Huh-7 Zellen werden wie in Beispiel 2 beschrieben mit diesem
HCV-RNA-Konstrukt transfiziert. Nach der Transfektion in die Zellen erfolgt zunéchst die Selektion mit dem entspre-
chenden Antibiotikum. In den dabei erhaltenen Zellklonen wird das einklonierte Ribozym aktiviert oder, im Fall eines
Konstrukts, das eine Erkennungsstelle fir ein Ribozym tragt, wird das Ribozym in die Zelle eingeschleust (z.B. mittels
Transfektion eines Ribozymkonstrukts oder Infektion mit einem viralen Expressionsvektor, in den das entsprechende
Ribozym eingesetzt wurde). In beiden Fallen wird durch die ribozymvermittelte Spaltung das Resistenzgen von der
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HCV-RNA-Sequenz abgetrennt. Das Ergebnis ist im Fall des HCV-Genom-Konstrukts ein authentisches HCV-Genom
ohne Resistenzgen, das zur Bildung authentischer infektidser Viruspartikel befahigt ist. Im Fall des HCV-Subgenom-
Konstrukts entsteht ein HCV-Replikon ohne Resistenzgen.

Beispiel 5: Kotransfektion eines HCV-RNA-Konstrukts mit einem separaten Luziferase-Transfektionskonstrukt

[0065] Es wird ein HCV-RNA-Konstrukt gemaR Beispiel 1 (A) oder Beispiel 3 oder Beispiel 4 hergestellt. Parallel
dazu wird ein Transfektionskonstrukt hergestellt, welches das Luziferasegen umfallt, wobei dieses Luziferasegen ver-
mittels einer ersten Nukleotidsequenz, die fir eine HCV-Protease- (z.B. NS3-Protease-) Spaltungsstelle kodiert, mit
einer zweiten Nukleotidsequenz, die fir ein anderes Protein oder einen Teil eines anderen Proteins kodiert, verbunden
ist. HCV-RNA-Konstrukt und Transfektionskonstrukt werden in beliebige Wirtszellen, vorzugsweise Hepatomazellen,
insbesondere Huh-7-Zellen, eingeschleust. Dies kann auf die in Beispiel 2 beschriebene Art und Weise geschehen.
Das Produkt des modifizierten Luziferasegens ist ein Luziferase-Fusionsprotein, in dem die Luziferase auf Grund der
Fusion mit dem Fremdanteil inaktiv ist. In transfizierten Zellen mit hoher HCV-Replikation wird das Fusionsprotein, das
ja eine Schnittstelle fir eine HCV-Protease enthalt, gespalten und damit die aktive Form der Luziferase freigesetzt,
die sich durch luminometrische Messung bestimmen lalkt. Wird die Replikation des HCV-RNA-Konstrukts gehemmt,
wird das Fusionsprotein nicht gespalten und keine aktive Luziferase freigesetzt. Infolgedessen ist die quantitative Be-
stimmung der Luziferase ein Maf fir die Replikation des HCV-Subgenom-Konstrukts. Anstelle des Luziferasegens
kann ebensogut ein anderes Reportergen verwendet werden, das in analoger Weise modifiziert ist, so dal® seine Ex-
pression von der Virusreplikation abhangt, obwohl dieses Reportergen nicht Bestandteil des HCV-Subgenom-Kon-
strukts ist. Es kann auch ein zellulares Protein, welches durch die HCV-Proteine oder Nukleinsaure inaktiviert oder
aktiviert wird, als sogenannter Surrogatmarker verwendet werden. In diesem Fall ist die Expression bzw. Aktivitat
dieses Surrogatmarkers ein MaR fiir die Replikation der viralen DNA.

Beispiel 6: Herstellung von HCV-Subgenom-Konstrukten mit integrierten Fremdgenen zur Verwendung als
leberzellspezifische Genféhren fiir die Gentherapie

[0066] Diese rekombinanten und selektionierbaren HCV-Subgenom-Konstrukte werden in trans-komplementierende
Helferzellinien transfiziert, d.h. in Zellinien, die induzierbar oder konstitutiv die fehlenden Funktionen (beispielsweise
die Strukturproteine) exprimieren. Zellklone, die ein funktionelles HCV-Subgenom-Konstrukt enthalten, lassen sich
durch entsprechende Selektion etablieren. Die von der Wirtszelle exprimierten Virus-Strukturproteine erlauben die
Bildung von Viruspartikeln, in die die RNA der HCV-Subgenom-Konstrukte eingeschleust wird. Das Ergebnis sind also
virus-ahnliche Partikel, die ein erfindungsgeméaRes HCV-Subgenom-Konstrukt einschlieRlich des einklonierten Fremd-
gens enthalten und die dieses mittels Infektion auf andere Zellen Ubertragen kdnnen. Ein Beispiel fir ein solches
Konstruktistin Fig. 8 dargestellt. Es besteht auch die Moglichkeit, das hier beschriebene erfindungsgemafe HCV-Sub-
genom-Konstrukt mit integriertem Fremdgen direkt als Expressionsvektor einzusetzen. Dabei wird analog dem vorge-
nannten Verfahren vorgegangen, allerdings mit dem Unterschied, dal} Zellinien transfiziert werden, die keine trans-
komplementierenden Faktoren exprimieren. In diesem Fall dient das HCV-Konstrukt also lediglich als Expressions-
vektor.

Beispiel 7: Herstellung zellkultur-adaptierter HCV-RNA-Konstrukte
(A) Isolationsverfahren

[0067] Fir die Bestimmung adaptiver Mutationen und die Herstellung zellkultur-adaptierter HCV-RNA-Konstrukte
wurde wie folgt verfahren: Zellen wurden mit einem HCV-RNA-Konstrukt wie unter den Beispielen 1 und 2 beschrieben
transfiziert und G418-resistente Zellklone hergestellt. Zur Bestimmung der Replikationskompetenz (darunter wird in
diesem Zusammenhang die Anzahl G418-resistenter Zellklone verstanden, die pro Mikrogramm transfizierter
HCV-RNA bzw. HCV-RNA-Konstrukt erhalten wird) wurde exemplarisch die Gesamt-RNA aus einem der Zellklone,
genannt 9-13 (Fig. 1B, Spur 11) isoliert und die Menge der darin enthaltenen HCV-RNA mittels Northern-blot wie in
Fig. 2 B beschrieben bestimmt. 10 Mikrogramm der Gesamt-RNA, die ca. 10° Molekile HCV-RNA enthielt, wurde
anschlieRend per Elektroporation in naive Huh-7 Zellen eingeschleust (Fig. 9). Parallel dazu wurden 109 in vitro Tran-
skripte deranalogen neo-HCV-RNA, die mitisolierter Gesamt-RNA aus naiven Huh-7 Zellen auf eine Gesamt-RNA-Men-
ge von 10 ug aufgefiillt worden war, in naiive Huh-7 Zellen transfiziert. Nach Selektion mit G418 wurde die Anzahl der
Zellkolonien, ausgedriickt in 'colony forming units (cfu) pro Mikrogramm RNA' in den beiden Anséatzen bestimmt. Bei
einer Konzentration von 500 ug/ml G418 im Selektionsmedium betrug die Zahl der Kolonien, die mit der in der isolierten
Gesamt-RNA enthaltenen HCV-RNA erhalten wurde, ca. 100.000 cfu pro Mikrogramm HCV-RNA. Dagegen wurden
mit derselben Menge in vitro transkribierter HCV-RNA nur 30 - 50 Kolonien erhalten. Dieses Ergebnis belegt, daf die
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spezifische Infektiositat der HCV-RNA, die aus den Zellklonen isoliert wurde, ca. 1.000 - 10.000-fach héher ist als die
Infektiositat der analogen in vitro Transkripte. Das methodische Vorgehen ist in Fig. 9 dargestellt.

[0068] Mit Hilfe der 'long-distance RT-PCR' wurde die HCV-RNA aus der Gesamt-RNA der 9-13 Zellen amplifiziert,
die PCR-Amplifikate kloniert und zahlreiche Klone sequenziert. Ein Vergleich der Sequenzen dieser reklonierten RNAs
mit der Sequenz der RNA, die urspriinglich in die naiiven Huh-7 Zellen eingeschleust wurde ergab, daf} die reklonierten
RNAs zahlreiche Aminosaureaustausche besallen, die Uber die gesamte HCV-Sequenz verteilt waren (Fig. 10).
Sfil-Fragmente dieser reklonierten Mutanten wurden im Austausch gegen das analoge Sfil-Fragment des urspriingli-
chen Replikonkonstrukts in dieses eingefiihrt und RNAs der jeweiligen Mutanten wurden in naive Huh-7 Zellen einge-
schleust. Nach Selektion mit G418 wurde dann fir jede HCV-RNA-Mutante die Zahl der gebildeten Kolonien bestimmt.
Wahrend mit der Ausgangs-RNA nur 30 - 50 Kolonien pro Mikrogramm RNA erhalten wurde war die Koloniezahl bei
zwei der reklonierten Varianten deutlich héher (Fig. 10). Im Fall der HCV-RNA-Konstrukte 9-131 und 9-13C betrug die
spezifische Infektiositat 100 - 1.000 cfu pro Mikrogramm RNA und beim 9-13F Replikon sogar 1.000 - 10.000 cfu pro
Mikrogramm RNA. Diese Ergebnisse zeigen, dal die Aminosaureaustausche in dem analysierten NS3-5B-Bereich
der Mutanten 9-13I, 9-13C und insbesondere 9-13F zu einer deutlichen Erhéhung der Replikationskompetenz fihrten.
Demgegenuber waren alle anderen HCV-RNA-Konstrukte (9-13 A, B, G, H und K) nicht mehr replikationskompetent,
enthielten also letale Mutationen.

[0069] Zwecks Beantwortung der Frage, welche der Aminosaureaustausche im 9-13F-Konstrukt zur Steigerung der
Replikation fihrten, wurden die Austausche einzeln oder in Kombination in das Ausgangs-HCV-RNA-Konstrukt ein-
gefuhrt und die entsprechenden RNAs in naive Huh-7 Zellen eingeschleust. Das Ergebnis der Transfektionen mit
diesen RNAs ist in Tabelle 1 zusammengefalt. Daraus wird ersichtlich, da® im vorliegenden Beispiel die hohe Repli-
kationskompetenz durch mehrere Mutationen bedingt ist. Den gro3ten Beitrag leisten die Aminosaureaustausche in
den HCV-RNA-Abschnitten NS5A und NS4B. Auch die einzelnen Austausche in der NS3-Region leisten einen Beitrag,
der mdglicherweise auf einem Synergismus dieser Einzelaustausche beruht.

Diese Befunde belegen, dal} es durch die G418-Selektion der Zellen, die mit den neo-HCV-RNA-Konstrukten transfi-
ziert wurden, zur Anreicherung solcher HCV-RNAs kam, die eine deutlich héhere Replikationskompetenz hatten. Mit
dem hier beschriebenen Versuchsansatz lassen sich HCV-RNA-Konstrukte mit sehr unterschiedlicher Replikationsef-
fizienz selektionieren. Je hoher die Konzentration des Antibiotikums in dem Selektionsmedium ist, in/auf dem die
HCV-RNA-Konstrukt-haltigen Zellen zwecks Selektion kultiviert werden, desto héher mul} der Grad an adaptiven Mu-
tationen und damit die Replikationseffizienz in den betreffenden HCV-RNA-Konstrukten sein, damit die Zellen aus-
wachsen kénnen. Werden die Selektionen mit niedrigeren Antibiotikum-Konzentrationean durchgefiihrt, kdnnen auch
solche Zellen uberleben und sich vermehren, die im Vergleich geringer adaptive Mutationen und eine weniger hohe
Replikationseffizienz aufweisen.

Das bisher beschriebene HCV-RNA-Konstrukt 9-13F, das mehrere adaptive Mutationen enthielt, hatte eine erwiese-
nermalfien hohere Replikationseffizienz als die parentale HCV-RNA. Um HCV-RNAs mit noch héherer Replikation in
Zellkultur zu erhalten, wurde die HCV-RNA, die in der Gesamt-RNA eines ausgewahlten Zellklons enthalten war, mehr-
fach in naiven Huh-7 Zellen passagiert. Dieser ausgewahlte Zellklon, genannt 5-15, wurde durch Transfektion mit dem
HCV-RNA-Konstrukt l1355/NS3-3" erhalten (Fig. 1). Er entspricht weitgehend dem Zellklon 9-13, der durch Transfektion
mit einem HCV-RNA-Konstrukt hergestellt wurde, das eine um 22 Nukleotide kirzere HCV-IRES besal (l377,/NS3-3';
Fig. 1). 10 Mikrogramm Gesamt-RNA, isoliert aus dem Zellklon 5-15, wurden mittels Elektroporation in naiive Huh-7
Zellen eingeschleust und die Zellen einer Selektion mit 1 mg/ml G418 unterzogen. Aus einem der so erzeugten Zell-
klone wurde wiederum Gesamt-RNA isoliert, in naive Huh-7 Zellen transfiziert und analog selektioniert. Dieser Vorgang
wurde insgesamt viermal wiederholt. Nach der vierten Passage wurde aus einem Zellklon die Gesamt-RNA isoliert
und die neo-HCV-RNA mit Hilfe der 'long-distance RT-PCR' amplifiziert. Das amplifizierte DNA-Fragment wurde mit
dem Restriktionsenzym Sfil verdaut und in das Sfil-restringierte Ausgangskonstrukt I359/NS3-3" inseriert. Insgesamt
wurden Uber 100 DNA-Klone erhalten und zunachst mittels Restriktionsverdau analysiert. In vitro transkribierte RNA
von ca. 80 dieser Klone wurde jeweils in naive Huh-7 eingeschleust und einer Selektion mit 500mg/ml G418 unterzogen.
Von den 80 untersuchten neo-HCV-RNA-Varianten erwiesen sich die allermeisten als replikationsdefekt. Bei zwei Mu-
tanten, genannt 5.1 und 19, war die spezifische Infektiositat, ausgedriickt als 'colony forming units' pro Mikrogramm
RNA, jedoch sehr deutlich erhéht (Tabelle 2). Durch mehrfache Passage der RNA in Zellkultur lassen sich offensichtlich
HCV-RNAs herstellen, deren Replikationseffizienz aufgrund von Mutationen (sog. "adaptiven Mutationen) mehrere
Groflenordnungen héher ist als die der urspriinglich aus dem Patienten klonierten RNA.

(B) Modifikationsverfahren
[0070] Solche nach (A) erzeugtenn und identifizierten adaptiven Mutationen kénnen in ein wenig replikationskom-
petentes HCV-RNA-Konstrukt tGbertragen werden und fiilhren zu einer massiven Steigerung der Replikation dieses

Konstrukts. Diese Steigerung ist so hoch, dall damit nachweislich HCV-RNAs in Zellkultur zur Replikation gebracht
werden koénnen, die kein selektierbares Markergen mehr besitzen. Fig. 12 zeigt einen Vergleich der Replikationseffi-
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zienz von HCV-RNAs, die entweder der Ausgangssequenz oder den adaptierten Sequenzen 9-13F bzw. 5.1 entspra-
chen. Zwecks einfacher Messung wurde das neo-Gen entfernt und durch das Gen fiir die Luziferase ersetzt. Als Ne-
gativkontrolle diente wiederum ein HCV-RNA-Konstrukt, das auf Grund einer inaktivierenden Mutation der NSSB
RNA-Polymerase replikationsdefekt war. Schon 24 Stunden nach der Transfektion erkennt man einen deutlichen Un-
terschied in der Luziferaseaktivitat zwischen der defekten RNA und den 9-13F bzw. 5.1-Konstrukten wahrend zwischen
der defekten RNA (318 DN) und dem Ausgangs-RNA-Konstrukt (wt) das keine adaptiven Mutationen besaf}, kaum ein
Unterschied zu sehen war. Wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums wurde die hdchste Luziferaseaktivitat und
damit die héchste Replikation mit der 5.1-RNA erhalten. Diese Befunde belegen nicht nur die hohe Replikationseffizienz
dieser RNA, sondern zeigen auch, dall es moglich ist, mit adaptierten HCV-RNA-Konstrukten ein Zellkultursystem
aufzubauen, fir das die Anwesenheit eines selektierbaren Gens nicht mehr notwendig ist. Eine zusammenfassende
Ubersicht der Nukleotid- und Aminosaureunterschiede zwischen dem Ausgangskonstrukt und den Mutanten 9-13F,
5.1 und 19 ist in Tabelle 3 gegeben.

Beispiel 8: Herstellung zellkultur-adaptierter HCV-RNA-Volldngengenome

[0071] In den Beispielen 1 bis 7 wurde stets eine subgenomische HCV-RNA verwendet, der die gesamte Struktur-
proteinregion von Core bis einschliel3lich p7 bzw. NS2 fehlte. Im vorliegenden Beispiel 8 wird gezeigt, dal® es méglich
ist, mit Hilfe der adaptierten NS3-5B-Sequenz ein HCV-Vollangengenom in Zellkultur zur Replikation zu bringen. Zu
diesem Zweck wurde zunachst das Sfil-Fragment der gemaf Beispiel 7 hergestellten, hoch adaptierten HCV-RNA 5.1
in ein selektionierbares HCV-Vollangengenom transferiert (Fig. 12). Dieses HCV-Genom wurde in naive Huh-7 Zellen
transfiziert und einer Selektion mit unterschiedlichen G418-Konzentrationen unterzogen. In Abhangigkeit von der Se-
lektionsstarke (der G418-Konzentration) wurde eine unterschiedlich groe Zahl an Zellklonen erhalten (Fig. 12 B) . Im
Vergleich dazu wurden mit dem unveranderten HCV-Vollangengenom, das keine-adaptiven Mutationen enthielt, keine
Kolonien erhalten, ebenso mit der Negativkontrolle, die auf Grund einer inaktivierenden Mutation in der NS5B RNA-Po-
lymerase replikationsdefekt war. Zum Nachweis dafir, dal die so entstandenen Zellklone tatsachlich ein autonom
replizierendes HCV-Vollangenkonstrukt enthielten, wurde Gesamt-RNA aus mehreren Zellklonen isoliert und mittels
Northern-Blot analysiert. In allen Zellklonen war die Vollangen HCV-RNA eindeutig nachweisbar (Fig. 12). Damit ist
eindeutig belegt, dalk es mit Hilfe der an Zellkulturen adaptierten HCV-Sequenzen mdglich ist, ein HCV-Vollangenge-
nom herzustellen, das mit hoher Effizienz und autonom in einer Zellinie repliziert, d.h. es kénnen mit dem erfindungs-
gemalen System auch adaptierte HCV-Vollangengenome hergestellt werden. Da dieser Klon dariber hinaus die voll-
stédndige HCV-Sequenz besitzt, also auch die fir die Viruspartikelbildung notwendigen Strukturproteine, ist es mit
diesem System moglich, groRe Mengen infektidser Viruspartikel in Zellkulturen herzustellen. Zum Nachweis dieser
Viren werden zellfreie Ubersténde von Zellen, die ein replizierendes HCV-Vollangengenom tragen, auf naive Huh-7
Zellen gegeben und die so infizierten Zellen einer Selektion mit G418 unterzogen. Jeder Zellklon, der unter diesen
Bedingungen auswachst, geht auf eine infizierte Zelle zuriick. Die Viren in den Zellkulturiiberstanden von Zellen, die
ein replizierendes HCV-Vollangengenom besitzen, kénnen aber auch mit verschiedenen im Stand der Technik bekann-
ten Verfahren wie Ultrazentrifugation oder Mikrodialyse angereichert und gereinigt werden und dann zur Infektion naiver
Zellen verwendet werden. Mit diesem Verfahren ist eindeutig gezeigt, dafl mit dem erfindungsgemafen HCV-Zellkul-
tursystem zellkultur-adaptierte HCV-Vollangengenome hergestellt werden kénnen, die mit hoher Effizienz in Zellen
replizieren und infektidse Viren produzieren. Diese kdnnen ebenfalls durch Infektion eines Versuchstiers, vorzugsweise
dem Schimpansen, nachgewiesen werden.

Beispiel 9: Herstellung von HCV-Vollangen-Konstrukten und HCV-Subgenom-Konstrukten mit Reportergen.

[0072] Es wird ein HCV-RNA-Konstrukt hergestellt, bei dem anstelle des Antibiotikumresistenzgens ein Reportergen
eingefligt wird (Fig. 13). Dabei kann die Replikation anhand der Menge bzw. der Aktivitdt des Reportergens bzw.
Reportergenprodukts bestimmt werden. Das Reportergen ist vorzugsweise ein Gen aus der Gruppe der Luziferase-
gene, dem CAT-Gen (Chloramphenicol-Acetyl-Transferase-Gen), dem lacZ-Gen (beta-Galaktosidasegen), dem
GFP-Gen (green fluorescence protein Gen), dem GUS-Gen (Glukuronidasegen) oder dem SEAP-Gen (sezernierte
alkalische Phosphatasegen). Diese Reportergene bzw. deren Produkte, ndmlich die entsprechenden Reporterproteine,
kénnen z.B. mittels Fluoreszenz, Chemilumineszenz, colorimetrisch oder mit Hilfe immunologischer Methoden (z.B.
enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) bestimmt werden. Das Reportergen kann entweder von einer eigenen
IRES exprimiert werden oder in Form eines Fusionsproteins, das entweder als solches aktiv ist oder mittels einer
proteolytisch spaltbaren Aminosauresequenz so mit einem HCV-Protein verbunden ist, dall es von einer zelluldren
oder viralen (HCV-)Protease von diesem abgespalten wird.
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Beispiel 10: Herstellung von HCV-Vollangen-Konstrukten mit integrierten Fremdgenen zur Verwendung als
leberzellspezifische Genfihre fiir die Gentherapie oder als Expressionsvektor.

[0073] Das Konstrukt (Fig. 14) wird in Zellen eingeschleust und flhrt dort zur Bildung von HCV-Viruspartikeln, die
zur Infektion weiterer Zellen verwendet werden kdnnen. Da die Viruspartikel eine RNA mit einem Fremdgen enkapsi-
diert haben kann dieses in den so infizierten Zellen zur Produktion des von diesem Fremdgen kodierten Proteins
benutzt werden. Zellen, die mit dem Konstrukt transfiziert wurden, exprimieren ebenfalls das Fremdgen.

Beispiel 11: Herstellung von monocistronischen HCV-RNA-Konstrukten, bei denen das Resistenzgenprodukt
als Fusionsprotein mit dem HCV-Anteil exprimiert wird.

[0074] Fir bestimmte Untersuchungen ist es von Vorteil, wenn das HCV-RNA-Konstrukt kein heterologes IRES-Ele-
ment besitzt. Solche Untersuchungen sind beispielsweise die Bestimmung der Interferonresistenz. Wird eine Zelle,
die ein HCV-RNA-Konstrukt besitzt, mit Interferon-alpha oder -beta inkubiert, kommt es zu einer Reduktion der Repli-
kation der HCV-RNA. Zur Aufklarung des Wirkungsmechanismus ist es notwendig, daft das HCV-RNA-Konstrukt keine
heterologe IRES besitzt, da ansonsten nicht bestimmt werden kann, ob die Interferon-vermittelte Hemmung durch eine
Hemmung der HCV-Replikation oder durch eine Hemmung der heterologen IRES vermittelt wird. Deshalb werden
Konstrukte hergestellt, bei denen das Resistenzgen mit einem HCV-Protein fusioniert wird (Fig. 15). Entweder das
Fusionsprotein ist als solches aktiv, oder das Resistenzgenprodukt wird mittels einer proteolytisch spaltbaren Amino-
sauresequenz so mit einem HCV-Protein verbunden ist, da® es von einer zelluladren oder viralen (HCV-)Protease von
diesem abgespalten wird.

Tabelle 1
Spezifische Infektiositaten (cfu/uig RNA) der HCV-RNA-Konstrukte mit adaptiven Mutationen, die bei der 9-13F
Mutante gefunden und in das parentale HCV-RNA-Konstrukt l339/NS3-3'/wt eingefiihrt wurden
Aminos&ureaustausch’ HCV-Protein cfu/ug RNA2
kein 30-60
1283 arg -> gly NS3 200 - 250
1383 glu -> ala NS3 30-60
1577 lys -> arg NS3 30-60
1609 lys -> glu NS3 160 - 300
(1283 arg -> gly + 1383 glu -> ala + 1577 NS3 360 - 420
lys -> arg + 1609 lys -> glu)
1936 pro -> ser NS4B 500 - 1000
2163 glu -> gly NS5A 1000-5000
2330 lys -> glu NS5A 30-60
2442 ile -> val NS5B 30-60
alle zusammen 5000

1 Aminosaureaustausch im Polyprotein des HCV-Isolats Con-1 (EMBL-Genbank No. AJ238799); die Aminosauren sind im Dreibuchstabenkode
angegeben.

2 Colony forming units (Anzahl der Zellklone) bei einer Selektion von 500ug/ml G418.

Tabelle 2

Spezifische Infektiositaten (cfu/ug RNA) des parentalen HCV-RNA-Konstrukts I359/NS3-3'/wt und der Varianten
9-13C, 9-13l, 9-13F, 5.1 und 19.

Transfizierte RNA-Variante cfu/ug RNA'
Wildtyp 30 - 50

1 Colony forming units (Anzahl der Zellklone) bei einer Selektion von 500ug/ml G418.
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Tabelle 2 (fortgesetzt)

Spezifische Infektiositaten (cfu/iig RNA) des parentalen HCV-RNA-Konstrukts I359/NS3-3'/wt und der Varianten
9-13C, 9-13l, 9-13F, 5.1 und 19.

Transfizierte RNA-Variante cfu/ug RNA'
9-13C 100 - 1.000
9-13 1 100 - 1.000
9-13F 1.000 - 10.000
5.1 50.000 - 100.000
19 50.000 - 100.000

1 Colony forming units (Anzahl der Zellklone) bei einer Selektion von 500ug/ml G418.

Tabelle 3

Nukleotid- und Aminoséureunterschiede zwischen dem parentalen HCV-RNA-Konstrukt l359/NS3-3'/wt und den
Mutanten 9-13l, 9-13F, 5.1 und 19

HCV Mutante Nukleotidposition Nukleotidaustausch Aminosédureaustausch
9-13 1 3685 C>T Pro > Leu
4933 C>T Thr > Met
5249 T>C -
8486 C>T -
8821 G>A Trp > stop
8991 C>G Arg > Gly
9203 A>G -
9313 T>C Phe > Ser
9346 T>C Val > Ala
9-13F 3866 C>T -
4188 A>G Arg > Gly
4489 A>C Glu > Ala
4562 G>A -
4983 T>C -
5071 A>G Lys > Arg
5166 A>G Lys > Glu
6147 C>T Pro > Ser
6829 A>G Glu > Gly
7329 A>G Lys > Glu
7664 A>G lle > Val
8486 C>T -
8991 C>G Arg > Gly
NK5.1 4180 C>T Thr > lle
4679 C>T -
4682 T>C -

25




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

EP 1 043 399 B9 (W1B1)

Tabelle 3 (fortgesetzt)

Nukleotid- und Aminosaureunterschiede zwischen dem parentalen HCV-RNA-Konstrukt l359/NS3-3'/wt und den
Mutanten 9-13l, 9-13F, 5.1 und 19

HCV Mutante Nukleotidposition Nukleotidaustausch Aminosdureaustausch
5610 C>A Leu > lle
6437 A>G -

6666 A>G Asn > Asp

6842 C>T -

6926 C>T -

6930 T>C Ser > Pro

7320 C>T Pro > Ser

7389 A>G Lys > Glu
NK19 3946 A>G Glu > Gly

4078 C>G Ala > Gly

4180 C>T Thr > lle

4682 T>C -

5610 C>A Leu > lle

5958 A>T Met > Leu

6170 T>A -

6596 G>A -

6598 C>G Ala > Gly

6833 C>T -

6842 C>T -

6930 T>C Ser > Pro

7141 A>G Glu > Gly

7320 C>T Pro > Ser

7389 A>G Lys > Glu

7735 G>A Ser > Asn

[0075] Angegeben sind die Unterschiede der Nukleotid- und Aminosauresequenzen zwischen der Aus-
gangs-HCV-RNA-Sequenz Con 1 (EMBL-Genbank No. AJ238799) und denen der zellkulturadaptierten HCV-RNAs.

Die Zahlen beziehen sich auf die Nukleotid- und Aminosaurepositionen des HCV-Isolats Con1.
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SEQUENCE LISTING

Ralf

<120> Hepatitis C Virus cell culture system

<130> ba-1

<140> 199 15 178.4
<141> 1999~04-03
<160> 11

<170> PatentIn Ver.

<210> 1
<211>
<212> DNA

11076

2.

1

<213> Hepatitis C Virus

<400> 1

gccagcccce
tcttcacgea
cccecectecee
gacgaccggg
gcgagactge
gtgcttgega
ctcaaagaaa
acgcaggttc
caatcggctg
ttgtcaagac
cgtggetgge
gaagggactg
ctcctgcega
cggctacctg
tggaagccgyg
ccgaactgtt
atggcgatge
actgtggccg
ttgctgaaga
ctcccgattce
cagaccacaa
aacgttactg
tccaccatat
acgagcattc
gtgaaggaag
tgcaggcagc
taagatacac
gaaagagtca
gtaccccatt
tcgaggttaa
cacgataata
cgcegcccac
ttgcegegea
caacctcgtyg
gctcagceey
ctcctgtcac
cgcaatttgg
attccgetcg
gttctggagg
ttccttttgg
gtatccggag
gcggacatga
cgctgetggg
acgatacgac
gtgggagatce

gattggggge
gaaagcgtct
gggagagcca
tcetttettg
tagccgagta
gtgcececggg
aaccaaacgt
tccggecget
ctctgatgece
cgacctgtcc
cacgacgggc
gctgctattg
gaaagtatcc
cccattcgac
tcttgtegat
cgccaggctce
ctgcttgceeg
gctgggtgtyg
gcttggegge
gcagcgcatc
cggtttecet
gccgaagceceg
tgcegtettt
ctaggggtct
cagttcctet
ggaacccccec
ctgcaaagge
aatggctctc
gtatgggatc
aaaacgtcta
ccatgggceac
aggacgtcaa
ggggccccag
gaaggcgaca
ggtacccetg
ccecgtggete
gtaaggtcat
tcggegecce
acggcgtgaa
ctttgctgte
tgtaccatgt
tcatgcatac
tagcgctcac
gccatgtcga
tctgeggate

gacactccac
agccatggceg
tagtggtcetg
gatcaacccg
gtgttgggte
aggtctcgta
aacaccaacg
tgggtggaga
geegtgttee
ggtgccctga
gttcettgeg
ggcgaagtgce
atcatggctyg
caccaagcga
caggatgatc
aaggcgegcea
aatatcatgg
gcggaccgcet
gaatgggctg
gccttctatc
ctagecgggat
cttggaataa
tggcaatgtyg
ttcecctcete
ggaagcttct
acctggcgac
ggcacaacce
ctcaagcgta
tgatctgggy
ggccccecega
gaatcctaaa
gttcccgggce
gttgggtgty
acctatccce
gccectetat
tcggectagt
cgatacccte
cctagggggce
ctatgcaaca
ctgtttgace
cacgaacgac
ccecegggtge
tcecacgete
tttgctcegtt
tgttttectc

catagatcac
ttagtatgag
cggaaccggt
ctcaatgcct
gcgaaaggcee
gaccgtgcac
ggegcgecat
ggctattcgg
ggctgtcage
atgaactgca
cagctgtget
cggggcagga
atgcaatgcg
aacatcgcat
tggacgaaga
tgcececgacgg
tggaaaatgg
atcaggacat
accgcttect
gccttcttga
caattcegcee
ggccggtgtg
agggceccgga
gccaaaggaa
tgaagacaaa
aggtgcctct
cagtgccacg
ttcaacaagg
ccteggtgea
accacgggga
cctcaaagaa
ggtggtcaga
cgcgegacta
aaggctcgcc
ggcaatgagg
tggggccecca
acgtgegget
gctgecaggg
gggaatctge
atcccagcett
tgctccaacyg
gtgcectgeg
geggecagga
ggggcggctyg
gtegcceccage

27

tcecectgtga
tgtcgtgcag
gagtacaccg
ggagatttgg
ttgtggtact
catgagcacg
gattgaacaa
ctatgactgg
gcaggggcge
ggacgaggca
cgacgttgtce
tctectgtea
gcggetgeat
cgagcgagca
gcatcagggyg
cgaggatctc
ccgettttet
agcgttggcet
cgtgetttac
cgagttctte
cctetecete
cgtttgtcta
aacctggcce
tgcaaggtct
caacgtctgt
gcggccaaaa
ttgtgagttg
ggctgaagga
catgctttac
cgtggtttte
aaaccaaacg
tcegteggtygg
ggaagacttc
agccecgaggg
gcttggggty
cggaccccecyg
tcgecgatet
ccctggcgcea
ccggttgete
ccgcttatga
caagcattgt
ttcgggagaa
acgctagegt
ctctctgetce
tgttcacctt

ggaactactg
ccteccaggac
gaattgccag
gcgtgceece
gectgatagg
aatcctaaac
gatggattgce
gcacaacaga
ccggttettt
gcgcggctat
actgaagcegyg
tctcaccttg
acgcttgatc
cgtactcgga
ctcgegecag
gtcgtgacce
ggattcatcg
acccgtgata
ggtatcgecg
tgagtttaaa
cceececeect
tatgttattt
tgtcttettg
gttgaatgtc
agegacccett
gccacgtgta
gatagttgtyg
tgcccagaag
atgtgtttag
ctttgaaaaa
taacaccaac
agtttacctg
cgageggteg
tagggeetgg
ggcaggatgg
gcgtaggteg
catggggtac
tggcgtecgg
cttttctatc
agtgcgcaac
gtatgaggca
caactcctce
cccecactacg
cgctatgtac
ctecgectege

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
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cggcacgaga
cgtatggcett
ttactccgga
gcgggecttg
ctectttgcecg
ctcgggatta
aacggcagct
tteccttgetyg
gcecagctgea
tcacacagct
gtacccgegg
gggacgaccg
ctgcttcetta
agcactgggt
aaaaccttga
tgtggttegg
cactacccct
gagcacaggc
agggacagat
tgttecttcea
gtggacgtac
gagtatgtce
atgatgctgce
gcatccgtgg
tacatcaagyg
ctectgetee
tegtgcggag
ctgttececteg
ttgcaagtgt
acgtgcgcga
ggtccactca
gggctcattce
gctctcatga
cgggactggg
tctgatatgg
atcttgggce
agccttgaag
cgaggcctac
ggggaggtcce
gtgtgttgga
atcacccaaa
gcgegttect
gcecgatgtceca
ccecgtetect
gtgggcatct
ccegtegagt
ccggccgtac
agcactaagg
tccgtegecg
aacatcagaa
ggcaagtttc
gagtgccact
gagacggctg
gtgccacatce
ggcaaagcca
aagaagaaat
tattaccggg
acggacgctc
tgtgtcaccc
gtgccacaag
ggcatttaca
ctgtgcgagt
gttaggttgc
ttctgggaga
aagcaggcag
gctcaggcetce

cagtacagga
gggatatgat
tcccacaagce
cctactattce
gcgttgacgg
cgtcecetett
ggcacatcaa
cgctgttcta
gccccatega
cggaccagag
cgcaggtgtyg
accggttegg
acaacacgcg
tcaccaagac
cctgecccac
ggccttggtt
gcactgtcaa
tcgaagcecge
cagagcttaqg
ccaccctace
aatacctgta
tgttgctctt
tgatagctca
ccggggegea
gcaggctggt
tgetggegtt
gcgeggtttt
ctaggctcat
ggatccccce
tccacccaga
tggtgctcca
gtgcatgcat
agttggeccge
cccacgeggg
agaccaaggt
tgccegtcete
ggcaggggtyg
ttggctgeat
aagtggtctc
ctgtctatca
tgtacaccaa
tgacaccatg
ttcecggtgeg
acttgaaggg
ttegggcetge
ctatggaaac
cgcagacatt
tgeeggetge
ccaccctagg
ccggggtaag
ttgccgacgg
caactgactc
gagcgcgact
caaacatcga
tccecatcga
gtgatgagct
gccttgatgt
taatgacggyg
agacagtcga
acgcggtgtce
ggtttgtgac
gctatgacgce
gggcttacct
gcgtetttac
gagacaactt
cacctccatce
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ctgcaattgce
gatgaactgg
tgtcgtggat
catggtgggg
gggaacctat
ttcacceggg
caggactgcc
cgtgcacaag
cgcgtteget
gccttattgt
tggtccagtg
cgtccctacg
gccgcecgcaa
gtgcggggge
ggactgcttc
gacacccaga
ctttaccatc
atgcaattgg
ccecgetgetg
ggctctgtec
cggtataggg
ccttecttetg
agctgaggcc
tggcattcte
ccctggggeg
accaccacga
cgtaggtctg
atggtggtta
cctcaacgtt
gctaatcttt
ggctggtata
gctggtgegg
actgacaggt
cctacgagac
tatcacctgg
cgcccgeagg
gcgactccte
catcactagc
caccgcaaca
tggtgccgge
tgtggaccag
cacctgcggce
cecggegggge
ctetteggge
cgtgtgcacc
cactatgcgg
ccaggtggcce
gtatgcagcc
ttteggggceg
gaccatcacc
tggttgctcet
gaccactatc
cgtcgtgete
ggaggtggct
gaccatcaag
cgccgcgaag
atccgtcata
ctttacoyge
cttcagcctg
acgctcgcag
tccaggagaa
gggctgtgcet
aaacacacca
aggcctcacc
ccectacctyg
gtgggaccaa

tcaatatatc
tcacctacag
atggtggcgg
aactgggcta
gtgacagggg
tcatceccaga
ctgaactgca
ttcaactcat
caggggtggg
tggcactacg
tactgcttca
tacagttggg
ggcaactggt
ccceegtgta
cggaagcacc
tgcttggtcce
ttcaaggtta
actcgaggag
ctgtctacaa
actggtttga
tcggeggttyg
gecggacgcege
gccctagaga
tececttecteg
gcatatgccc
gcatacgcca
atactcttga
caatatttta
€gggggggcc
accatcacca
accaaagtge
aaggttgctg
acgtacgttt
cttgeggtgg
ggggcagaca
gggagggaga
gcgectatta
ctcacaggee
caatctttce
tcaaagaccc
gacctcgteg
agctcggacce
gacagcaggyg
ggtccactgce
cgaggggttyg
tcceeggtet
catctacacg
caagggtata
tatatgtcta
acgggtgccc
gggggcgect
ctgggcatcg
gccaccgcta
ctgtccagca
ggggggaggc
ctgteecggee
ccaactagcg
gatttcgact
gacccgacct
cggcgaggca
cggccctegg
tggtacgagc
gggttgceceg
cacatagacg
gtagcatacc
atgtggaagt
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ccggecacgt
cagccctagt
gggcccattg
aggttctgat
ggacgatggc
aaatccagct
atgactccct
ctggatgcce
ggcccatcac
caccccggec
ccccaagecce
gggagaatga
ttggctgtac
acatcggggg
ccgaggccac
actacccata
ggatgtacgt
agcgttgtaa
cggagtggca
tccatctcecca
tctectttge
gcgtctgtge
acctggtggt
tgttcttctyg
tctacggegt
tggaccggga
ccttgtcacc
tecaccagggce
gcgatgcecgt
aaatcttgct
cgtacttcgt
ggggtcatta
atgaccatct
cagttgagcec
ccgeggegty
tacatctggg
cggcectactce
gggacaggaa
tggcgacctg
ttgecggecc
gctggcaagc
tttacttggt
ggagcctact
tctgecectce
cgaaggcggt
tcacggacaa
ccectactgg
aggtgcttgt
aggcacatgg
ccatcacgta
atgacatcat
gcacagtcct
cgecteeggyg
ctggagaaat
acctcatttt
tcggactcaa
gagacgtcat
cagtgatcga
tcaccattga
ggactggtag
gcatgttcga
tcacgccege
tctgccagga
cccatttett
aggctacggt
gtctcatacg

gacaggtcac
ggtatcgcecag
gggagtccta
tgtgatgcta
caaaaacacc
tgtaaacacc
caacactggg
agagcgcatg
ttacaatgag
gtgecggtatce
tgtcgtggtg
gacggacgtg
atggatgaat
gatcggcaat
ttacaccaag
caggctttgg
ggggggagtyg
cctggaggac
ggtattgccce
tcagaacgtc
aatcaaatgg
ctgcttgtgg
cctcaacgceg
tgctgcectgg
atggccgcta
gatggcagca
gcactataag
cgaggcacac
catcctecte
cgccatactce
gcgcgcacac
tgtccaaatg
caccccactg
cgtegtcette
tggggacatc
accggcagac
ccaacagacg
ccaggtcgag
cgtcaatggce
aaagggccca
gceccecceggy
cacgaggcat
ctccececagg
ggggcacgct
ggactttgta
ctegtcececet
tagcggcaag
cctgaacccg
tatcgaccct
ctccacctat
aatatgtgat
ggaccaagcyg
atcggtcacc
ccecttttat
ctgeccattce
tgctgtagcea
tgtcgtagea
ctgcaataca
gacgacgacc
gggcaggatg
ttccteggtt
cgagacctca
ccatctggag
gtecccagact
gtgcgccagg
gctaaagcect

2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
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acgctgcacg
accacacacc
acgagcacct
acaggcagcg
gacagggaag
tacatcgaac
Caaacagcca
ctcgaagcct
ggcttgtcca
atcaccagcc
gccgcccaac
gcggetgttg
gcaggggtgg
gaggacctgg
gtgtgcgcag
aaccggctga
gagagcgacg
ctgaagaggc
ctaagagatg
tccaagcectcece
ggagtctgge
ggacatgtga
catggaacat
aattattcta
ggggatttcc
ceggeccccg
tgcaaacccce
gggtcacagc
gacccctcecce
tecttggeca
acccgtcatg
atgggcggga
gagccgctcce
aggtccagga
ctgttagagt
ccegectgeca
gaatctaccg
tcecgteggeeg
gacgcgggat
gatcccgatce
gtctgctgcet
gaaaccaagc
tatgctacaa
caggtecetgg
gttaaggcta
agatctaaat
cacatccget
atcatggcaa
cgecttatceg
gtggtctcca
ggacagcggyg
gcatatgaca
tcaatctacc
gagcggcttt
cggtgecgeg
aaggccgcetg
gacgaccttg
gccttcacgg
tacgacttgg
ggcaaaaggg
gagacagcta
accttgtggg
caacttgaaa
gacctacctc
tctccaggtg
cgagtctgga

ggccaacgcec
ccataaccaa
gggtgctggt
tggtcattgt
tcctttaccg
agggaatgca
ccaagcaagc
tctgggcgaa
ctctgectgg
cgctcaccac
ttgctcectce
gcagcatagg
caggcgcgcet
ttaacctact
cgatactgceg
tagcgttege
ctgcagcacg
ttcaccagtg
tttgggattg
tgccgegatt
ggggcgacgg
aaaacggttc
tceccattaa
gggcgetgtg
actacgtgac
aattcttcac
tectacggga
tceccatgega
acattacggce
gctcatcagce
actcccegga
acatcacccg
aagcggagga
aattccctcg
cctggaagga
aggccecctee
tgtecttetge
tecgacagegg
ccgacgttga
tcagcgacgg
cgatgtccta
tgeccatcaa
catctcgcag
acgaccacta
aacttctatc
ttggctatgg
ccgtgtggaa
aaaatgaggt
tattcccaga
cceteectea
tcgagttcect
ccegetgttt
aatgttgtga
acatcggggg
cgagcggtgt
cggectgteg
tcgttatetg
aggctatgac
agttgataac
tgtactatct
gacacactcc
caaggatgat
aagccctaga
agatcattca
agatcaatag
gacatcgggce
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cctgectgtat
atacatcatg
aggcggagtce
gggcaggate
ggagttcgat
gctegecgaa
ggaggctgcet
gcatatgtgg
caaccccgcg
ccaacatacc
cagcgctgcet
ccttgggaag
cgtggecttt
ccctgetatce
tcggcacgtg
ttegeggggt
tgtcactcag
gatcaacgag
gatatgcacg
geccgggagtce
catcatgcaa
catgaggatc
cgcgtacacc
gcgggtgget
gggcatgacc
agaagtggat
ggaggtcaca
gccecgaaceg
ggagacggct
tagccagetg
cgctgacctc
cgtggagtcea
ggatgagagg
agcgatgccce
cccggactac
gataccacct
cttggcggag
cacggcaacyg
gtcgtactce
gtcttggtct
cacatggaca
tgcactgagc
cgcaagcctg
ccgggacgtyg
cgtggaggaa
ggcaaaggac
ggacttgctg
tttetgegte
tttgggggtt
ggccgtgatg
ggtgaatgcc
tgactcaacg
cttggccecec
cceectgact
actgacgacc
agctgcgaag
tgaaagcgcg
tagatactct
atcatgctcce
cacccgtgac
agtcaattcc
cctgatgact
ttgtcagatc
acgactccat
ggtggcttca
cagaagtgtc

aggctgggag
gcatgcatgt
ctagcagctce
atcttgtccg
gagatggaag
caattcaaac
gctecegtgg
aatttcatca
atagcatcac
ctcectgttta
tctgcttteg
gtgcttgtygg
aaggtcatga
ctctececcctg
ggcccagggyg
aaccacgtct
atcctctcta
gactgctceca
gtgttgactg
ccecttettet
accacctgcece
gtggggccta
acgggcccct
gctgaggagt
actgacaacg
ggggtgcggt
ttcctggteg
gacgtagcag
aagcgtaggce
tctgegectt
atcgaggcca
gaaaataagg
gaagtatccg
atatgggcac
gtccctecag
ccacggagga
ctcgcecacaa
gcctetectg
tccatgeccce
accgtaagcg
ggcgecctga
aactctttgce
cggcagaaga
ctcaaggaga
gcctgtaagce
gtcecggaacce
gaagacactg
caaccagaga
cgtgtgtgeg
ggctettcat
tggaaagcga
gtcactgaga
gaagccagac
aattctaaag
agctgeggta
ctccaggact
gggacccaag
gcceccectg
tccaatgtgt
cccaccaccece
tggctaggca
catttettcet
tacggggcect
ggccttageg
tgcctcagga
cgcgetagge

29

ccgttcaaaa
cggctgacct
tggccgegta
gaaagccggce
agtgcgectce
agaaggcaat
tggaatccaa
gcgggataca
tgatggcatt
acatcctggg
taggcgecgg
atattttgge
gcggcgagat
gegccctagt
agggggctgt
ccecccacgcea
gtcttaccat
cgccatgcetce
atttcaagac
catgtcaacg
catgtggagc
ggacctgtag
gcacgccecte
acgtggaggt
taaagtgcce
tgcacaggta
ggctcaatca
tgctcactte
tggccagggyg
ccttgaaggce
acctcctgtg
tagtaatttt
ttceggcgga
gcececggatta
tggtacacgg
agaggacggt
agaccttcgg
accagccecctce
cccttgaggyg
aggaggctag
tcacgcecatg
tccgtcacca
aggtcacctt
tgaaggcgaa
tgacgccece
tatccagcaa
agacaccaat
aggggggcceg
agaaaatggce
acggattcca
agaaatgccc
atgacatccg
aggccataag
ggcagaactyg
ataccctcac
gcacgatgct
aggacgaggce
gggacccgcc
cagtcgcgca
ccettgegeg
acatcatcat
ccatccttcet
gttactccat
cattttcact
aacttggggt
tactgtccca

cgaggttact
ggaggtcgte
ttgcctgaca
catcattccc
acacctcect
cgggttgctg
gtggeggace
atatttagca
cacagcctct
gggatgggtg
catcgcectgga
aggttatgga
gccctccace
cgteggggte
gcagtggatg
ctatgtgect
cactcagctg
cggctegtgg
ctggctccag
tgggtacaag
acagatcacc
taacacgtgg
cceggegeca
tacgcgggtg
gtgtcaggtt
cgcteccageg
atacctggtt
catgctcacc
atctcccecc
aacatgcact
gcggcaggag
ggactctttc
gatcctgcgg
caaccctcea
gtgtccattg
tgtcectgtca
cagctccegaa
cgacgacggc
ggagccgggyg
tgaggacgtc
cgctgcggag
caacttggtc
tgacagactg
ggcgtecaca
acattcggcce
ggccgttaac
tgacaccacc
caagccagcet
cctttacgat
atactctcct
tatgggcttc
tgttgaggag
gtcgctcaca
cggctatege
atgttacttg
cgtatgcgga
gagcctacgg
caaaccagaa
cgatgcatct
ggctgegtgg
gtatgcgccce
agctcaggaa
tgagccactt
ccatagttac
accgcccettg
g999999a99

6720
6780
68490
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
8840
93900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
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gctgecactt
ccaatcecegg
ggagacatat
ctactttctg
ctccaggceca
tttttttttt
tggctccatce
agagagtgct

gtggcaagta
ctgecgtceca
atcacagcct
taggggtagg
ataggccatc
tttttttttce
ttagccctag
gatactggcc
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cctcttcaac
gttggattta
gtctegtgcece
catctatcta
ctgttttttt
tcettttttt
tcacggctag
tctctgcaga

tgggcagtaa
tccagcetggt
cgaccecget
ctcceccaacce
cectttettt
ttcectetttt
ctgtgaaagg
tcaagt

30

ggaccaagct
tecgttgcetgg
ggttcatgtg

gatgaacggg
ttttettttt
ttteccttttce
tcegtgagece

caaactcact
ttacagcggg
gtgcctactce
gagctaaaca
tttttttttt
tttectetgg
gcttgactge

10680
10740
10800
10860
10920
109890
11040
11076
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<210> 2

<211> 8637
<212> DNA
<213>

<400> 2

gccagccccece
tcttcacgca
cceeecteee
gacgaccggyg
gcgagactge
gtgcttgcega
ctcaaagaaa
cggccgettg
ctgatgcege
acctgtecgg
cgacgggcgt
tgctattggg
aagtatccat
cattcgacca
ttgtcgatca
ccaggctcaa
gcttgccgaa
tgggtgtggce
ttggcggcga
agcgcatcge
gtttecectet
cgaagccgcet
ccgtettttg
aggggtcttt
gttcctctgg
aaccccccac
gcaaaggcgg
tggctctcect
atgggatctg
aacgtctagg
atggaccggyg
accttgtcac
atcaccaggg
cgcgatgecg
aaaatcttgce
ccgtacttcg
gggggtcatt
tatgaccatc
gcagttgagc
accgeggegt
atacatctgg
acggcctact
cgggacagga
ctggcgacct
cttgceggece
ggctggcaag
ctttacttgg
gggagcctac
ctetgecect
gcgaaggcgyg
ttcacggaca
gccectactg
aaggtgcttg
aaggcacatg
cccatcacgt
tatgacatca
ggcacagtcc
acgccteegg
actggagaaa

gattgggggc
gaaagcgtct
gggagagcca
tcctttettg
tagccgagta
gtgccecggg
aaccaaaggg
ggtggagagyg
cgtgttcegg
tgccetgaat
tcecttgegea
cgaagtgccg
catggctgat
ccaagcgaaa
ggatgatctg
ggcgcgeatg
tatcatggtg
ggaccgctat
atgggctgac
cttctatcge
agcgggatca
tggaataagg
gcaatgtgag
ccectetege
aagcttcettg
ctggcgacag
cacaacccca
caagcgtatt
atctggggcee
cccececgaac
agatggcagce
cgcactataa
ccgaggcaca
tcatcctcet
tcgccatact
tgcgegcaca
atgtccaaat
tcaccccact
cecgtegtett
gtggggacat
gaccggcaga
cccaacagac
accaggtcga
gcgtcaatgg
caaagggccce
cgceccecegg
tcacgaggca
tctececcecag
cggggcacge
tggactttgt
actegtceccc
gtagcggcaa
tcctgaaccce
gtatcgaccc
actccaccta
taatatgtga
tggaccaagc
gatcggtecac
tccectttta
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gacactccac
agccatggceg
tagtggtctg
gatcaacccg
gtgttgggtce
aggtctcgta
cgcgecatga
ctattcggcet
ctgtcagcgce
gaactgcagg
gctgtgctcg
gggcaggatc
gcaatgecggce
catcgcatcg
gacgaagagc
cccgacggceyg
gaaaatggcc
caggacatag
cgcttecteg
cttcttgacg
attccgeccece
ccggtgtgeg
ggcccggaaa
caaaggaatg

aagacaaaca

gtgcctetgce
gtgccacgtt
caacaagggyg
tcggtgecaca
cacggggacg
atcgtgcgga
gctgttectce
cttgcaagtyg
cacgtgcgeg
cggtccactc
cgggctcatt
ggctctcatg
gcgggactgg
ctctgatatg
catcttgggce
cagccttgaa
gcgaggecta
gggggaggtce
cgtgtgttgg
aatcacccaa
ggcgegttcece
tgeccgatgte
gccegtetee
tgtgggcatc
acccgtcgag
tccggecgta
gagcactaag
gtccgtegece
taacatcaga
tggcaagttt
tgagtgccac
ggagacggct
cgtgccacat
tggcaaagcc

catagatcac
ttagtatgag
cggaaccggt
ctcaatgcect
gcgaaaggcc
gaccgtgcac
ttgaacaaga
atgactgggc
aggggcgece
acgaggcagc
acgttgtcac
tcctgteatce
ggctgcatac
agcgagcacg
atcaggggcet
aggatctcgt
gettttetgg
cgttggctac
tgctttacgg
agttcttctg
tctecctecee
tttgtctata
cctggecctg
caaggtctgt
acgtctgtag
ggccaaaagc
gtgagttgga
ctgaaggatg
tgctttacat
tggttttcct
ggegeggttt
gctaggctceca
tggatccccce
atccacccag
atggtgctcce
cgtgcatgca
aagttggcecg
gcccacgcgg
gagaccaagg
ctgcecegtet
gggcaggggt
cttggctgca
caagtggtct
actgtctatc
atgtacacca
ttgacaccat
attccggtge
tacttgaagg
tttcgggetg
tctatggaaa
ccgcagacat
gtgceggctg
gcecaccctag
accggggtaa
cttgccgacyg
tcaactgact
ggagcgcgac
ccaaacatcg
atccccatcg
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tccectgtga
tgtcgtgecag
gagtacaccg
ggagatttgg
ttgtggtact
catgagcacg
tggattgcac
acaacagaca
ggttcttttt
gcggcetatcg
tgaagcggga
tcaccttgct
gcttgatceg
tactcggatg
cgecgcecagece
cgtgacccat
attcatcgac
ccgtgatatt
tatcgccget
agtttaaaca
cccccectaa
tgttattttce
tcttettgac
tgaatgtcgt
cgaccctttg
cacgtgtata
tagttgtgga
cccagaaggt
gtgtttagtc
ttgaaaaaca
tegtaggtet
tatggtggtt
ccctcaacgt
agctaatctt
aggctggtat
tgctggtgeg
cactgacagg
gcctacgaga
ttatcacctg
ccgeccgeag
ggcgactcct
tcatcactag
ccaccgcaac
atggtgcegyg
atgtggacca
gcacctgcgg
gecggcgggyg
gctcttcggg
ccgtgtgeac
ccactatgceg
tccaggtgge
cgtatgcage
gtttcgggge
ggaccatcac
gtggttgcetc
cgaccactat
tegtegtget
aggaggtggce
agaccatcaa

ggaactactg
cctccaggac
gaattgccag
gcgtgcececce
gcctgatagg
aatcctaaac
gcaggttctce
atcggctget
gtcaagaccg
tggctggcecca
agggactggce
cctgccgaga
gctacctgcece
gaagccggtc
gaactgttcg
ggcgatgect
tgtggecgge
gctgaagagce
cccgattcge
gaccacaacg
cgttactgge
caccatattg
gagcattcet
gaaggaagca
caggcagcgyg
agatacacct
aagagtcaaa
accccattgt
gaggttaaaa
cgataatacc
gatactcttg
acaatatttt
tcggggggge
taccatcacc
aaccaaagtg
gaaggttgct
tacgtacgtt
ccttgeggtyg
dgggggcagac
ggggagggag
cgcgectatt
cctecacagge
acaatctttc
ctcaaagacc
ggacctcgtce
cagctcggac
cgacagcagg
cggtccactg
ccgaggggtt
gtcceceggte
ccatctacac
ccaagggtat
gtatatgtet
cacgggtgcc
tgggggcgcec
cctgggcatc
cgccaccget
tetgtccage

9999999ag9

60
120
i8¢0
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
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cacctcattt
cteggactcea
ggagacgtca
tcagtgatcg
ttcaccattg
aggactggta
ggcatgttcg
ctcacgcecg
gtctgccagg
gcccatttcet
caggctacgyg
tgtctcatac
gcecgttcaaa
tcggcetgace
ctggccgegt
ggaaagccgyg
gagtgcgect
cagaaggcaa
gtggaatcca
agcgggatac
ctgatggcat
aacatcctgg
gtaggcgecg
gatattttgg
agcggcgaga
ggcgccctag
gagggggctg
tcceccacge
agtcttacca
acgccatgcet
gatttcaaga
tcatgtcaac
ccatgtggag
aggacctgta
tgcacgccct
tacgtggagg
gtaaagtgcc
ttgcacaggt
gggctcaatc
gtgctcactt
ctggccaggg
tccttgaagg
aacctcctgt
gtagtaattt
gttceggegyg
cgecceggatt
gtggtacacg
aagaggacgyg
aagaccttcg
gaccagcccet
ccccttgagg
gaggaggcta
atcacgccat
ctccgtecacc
aaggtcacct
atgaaggcga
ctgacgcccce
ctatccagca
gagacaccaa
aaggggggcc
gagaaaatgg
tacggattce
aagaaatgcc
aatgacatcc
caggccataa
gggcagaact

tctgecattce
atgctgtage
ttgtcgtage
actgcaatac
agacgacgac
ggggcaggat
attcctcggt
ccgagaccte
accatctgga
tgtccecagac
tgtgcgecag
ggctaaagcc
acgaggttac
tggaggtcgt
attgcctgac
ccatcattcc
cacaccteccc
tcgggttget
agtggcggac
aatatttage
tcacagcectce
ggggatgggt
gcatcgcetgg
caggttatgg
tgcectceccac
tegteggggt
tgcagtggat
actatgtgcec
tcactcagct
ccggetegtyg
cctggctceca
gtgggtacaa
cacagatcac
gtaacacgtg
ccccggegec
ttacgcgggt
cgtgtcaggt
acgctccage
aatacctggt
ccatgctcac
gatctececee
caacatgcac
ggceggcagga
tggactcttt
agatcctgeg
acaaccctee
ggtgtccatt
ttgtcctgte
gcagctccga
ccgacgacgg
gggagccggg
gtgaggacgt
gcgctgcgga
acaacttggt
ttgacagact
aggcgtccac
cacattcggce
aggccgttaa
ttgacaccac
gcaagccagc
ccctttacga
aatactctcc
ctatgggcectt
gtgttgagga
ggtcgctcac
gcggetateg
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caagaagaaa
atattaccgg
aacggacgct
atgtgtcacc
cgtgccacaa
gggcatttac
tctgtgcgag
agttaggttg
gttctgggag
taagcaggca
ggctcaggct
tacgetgceac
taccacacac
cacgagcacc
aacaggcagc
cgacagggaa
ttacatcgaa
gcaaacagcc
cctegaagee
aggcttgtcce
tatcaccagc
ggcecgeccaa
agcggetgtt
agcaggggtyg
cgaggacctg
cgtgtgcgcea
gaaccggctg
tgagagcgac
gctgaagagg
gctaagagat
gtccaagctc
gggagtctgg
cggacatgtg
gcatggaaca
aaattattct
gggggatttc
tceggececee
gtgcaaaccc
tgggtcacag
cgacccctcce
ctcettggee
taccegtcecat
gatgggcggg
cgagecgete
gaggtccagg
actgttagag
gccgectgcee
agaatctacc
atcgtcggee
cgacgcggga
ggatcccgat
cgtetgetge
ggaaaccaag
ctatgctaca
gcaggtcctg
agttaaggcet
cagatctaaa
ccacatccgce
catcatggca
tecgecttate
tgtggtctcc
tggacagcgyg
cgcatatgac
gtcaatctac
agagcggctt
ccggtgecge

tgtgatgagce
ggccttgatg
ctaatgacgg
cagacagtcg
gacgcggtgt
aggtttgtga
tgctatgacg
cgggcttacc
agcgtcttta
ggagacaact
ccacctccat
gggccaacgce
cccataacca
tgggtgetgg
gtggtcattg
gtcctttacce
cagggaatgc
accaagcaag
ttectgggcga
actctgccetg
ccgctcacca
cttgctcctc
ggcagcatag
gecaggegege
gttaacctac
gcgatactge
atagcgttcg
gctgcagcac
cttcaccagt
gtttgggatt
ctgccgegat
cggggcgacyg
aaaaacggtt
ttccccatta
agggcgetgt
cactacgtga
gaattcttca
ctcctacggg
ctececatgeg
cacattacgg
agctcatcag
gactcceegg
aacatcaccc
caagcggagyg
aaattcccte
tcctggaagg
aaggcccecctce
gtgtcttctg
gtcgacagcg
tccgacgttg
ctcagcgacg
tecgatgtect
ctgcccatca
acatctcgca
gacgaccact
aaacttctat
tttggctatg
tcecgtygtgga
aaaaatgagg
gtattcccag
accctcececte
gtcgagttce
acccgetgtt
caatgttgtg
tacatcgggg
gcgageggtg
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tcgccgcgaa
tatccgtcat
gctttaccgg
acttcagcect
cacgctcgcea
ctccaggaga
cgggctgtge
taaacacacc
caggcctcac
tcecectacct
cgtgggacca
ccctgetgta
aatacatcat
taggcggagt
tgggcaggat
gggagttcga
agctcgecga
cggaggctge
agcatatgtg
gcaaccecge
cccaacatac
ccagegetge
gcecttgggaa
tegtggectt
tccetgetat
gtcggcacgt
cttecgegggg
gtgtcactca
ggatcaacga
ggatatgcac
tgccgggagt
gcatcatgca
ccatgaggat
acgcgtacac
ggcgggtgge
cgggcatgac
cagaagtgga
aggaggtcac
agcccgaacc
cggagacggce
ctagccagcet
acgctgacct
gcgtggagtce
aggatgagag
gagcgatgcc
acccggacta
cgataccacc
ccttggcgga
gcacggcaac
agtcgtactc
ggtcttggtce
acacatggac
atgcactgag
gcgcaagect
accgggacgt
cecgtggagga
gggcaaagga
aggacttgcet
ttttctgegt
atttgggggt
aggccgtgat
tggtgaatgc
ttgactcaac
acttggccce
gcccectgac
tactgacgac

gctgtcecgge
accaactagce
cgatttcgac
ggacccgacce
gcggcegagge
acggcccteg
ttggtacgag
agggttgccc
ccacatagac
ggtagcatac
aatgtggaag
taggctggga
ggcatgcatg
cctagcagcet
catcttgtce
tgagatggaa
acaattcaaa
tgctceccegtyg
gaatttcatc
gatagcatca
cctectgttt
ttctgettte
ggtgcttgtg
taaggtcatg
cectctecect
gggccecaggg
taaccacgtc
gatcctctct
ggactgctcc
ggtgttgact
ccecttette
aaccacctgce
cgtggggect
cacgggcccece
tgctgaggag
cactgacaac
tggggtgcgg
attcctggtc
ggacgtagca
taagcgtagg
gtctgegect
catcgaggce
agaaaataag
ggaagtatcc
catatgggca
cgtccctcecceca
tccacggagg
gctcgecaca
ggcctctect
cteccatgcecece
taccgtaagce
aggcgecctg
caactctttg
gcggcagaag
gctcaaggag
agcctgtaag
cgtccggaac
ggaagacact
ccaaccagag
tegtgtgtge
gggctcttca
ctggaaagcyg
ggtcactgag
cgaagccaga
taattctaaa
cagctgeggt

3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
43820
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420

6480
6540
6600
6660
6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080
7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500
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aataccctca
tgcacgatge
gaggacgagy
ggggacccge
tcagtcgege
ccecttgege
aacatcatca
tcecatcectte
tgttactcca
gcattttcac
aaacttgggyg
ctactgtcce
aggaccaagc
ttcgttgcectyg
tggttcatgt
cgatgaacgg
tttttetttt
ttttectttt
gtccgtgagce

catgttactt
tegtatgegg
cgagcctacg
ccaaaccaga
acgatgcatc
gggctgcgtyg
tgtatgcgcec
tagctcagga
ttgagccact
tccatagtta
taccgcectt
agggggggag
tcaaactcac
gttacagcegg
ggtgcctact
ggagctaaac
ttttttttte
ctttcectttg
cgcttgactg
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gaaggccgcet
agacgacctt
ggccttcacg
atacgacttg
tggcaaaagg
ggagacagct
caccttgtgg
acaacttgaa
tgacctacct
ctctcecaggt
gcgagtctgg
ggctgccact
tccaateecg
gggagacata
cctactttct
actccaggcece
tttttetttt
gtggctccecat
cagagagtgc

gcggcectgte
gtcgttatct
gaggctatga
gagttgataa
gtgtactatc
agacacactc
gcaaggatga
aaagccctag
cagatcattc
gagatcaata
agacatcggg
tgtggcaagt
gctgegtece
tatcacagcec
gtaggggtag
aataggccat
tttttetttt
cttagcecta
tgatactggc

33

gagctgcgaa
gtgaaagcgce
ctagatacte
catcatgcetce
tcacccgtga
cagtcaattce
tecctgatgac
attgtcagat
aacgactcca
gggtggcttce
ccagaagtgt
acctcttcaa
agttggattt
tgtctegtge
gcatctatct
cctgtttttt
ctecctttett
gtcacggcta
ctctctgcag

gctccaggac
ggggacccaa
tgceccecct
ctccaatgtg
ccccaccace
ctggetagge
tcatttctte
ctacggggce
tggccttage
atgcctcagyg
ccgegcetagg
ctgggcagta
atccagctgg
ccgaccecege
actcecccaac
tceetttttt
tttectettt
gctgtgaaag
atcaagt

7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8637
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<210> 3
<211> 8001
<212> DNA

EP 1 043 399 B9 (W1B1)

<213> Hepatitis C Virus

<400> 3

gccagcecece
tcttcacgeca
cccecectece
gacgaccggg
gcgagactgce
gtgcttgcga
ctcaaagaaa
acgcaggttc
caatcggctg
ttgtcaagac
cgtggctgge
gaagggactg
ctcctgccga
cggctacctg
tggaagccgg
ccgaactgtt
atggcgatgce
actgtggccg
ttgctgaaga
ctcecegattce
cagaccacaa
aacgttactg
tccaccatat
acgagcattc
gtgaaggaag
tgcaggcagc
taagatacac
gaaagagtca
gtacceccatt
tcgaggttaa
cacgataata
tgcatcatca
gtctceccaceg
tatcatggtg
accaatgtgg
ccatgcacct
gtgcgecgge
aagggctctt
gctgceegtgt
gaaaccacta
acattccagg
gctgcgtatg
ctaggtttcg
gtaaggacca
gacggtggtt
gactcgacca
cgactcgtcg
atcgaggagg
atcgagacca
gagctcgecg
gatgtatccg
acgggcttta
gtcgacttca
gtgtcacgct
gtgactccag
gacgcgggcet
tacctaaaca
tttacaggcc
aacttcccct

gattgggggc
gaaagcgtct
gggagagcca
tcctttcettg
tagccgagta
gtgccceggg
aaccaaacgt
teccggecget
ctctgatgcce
cgacctgtcce
cacgacgggc
gctgctattg
gaaagtatcc
cccattcgac
tcttgtegat
cgccaggctce
ctgcttgcecg
gctgggtgtg
gcttggcgge
gcagcgcatce
cggtttcect
gccgaagccg
tgccgtettt
ctaggggtct
cagttcctet
ggaacccccce
ctgcaaaggce
aatggctctc
gtatgggatc
aaaacgtcta
ccatggcegece
ctagcctcac
caacacaatc
ccggctcaaa
accaggacct
gcggcagctce
ggggcgacag
cgggceggtee
gcacccgagg
tgcggtcccee
tggcccatct
cagcccaagg
gggcgtatat
tcaccacggg
gctctgggag
ctatcctggg
tgctcgecac
tggctctgte
tcaagggggy
cgaagctgtc
tcataccaac
ccggegattt
gcetggacce
cgcagcggceyg
gagaacggcce
gtgcttggta
caccagggtt
tcacccacat
acctggtagce

gacactccac
agccatggcg
tagtggtctg
gatcaacccg
gtgttgggte
aggtctcgta
aacaccaacg
tgggtggaga
gecegtgttee
ggtgcecctga
gttccttgeg
ggcgaagtgce
atcatggctyg
caccaagcga
caggatgatc
aaggcgecgca
aatatcatgg
gcggaccgcect
gaatgggctg
gccttctatce
ctagcgggat
cttggaataa
tggcaatgtg
ttccectcte
ggaagcttet
acctggcgac
ggcacaaccce
ctcaagcgta
tgatctgggg
ggccccecga
tattacggcc
aggccgggac
ttteetggeg
gacccttgee
cgtcggetgg
ggacctttac
cagggggagce
actgctctge
ggttgcgaag
ggtcttcacg
acacgcccct
gtataaggtg
gtctaaggca
tgccccecatce
cgectatgac
catcggcaca
cgctacgect
cagcactgga
gaggcacctce
cggectcgga
tagcggagac
cgactcagtg
gaccttcacce
aggcaggact
ctcgggcatyg
cgagctcacg
geeegtetge
agacgcccat
ataccaggct

catagatcac
ttagtatgag
cggaaccyggt
ctcaatgcct
gcgaaaggcec
gaccgtgcac
ggcgegecat
ggctattcgg
ggctgtcage
atgaactgca
cagctgtget
cggggcagga
atgcaatgeg
aacatcgcat
tggacgaaga
tgceccgacgg
tggaaaatgg
atcaggacat
accgcttcet
gccttcttga
caattccgcece
ggccggtgtg
agggcccgga
gccaaaggaa
tgaagacaaa
aggtgecctct
cagtgccacg
ttcaacaagg
ccteggtgea
accacgggga
tactcccaac
aggaaccagg
acctgcgtea
ggcccaaagg
caagcgcece
ttggtcacga
ctactcteecce
ccctcggggce
gcggtggact
gacaactcgt
actggtagcg
cttgtcctga
catggtatcg
acgtactcca
atcataatat
gtcctggacce
ccgggatcgg
gaaatcccct
attttctgce
ctcaatgctg
gtcattgtcg
atcgactgca
attgagacga
ggtaggggca
ttcgattect
ccecgeccgaga
caggaccatc
ttcttgtcce
acggtgtgcg

34

tceceetgtga
tgtcgtgeag
gagtacaccg
ggagatttgg
ttgtggtact
catgagcacg
gattgaacaa
ctatgactgg
gcaggggcege
ggacgaggca
cgacgttgtce
tctectgtca
gcggetgeat
cgagcgagca
gcatcagggg
cgaggatctc
ccgettttcet
agcgttggcet
cgtgctttac
cgagttctte
ccteteccete
cgtttgtcta
aacctggecce
tgcaaggtct
caacgtctgt
gcggccaaaa
ttgtgagttg
ggctgaagga
catgctttac
cgtggttttc
agacgcgagg
tcgaggggga
atggegtgtyg
gcccaatcac
ccggggegeg
ggcatgccga
ccaggcccgt
acgctgtggg
ttgtaccecgt
ccceteegge
gcaagagcac
acccgtecegt
accctaacat
cctatggcaa
gtgatgagtg
aagcggagac
tcaccgtgee
tttatggcaa
attccaagaa
tagcatatta
tagcaacgga
atacatgtgt
cgaccgtgcee
ggatgggcat
cggttctgtg
cctcagttag
tggagttctg
agactaagca
ccagggctca

ggaactactg
cctccaggac
gaattgccag
gcgtgccceccee
gcctgatagg
aatcctaaac
gatggattge
gcacaacaga
ceggttettt
gcgcggctat
actgaagcgg
tctcaccttg
acgcttgate
cgtactcgga
ctcgcgcecag
gtcgtgacce
ggattcatcg
acccgtgata
ggtatcgceg
tgagtttaaa
ccecccecect
tatgttattt
tgtcttettg
gttgaatgtc
agcgaccctt
gccacgtgta
gatagttgtg
tgcccagaag
atgtgtttag
ctttgaaaaa
cctacttgge
ggtccaagtg
ttggactgte
ccaaatgtac
ttecttgaca
tgtcattccg
ctectacttg
catctttcgg
cgagtctatyg
cgtaccgcag
taaggtgccg
cgecgcecace
cagaaccggg
gtttcttgece
ccactcaact
ggctggagcg
acatccaaac
agccatcccce
gaaatgtgat
ccggggectt
cgctctaatg
cacccagaca
acaagacgcg
ttacaggttt
cgagtgctat
gttgcgggcet
ggagagcgtc
ggcaggagac
ggctccacct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
19290
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
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ccatcgtggg
acgcccctge
accaaataca
ctggtaggeg
attgtgggca
taccgggagt
atgcagctcg
caagcggagg
gcgaagcata
cctggcaacc
accacccaac
cctecccageg
ataggccttg
gcgctcgtgg
ctactccctg
ctgegtegge
ttcgettege
gcacgtgtca
cagtggatca
gattggatat
cgattgcecgg
gacggcatca
ggttccatga
attaacgcgt
ctgtggcggg
gtgacgggca
ttcacagaag
cgggaggagg
tgcgagceccg
acggcggaga
tcagctagcce
ccggacgetyg
acccgcgtgg
gaggaggatg
cctcgagcega
aaggacccegg
cctcegatac
tctgecttgg
agcggcacgyg
gttgagtecgt
gacgggtctt
tcctacacat
atcaatgcac
cgcagcgcaa
cactaccggg
ctateccgtygg
tatggggcaa
tggaaggact
gaggttttct
ccagatttgg
cctcaggecg
ttecetggtga
tgttttgact
tgtgacttgg
gggggcccecc
ggtgtactga
tgtcgagctg
atctgtgaaa
atgactagat
ataacatcat
tatctcacce
actccagtca
atgatcctga
ctagattgtc
attcaacgac
aatagggtgg

accaaatgtyg
tgtataggct
tcatggcatg
gagtcctage
ggatcatctt
tcgatgagat
ccgaacaatt
ctgctgctce
tgtggaattt
ccgegatage
ataccctcct
ctgcttctge
ggaaggtgct
cctttaaggt
ctatcctcte
acgtgggcce
ggggtaacca
ctcagatcct
acgaggactg
gcacggtgtt
gagtccccett
tgcaaaccac
ggatcgtggg
acaccacggyg
tggctgcectga
tgaccactga
tggatggggt
tcacattcct
aaccggacgt
cggctaagcg
agectgtectge
acctcatcga
agtcagaaaa
agagggaagt
tgcccatatg
actacgtcce
cacctccacg
cggagcetege
caacggccte
actcctccat
ggtctaccgt
ggacaggcgce
tgagcaactc
gcetgeggea
acgtgctcaa
aggaagcctg
aggacgtccg
tgctggaaga
gcgtccaacc
gggttcgtgt
tgatgggctce
atgcctggaa
caacggtcac
ccccecgaagce
tgactaattc
cgaccagctg
cgaagctcca
gcgcggggac
actctgccce
gctcectcecaa
gtgaccccac
attcectggct
tgactcattt
agatctacgg
tccatggect
cttcatgect

EP 1 043 399 B9 (W1B1)

gaagtgtctc
gggagccgtt
catgtcggcet
agctctggece
gtccggaaag
ggaagagtgce
caaacagaag
cgtggtggaa
catcagcggg
atcactgatg
gtttaacatc
tttcgtagge
tgtggatatt
catgagcgge
cecctggegee
aggggagggyg
cgtctecccce
ctctagtctt
ctccacgceca
gactgatttc
cttctcatgt
ctgcecatgt
gcctaggacce
ccectgeacy
ggagtacgtg
caacgtaaaqg
gcggttgcac
ggtcgggete
agcagtgctc
taggctggcec
gccttecttg
ggccaacctce
taaggtagta
atcecgttecg
ggcacgceccg
tccagtggta
gaggaagagg
cacaaagacc
tcctgaccag
gccceeecctt
aagcgaggag
cctgatcacg
tttgctcegt
gaagaaggtce
ggagatgaag
taagctgacg
gaacctatcc
cactgagaca
agagaagggyg
gtgcgagaaa
ttcatacgga
agcgaagaaa
tgagaatgac
cagacaggcce
taaagggcag
cggtaatacc
ggactgcacg
ccaagaggac
ccctggggac
tatgtcagtc
caccccectt
aggcaacatc
cttctccatce
ggcctgttac
tagcgcattt
caggaaactt

atacggctaa
caaaacgagg
gacctggagyg
gegtattgece
ccggccatca
gcctcacace
gcaatcgggt
teccaagtgge
atacaatatt
gcattcacag
ctggggggat
gccggcateg
ttggcaggtt
gagatgccct
ctagtcgtcg
gctgtgcagt
acgcactatg
accatcactc
tgctecgget
aagacctggce
caacgtgggt
ggagcacaga
tgtagtaaca
ccctcecegg
gaggttacgc
tgccegtgte
aggtacgctce
aatcaatacc
acttccatgce
aggggatctc
aaggcaacat
ctgtggecgge
attttggact
gcggagatcee
gattacaacc
cacgggtgtc
acggttgtcc
tteggecaget
ccetecgacg
gagggggagc
gctagtgagg
ccatgcgcetg
caccacaact
acctttgaca
gcgaaggcegt
cccccacatt
agcaaggccyg
ccaattgaca
ggccgcaagce
atggcccttt
ttccaatact
tgccctatgg
atccgtgttg
ataaggtcgce
aactgcggct
ctcacatgtt
atgctcgtat
gaggcgagcece
ccgeccaaac
gcgecacgatg
gcgcgggcetyg
atcatgtatg
cttctagctce
tccattgage
tcactccata
ggggtaccge

35

agcctacget
ttactaccac
tcgtcacgag
tgacaacagg
ttcececgacag
tcecettacat
tgctgcaaac
ggaccctcga
tagcaggctt
cctctatcac
gggtggccge
ctggagcggce
atggagcagg
ccaccgagga
gggtcgtgtg
ggatgaaccyg
tgcctgagag
agctgctgaa
cgtggctaag
tccagtccaa
acaagggagt
tcaccggaca
cgtggcatgg
cgccaaatta
gggtggggga
aggttccgge
cagcgtgcaa
tggttgggtce
tcaccgaccce
ccecectectt
gcactacccg
aggagatggg
ctttegagcec
tgcggaggte
ctccactgtt
cattgccgcee
tgtcagaatc
ccgaatcegte
acggcgacgc
cgggggatee
acgtcgtetg
cggaggaaac
tggtctatgc
gactgcaggt
ccacagttaa
cggccagatc
ttaaccacat
ccaccatcat
cagctcgect
acgatgtggt
ctcctggaca
gcttcgceata
aggagtcaat
tcacagagcg
atcgcecggtg
acttgaaggc
gcggagacga
tacgggcecett
cagaatacga
catctggcaa
cgtgggagac
cgcccacctt
aggaacaact
cacttgacct
gttactctcc
ccttgegagt

gcacgggcca
acaccccata
cacctgggtyg
cagcgtggtce
ggaagtcctt
cgaacaggga
agccaccaag
agcecttetgg
gtccactcetg
cagcccegete
ccaacttgcet
tgttggcagce
ggtggcaggce
cctggttaac
cgcagcgata
gctgatageg
cgacgctgca
gaggcttcac
agatgtttgg
gctcectgeeg
ctggcgggge
tgtgaaaaac
aacattccce
ttctagggeg
tttccactac
ccccegaatte
acccctcecta
acagctccca
ctcccacatt
ggccagctca
tcatgactce
cgggaacatc
gctccaagceg
caggaaattc
agagtcctgg
tgccaaggcec
taccgtgtcet
ggccgtegac
gggatccgac
cgatctcage
ctgctcgatg
caagctgccc
tacaacatct
cctggacgac
ggctaaactt
taaatttggce
ccgcteegtyg
ggcaaaaaat
tatcgtattc
ctccacccecte
gcgggtcgag
tgacacccge
ctaccaatgt
gctttacatc
ccgecgegage
cgctgceggec
ccttgtcgtt
cacggaggct
cttggagttg
aagggtgtac
agctagacac
gtgggcaagg
tgaaaaagcc
acctcagatc
aggtgagatc
ctggagacat

3600
3660
3720
3780
3840
3900
3360
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
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cgggccagaa
aagtacctct
tcccagttgy
agcctgtctce
gtaggcatct
ccatcetgtt
ttttectectt
cctagtcacg
tggcctcectcet

gtgteccgege
tcaactgggce
atttatccag
gtgcccgace
atctactccc
tttttceett
tttttttect
gctagcectgtyg

EP 1 043 399 B9 (W1B1)

taggctactg
agtaaggacc
ctggttegtt
ccgetggttce
caaccgatga
tttttetete
ctttttttce
aaaggtccegt

gcagatcaag t

tcccaggggg
aagctcaaac
gctggttaca
atgtggtgece
acggggagcet
tttetttett
ttttetttee
gagccgettg

36

ggagggctgce
tcactccaat
gcgggggaga
tactcctact
aaacactcca
tttttttett
tttggtggct
actgcagaga

cacttgtggc
cceggetgeg
catatatcac
ttctgtaggg
ggccaatagg
tttttettet
ccatcettage
gtgctgatac

71560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8001
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<210> 4
<211> 7989
<212> DNA

EP 1 043 399 B9 (W1B1)

<213> Hepatitis C Virus

<400> 4

gccagcceec
tcttcacgeca
cccecectece
gacgaccggyg
gcgagactgce
gtgcttgcga
ctcaaagaaa
cggcegettyg
ctgatgccgce
acctgtccgg
cgacgggcgt
tgctattggg
aagtatccat
cattcgacca
ttgtcgatca
ccaggctcaa
gcttgcegaa
tgggtgtggce
ttggcggega
agcgcatcge
gtttcecctet
cgaagccgcet
ccgtettttg
aggggtcttt
gtteetetgg
aacccccceac
gcaaaggcegyg
tggctctect
atgggatctg
aacgtctagg
atggcgcecta
agcctcacag
acacaatctt
ggctcaaaga
caggacctcg
ggcagctcgg
ggcgacagca
ggcggtccac
acccgagggyg
cggtccecgyg
gceccatcetac
gcccaagggt
gcgtatatgt
accacgggtg
tetgggggey
atcctgggea
ctcgecaceyg
gctctgteca
aaggggggga
aagctgtcceg
ataccaacta
ggcgatttcg
ctggacccega
cagcggcgag
gaacggccect
gcttggtacg
ccagggttge
acccacatag
ctggtagcat

gattgggggce
gaaagcgtct
gggagagcca
tcectttettyg
tagccgagta
gtgccccggg
aaccaaagqgqg
ggtggagagg
cgtgttecgyg
tgccctgaat
tceccttgegea
cgaagtgccg
catggctgat
ccaagcgaaa
ggatgatctg
ggegegeatg
tatcatggtg
ggaccgctat
atgggctgac
cttctatcge
agcgggatca
tggaataagg
gcaatgtgag
ccectetege
aagcttcttyg
ctggcgacag
cacaacccca
caagcgtatt
atctggggcce
ccccecgaac
ttacggcecta
gccgggacag
tcctggcecgac
cecettgeegg
tcggetggca
acctttactt
gggggagect
tgctctgecee
ttgcgaaggce
tcttcacgga
acgcccectac
ataaggtgct
ctaaggcaca
ccececatcecac
cctatgacat
tcggcacagt
ctacgectee
gcactggaga
ggcacctcat
gccteggact
gcggagacgt
actcagtgat
ccttecaccat
gcaggactgg
cgggeatgtt
agctcacgcc
cecgtcectgceca
acgcccattt
accaggcetac

gacactccac
agcecatggcg
tagtggtctg
gatcaacccg
gtgttgggtc
aggtctcgta
cgcgccatga
ctattcggcet
ctgtcagcge
gaactgcagg
gctgtgeteg
gggcaggatc
gcaatgcggce
catcgcatcyg
gacgaagagce
ccecgacggceg
gaaaatggcce
caggacatag
cgettectey
cttcttgacg
attcegecece
ccggtgtgeg
ggcccggaaa
caaaggaatg
aagacaaaca
gtgcctctge
gtgccacgtt
caacaagggg
tcggtgcaca
cacggggacyg
ctceccaacag
gaaccaggtc
ctgcgtcaat
cccaaagggce
agcgececccce
ggtcacgagg
actctceccce
ctcggggcac
ggtggacttt
caactcgtce
tggtagegge
tgtcectgaac
tggtatcgac
gtactccacc
cataatatgt
cctggaccaa
gggatcggte
aatcceccttt
tttctgecat
caatgctgta
cattgtcgta
cgactgcaat
tgagacgacg
taggggcagg
cgattccteg
cgccgagacc
ggaccatctg
cttgtcccag
ggtgtgcgce

catagatcac
ttagtatgag
cggaaccggt
ctcaatgcct
gcgaaaggec
gaccgtgcac
ttgaacaaga
atgactgggce
aggggcgcece
acgaggcagc
acgttgtcac
tcetgtceate
ggctgcatac
agcgagcacg
atcaggggcet
aggatctcgt
gcttttctgg
cgttggctac
tgctttacgg
agttcttctg
tctecectece
tttgtctata
cctggecctg
caaggtctgt
acgtctgtag
ggccaaaagc
gtgagttgga
ctgaaggatg
tgctttacat
tggttttecct
acgcgaggcce
gagggggagg
ggcgtgtgtt
ccaatcacce
ggggcgegtt
catgccgatyg
aggcccegtcet
gctgtgggea
gtacccgtceg
ccteeggeceg
aagagcacta
ccgtecgteg
cctaacatca
tatggcaagt
gatgagtgce
gcggagacgg
accgtgcecac
tatggcaaag
tccaagaaga
gcatattacc
gcaacggacg
acatgtgtca
accgtgceccac
atgggcattt
gttctgtgeg
tcagttaggt
gagttectggg
actaagcagg
agggctcagyg

37

tccectgtga
tgtegtgcag
gagtacaccg
ggagatttgg
ttgtggtact
catgagcacg
tggattgcac
acaacagaca
ggttcttttt
gcggetateg
tgaagcggga
tcaccttget
gcttgatecg
tactcggatg
cgcgecagee
cgtgacccat
attcatcgac
ccgtgatatt
tatecgecget
agtttaaaca
ccceccectaa
tgttatttte
tecttettgac
tgaatgtcgt
cgaccctttg
cacgtgtata
tagttgtgga
cccagaaggt
gtgtttagtc
ttgaaaaaca
tacttggctyg
tccaagtggt
ggactgtcta
aaatgtacac
ccttgacace
tcattccggt
cctacttgaa
tctttecgage
agtctatgga
taccgcagac
aggtgccgge
ccgecaccct
gaaccggggt
ttcttgeccga
actcaactga
ctggagegeg
atccaaacat
ccatcccecat
aatgtgatga
ggggecttga
ctctaatgac
cccagacagt
aagacgcggt
acaggtttgt
agtgctatga
tgcgggctta
agagcgtctt
caggagacaa
ctccacctcee

ggaactactg
cctccaggac
gaattgccag
gcgtgceccce
gcectgatagg
aatcctaaac
gcaggttcte
atcggctget
gtcaagaccg
tggctggcca
agggactggc
cctgecgaga
gctacctgece
gaagccggte
gaactgttcg
ggcgatgcct
tgtggecgge
gctgaagagc
ceccgattege
gaccacaacg
cgttactgge
caccatattg
gagcattcct
gaaggaagca
caggcagcgg
agatacacct
aagagtcaaa
accccattgt
gaggttaaaa
cgataatacc
catcatcact
ctccaccgeca
tcatggtgcc
caatgtggac
atgcacctgce
gegecggegg
gggctetteg
tgccgtgtge
aaccactatg
attccaggtg
tgcgtatgca
aggtttcggyg
aaggaccatc
cggtggttge
ctcgaccact
actcgtegtyg
cgaggaggtyg
cgagaccatce
gctcgcegeg
tgtatcegtc
gggctttacc
cgacttcagce
gtcacgctcg
gactccagga
cgcgggetgt
cctaaacaca
tacaggcctce
ctteccectac
atcgtgggac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
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caaatgtgga
tataggctgg
atggcatgca
gtcctageag
atcatcttgt
gatgagatgg
gaacaattca
gctgctcecyg
tggaatttca
gcgatagcat
accctcctgt
gcttctgett
aaggtgcecttg
tttaaggtca
atcctctece
gtgggcccag
ggtaaccacg
cagatcctct
gaggactgct
acggtgttga
gtccecttet
caaaccacct
atcgtgggge
accacgggcc
gctgctgagg
accactgaca
gatggggtge
acattcctgg
ccggacgtag
gctaagcgta
ctgtctgege
ctcatcgagg
tcagaaaata
agggaagtat
cccatatgag
tacgtcecte
cctccacgga
gagctcgccea
acggcctctce
tcctecatge
tctaccgtaa
acaggcgccce
agcaactctt
ctgcggceaga
gtgctcaagg
gaagcctgta
gacgtccgga
ctggaagaca
gtccaaccag
gttegtgtgt
atgggctctt
gcctggaaag
acggtcactg
cccgaagcca
actaattcta
accagctgeg
aagctccagg
gcygggaccee
tectgeccece
tcctecaatg
gaccccacca
tcctggctag
actcatttct
atctacgggg
catggcctta
tcatgectea

agtgtctcat
gagccgttca
tgtcggctga
ctectggecge
ccggaaagcce
aagagtgcge
aacagaaggc
tggtggaatc
tcagcgggat
cactgatggce
ttaacatcct
tegtaggege
tggatatttt
tgagcggcga
ctggcgecct
gggaggggge
tctececcac
ctagtcttac
ccacgccatg
ctgatttcaa
tctcatgtca
gcecatgtgg
ctaggacctg
cctgcacgece
agtacgtgga
acgtaaagtg
ggttgcacag
tcgggcetceaa
cagtgctcac
ggctggcecag
cttccttgaa
ccaacctcct
aggtagtaat
ccgttecgge
cacgcccgga
cagtggtaca
ggaagaggac
caaagacctt
ctgaccagcc
ccececttga
gcgaggaggc
tgatcacgcce
tgctcegtca
agaaggtcac
agatgaaggc
agctgacgcce
acctatccag
ctgagacacc
agaagggggg
gcgagaaaat
catacggatt
cgaagaaatg
agaatgacat
gacaggccat
aagggcagaa
gtaataccct
actgcacgat
aagaggacga
ctggggaccc
tgtcagtcge
cecececttge
gcaacatcat
tctecatcect
cctgttacte
gcgcatttte
ggaaacttygg
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acggctaaag
aaacgaggtt
cctggaggtce
gtattgcctyg
ggccatcatt
ctcacacctce
aatcgggttg
caagtggcgg
acaatattta
attcacagcc
ggggggatgyg
cggcatcgcet
ggcaggttat
gatgccctee
agtcgteggg
tgtgcagtygg
gcactatgtg
catcactcag
ctcecggetceg
gacctggetce
acgtgggtac
agcacagatc
tagtaacacg
ctceceecggeg
ggttacgcgg
ccegtgtecag
gtacgctcca
tcaatacctg
ttccatgctc
gggatctcce
ggcaacatgc
gtggcggcag
tttggactct
ggagatcctg
ttacaaccct
cgggtgtcca
ggttgtcctg
cggcagcetcce
ctcecgacgac
gggggagcecyg
tagtgaggac
atgcgetgeg
ccacaacttg
ctttgacaga
gaaggcgtcc
cccacattcg
caaggccgtt
aattgacacc
ccgcaagceca
ggccctttac
ccaatactct
ccctatggge
ccgtgttgag
aaggtcgcte
ctgcggcetat
cacatgttac
gctcgtatge
ggcgagccta
gcccaaacca
gcacgatgca
gcgggcetgeyg
catgtatgcg
tctagctcag
cattgagcca
actccatagt
ggtaccgcecce

cctacgetge
actaccacac
gtcacgagca
acaacaggca
cccgacaggyg
ccttacatecg
ctgcaaacag
accctegaag
gcaggcttgt
tctatcacca
gtggcegcece
ggagcggctyg
ggagcagggg
accgaggace
gtcgtgtgeg
atgaaccggc
cctgagagcg
ctgctgaaga
tggctaagag
cagtccaagc
aagggagtct
accggacatg
tggcatggaa
ccaaattatt
gtgggggatt
gttceggece
gcgtgcaaac
gttgggtcac
accgacccct
ccctecttgyg
actacccgtc
gagatgggcyg
ttcgagecege
cggaggtcca
ccactgttag
ttgcegectg
tcagaatcta
gaatcgtcegg
ggcgacgcgg
ggggatcceg
gtcgtctget
gaggaaacca
gtctatgcta
ctgcaggtcc
acagttaagg
gccagatcta
aaccacatcc
accatcatgg
gctcgectta
gatgtggtct
cctggacage
ttcgcatatg
gagtcaatct
acagagcggc
cgccggtgec
ttgaaggceg
ggagacgacc
cgggecttea
gaatacgact
tctggcaaaa
tgggagacag
cccaccttgt
gaacaacttg
cttgacctac
tactctecag
ttgcgagtcet

38

acgggccaac
accccataac
cctgggtget
gcgtggtceat
aagtccttta
aacagggaat
ccaccaagca
ccttetggge
ccactctgece
gcecegetcac
aacttgcetcece
ttggcagcat
tggcaggcege
tggttaacct
cagcgatact
tgatagegtt
acgctgcagce
ggcttcacca
atgtttggga
tcctgecgeg
ggcggggcga
tgaaaaacgg
cattccccat
ctagggcgct
tccactacgt
ccgaattett
ccctcctacg
agctcecatg
cccacattac
ccagctcatc
atgactccece
ggaacatcac
tccaagegga
ggaaattcce
agtcctggaa
ccaaggceccece
ccgtgtettce
ccgtcegacag
gatccgacgt
atctcagega
gctcgatgte
agctgcccat
caacatctcg
tggacgacca
ctaaacttet
aatttggcta
gctcegtgtg
caaaaaatga
tcgtattccece
ccaccctcee
gggtcgagtt
acacccgcectg
accaatgttg
tttacatecgg
gcgcgagegg
ctgeggectyg
ttgtcgttat
cggaggctat
tggagttgat
gggtgtacta
ctagacacac
gggcaaggat
aaaaagccct
ctcagatcat
gtgagatcaa
ggagacatcg

gcccctgetg
caaatacatc
ggtaggcgga
tgtgggcagg
ccgggagtte
gcagctcegece
agcggaggcet
gaagcatatg
tggcaacccce
cacccaacat
tcecageget
aggccttggg
gctegtggee
actccetget
gcgteggeac
cgcttegegg
acgtgtcact
gtggatcaac
ttggatatgc
attgccggga
cggcatcatg
ttccatgagg
taacgcgtac
gtggcgggtyg
gacgggcatg
cacagaagtg
ggaggaggtc
cgagcccgaa
ggcggagacg
agctagccag
ggacgctgac
ccgegtggag
ggaggatgag
tcgagegatg
ggacccggac
tccgatacca
tgccttggeg
cggcacggca
tgagtcgtac
cgggtettgg
ctacacatgg
caatgcactg
cagcgcaagc
ctaccgggac
atccgtggag
tggggcaaag
gaaggacttg
ggttttetge
agatttgggg
tcaggccgtyg
cctggtgaat
ttttgactca
tgacttggcec
gggcceccetg
tgtactgacg
tcgagetgeg
ctgtgaaagc
gactagatac
aacatcatgc
tctecaccegt
tccagtceaat
gatcctgatg
agattgtcag
tcaacgactc
tagggtggct
ggccagaagt

3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
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gtccgegeta
aactgggcaqg
ttatccagcect
gcccgaccece
ctactcccca
tttcectttt
tttttectcet
tagctgtgaa
agatcaagt

ggctactgtc
taaggaccaa
ggttecgttge
gctggttcat
accgatgaac
tttttttett
ttttttcctt
aggtccgtga
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ccaggggggd
gctcaaactc
tggttacagc
gtggtgccta
ggggagctaa
tttttttttt
ttcttteett
gccgettgac

agggctgcca
actccaatcc
gggggagaca
ctcctacttt
acactccagg
tttttttett
tggtggctce
tgcagagagt

39

cttgtggcaa
cggetgegte
tatatcacag
ctgtaggggt
ccaataggce
tttttttttt
atcttagcce
gctgatactg

gtacctctte
ccagttggat
cctgtctegt
aggcatctat
atcctgtttt
ttcteetttt
tagtcacggc
gcctectetge

7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
7989
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<210> 5§
<211> 8649
<212> DNA

EP 1 043 399 B9 (W1B1)

<213> Hepatitis C Virus

<400> 5

gccagceece
tcttcacgca
cccecctcece
gacgaccggg
gcgagactgce
gtgcttgcga
ctcaaagaaa
acgcaggttce
caatcggctg
ttgtcaagac
cgtggctgge
gaagggactg
ctcectgecga
cggctacctg
tggaagccgg
ccgaactgtt
atggcgatgc
actgtggccg
ttgctgaaga
ctcccgattc
cagaccacaa
aacgttactg
tccaccatat
acgagcattc
gtgaaggaag
tgcaggcagc
taagatacac
gaaagagtca
gtaccccatt
tcgaggttaa
cacgataata
ctgatactct
ttacaatatt
gttcgggggg
tttaccatca
ataaccaaag
cggaaggttg
ggtacgtacg
gaccttgcgg
tggggggcag

agggggaggyg
ctcgegecta

agcctcacag
acacaatctt
ggctcaaaga
caggacctcg
ggcagctcgyg
ggcgacagca
ggcggtccac
acccgagggg
cygteccegg
gcccatctac
gcccaagggt
gcgtatatgt
accacgggtg
tctgggggceyg
atcctgggca
ctcgccaccg
gctctgtcca

gattgggggce
gaaagcgtct
gggagagcca
tcetttcettg
tagccgagta
gtgcceccggg
aaccaaacgt
teccggecget
ctctgatgece
cgacctgtcc
cacgacgggc
gctgctattg
gaaagtatcc
cccattcgac
tettgtcgat
cgccaggcte
ctgcttgeeg
gctgggtgtg
gcttggegge
gcagcgecatc
cggtttceccet
gccgaagcecyg
tgcegtettt
ctaggggtct
cagttcctet
ggaacccecece
ctgcaaaggc
aatggctctc
gtatgggatc
aaaacgtcta
ccatggaccyg
tgaccttgte
ttatcaccag
gcegegatge
ccaaaatctt
tgccgtactt
ctgggggtca
tttatgacca
tggcagttga
acaccgcggce
agatacatct
ttacggccta
gccgggacag
tcctggcegac
cccttgecgg
tcggetggea
acctttactt
gggggagcct
tgectctgece
ttgcgaaggce
tcttcacgga
acgcccctac
ataaggtgct
ctaaggcaca
cccccatcac
cctatgacat
tcggcacagt
ctacgcctce
gcactggaga

gacactccac
agccatggcg
tagtggtctg
gatcaacccg
gtgttgggtc
aggtctcgta
aacaccaacyg
tgggtggaga
gcegtgttee
ggtgceccectga
gttccttgeg
ggcgaagtgc
atcatggctg
caccaagcga
caggatgatc
aaggcgcgca
aatatcatgg
gcggaccgcet
gaatgggcetg
gccttctatce
ctagcgggat
cttggaataa
tggcaatgtg
ttcecctctce
ggaagcttct
acctggcgac
ggcacaacce
ctcaagecgta
tgatctgggyg
ggccccecga
ggagatggca
accgcactat
ggccgaggcea
cgtcatcctce
gctecgcecata
cgtgcgegea
ttatgtccaa
tctcacccca
gceccgtegte
gtgtggggac
gggaccggca
ctcccaacag
gaaccaggtc
ctgcgtcaat
cccaaagggc
agcgccccee
ggtcacgagg
actctccecee
ctecggggeac
ggtggacttt
caactcgtcce
tggtagcgge
tgtcctgaac
tggtatcgac
gtactccacc
cataatatgt
cctggaccaa

gggatcggtc
aatccccttt

catagatcac
ttagtatgag
cggaaccggt
ctcaatgcect
gcgaaaggcc
gaccgtgcac
ggcgcgccat
ggctattcgg
ggctgtcagc
atgaactgca
cagctgtgcet
¢ggggcagga
atgcaatgcg
aacatcgcat
tggacgaaga
tgcccgacgg
tggaaaatgg
atcaggacat
accgcttect
gccttcecttga
caattcecgcece
ggccggtgtyg
agggcccgga
gccaaaggaa
tgaagacaaa
aggtgcctct
cagtgccacg
ttcaacaagg
ccteggtgea
accacgggga
gcatcgtgeg
aagctgttcce
cacttgcaag
ctcacgtgcg
ctcggtccac
cacgggctca
atggctctca
ctgcgggact
ttctctgata
atcatcttgg
gacagccttg
acgcgaggcce
gagggggagyg
ggcegtgtgtt
ccaatcaccc
ggggcgegtt
catgccgatg
aggccecgtcet
gctgtgggca
gtacccgtcg
ccteecggecg
aagagcacta
ccgtecgteg
cctaacatca
tatggcaagt
gatgagtgcc
gcggagacgg
accgtgecac
tatggcaaag

40

tccectgtga
tgtcgtgcag
gagtacaccyg
ggagatttgg
ttgtggtact
catgagcacg
gattgaacaa
ctatgactgg
gcaggggcege
ggacgaggca
cgacgttgte
tctecctgtcea
gecggctgecat
cgagcgagcea
gcatcagggg
cgaggatctce
ccgettttet
agcgttggcet
cgtgctttac
cgagttcttce
cctetececte
cgtttgtcta
aacctggecc
tgcaaggtct
caacgtctgt
gcggccaaaa
ttgtgagttyg
ggctgaagga
catgctttac
cgtggtttte
gaggcgcggt
tcgctagget
tgtggatccc
cgatccacce
tcatggtgct
ttcgtgeatg
tgaagttggc
gggcccacge
tggagaccaa
gcctgecegt
aagggcaggyg
tacttggctg
tccaagtggt
ggactgtcta
aaatgtacac
ccttgacacc
tcattccggt
cctacttgaa
tcttteggge
agtctatgga
taccgcagac
aggtgccggce
ccgccacccet
gaaccggggt
ttcttgccga
actcaactga
ctggagecgcg
atccaaacat
ccatccceccat

ggaactactg
cctcecaggac
gaattgccag
gecgtgcccece
gcctgatagg
aatcctaaac
gatggattgce
gcacaacaga
ccggttettt
gcgcggctat
actgaagcgg
tctcaccttg
acgcttgatc
cgtactecgga
ctcgegecag
gtcgtgacce
ggattcatcg
acccgtgata
ggtatcgecg
tgagtttaaa
cceecceect
tatgttattt
tgtcttettg
gttgaatgtc
agcgaccctt
gccacgtgta
gatagttgtg
tgcccagaag
atgtgtttag
ctttgaaaaa
tttecgtaggt
catatggtgg
cccectecaac
agagctaatc
ccaggctggt
catgctggtg
cgcactgaca
gggcctacga
ggttatcacc
ctcecgeecge
gtggcgactc
catcatcact
ctccaccgea
tcatggtgee
caatgtggac
atgcacctgc
gegeeggegg
gggctctteg
tgccgtgtge
aaccactatg
attccaggtg
tgcgtatgca
aggttteggy
aaggaccatc
cggtggttge
ctcgaccact
actcgtegtg
cgaggaggtyg
cgagaccatc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
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aaggggggga
aagctgtcceyg
ataccaacta
ggcgattteg
ctggacccga
cagcggcgag
gaacggccct
gcttggtacg
ccagggttgce
acccacatag
ctggtagcat
caaatgtgga
tataggctgg
atggcatgca
gtcctagcag
atcatcttgt
gatgagatgg
gaacaattca
gctgctcecg
tggaatttca
gcgatagcat
accctcctgt
gcttctgcett
aaggtgcecttg
tttaaggtca
atcctctccce
gtgggcccag
ggtaaccacg
cagatcctcect
gaggactgct
acggtgttga
gtccccttet
caaaccacct
atcgtgggge
accacgggcc
gctgctgagg
accactgaca
gatggggtgce
acattcctgg
ccggacgtag
gctaagcgta
ctgtctgege
ctcatcgagg
tcagaaaata
agggaagtat
cccatatggg
tacgtccctc
cctccacgga
gagctcgeca
acggcctcte
tcectecatge
tctaccgtaa
acaggcgccc
agcaactcett
ctgcggeaga
gtgctcaagg
gaagcctgta
gacgtcecgga
ctggaagaca
gtccaaccag
gttegtgtgt
atgggctctt
gcecctggaaag
acggtcactg
cccgaageca
actaattcta

ggcacctcat
gectcggact
gcggagacgt
actcagtgat
ccttcaccat
gcaggactgg
cgggeatgtt
agctcacgcce
ccgtetgeca
acgcccattt
accaggctac
agtgtctcat
gagccgttca
tgtecggctga
ctctggecge
ccggaaagec
aagagtgcgce
aacagaaggc
tggtggaatc
tcagegggat
cactgatggc
ttaacatcct
tcgtaggege
tggatatttt
tgagcggcga
ctggegecct
gggagggggc
tcteecccac
ctagtcttac
ccacgceccatg
ctgatttcaa
tctcatgtca
gcccatgtgg
ctaggacctg
cctgcacgce
agtacgtgga
acgtaaagtg
ggttgcacag
tcgggctcaa
cagtgctcac
ggctggecag
cttccttgaa
ccaacctect
aggtagtaat
ccgttcegge
cacgcccgga
cagtggtaca
ggaagaggac
caaagacctt
ctgaccagcc
ccccecttga
gcgaggagge
tgatcacgcc
tgctcegtea
agaaggtcac
agatgaaggc
agctgacgcce
acctatccag
ctgagacacc
agaagggggyg
gcgagaaaat
catacggatt
cgaagaaatg
agaatgacat
gacaggccat
aagggcagaa
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tttctgccecat
caatgctgta
cattgtcgta
cgactgcaat
tgagacgacg
taggggcagg
cgattcctcg
cgccgagace
ggaccatctg
cttgtcccag
ggtgtgcgece
acggctaaag
aaacgaggtt
cctggaggtce
gtattgcctg
ggccatcatt
ctcacaccte
aatcgggttg
caagtggcgg
acaatattta
attcacagcc
ggggggatygg
cggcatcgct
ggcaggttat
gatgccctce
agtcgtcggg
tgtgcagtgg
gcactatgtg
catcactcag
ctceggeteg
gacctggctc
acgtgggtac
agcacagatc
tagtaacacg
ctccecggeg
ggttacgcgg
cccgtgtcag
gtacgctcca
tcaatacctg
ttccatgete
gggatctccce
ggcaacatgc
gtggcggcag
tttggactct
ggagatcctg
ttacaaccct
cgggtgtcecceca
ggttgtcctg
cggcagctece
ctccgacgac
gggggagccg
tagtgaggac
atgcgctgeg
ccacaacttg
ctttgacaga
gaaggcgtcce
cccacattcg
caaggccgtt
aattgacacc
ccgcaagceca
ggccctttac
ccaatactct
ccctatggge
ccgtgttgag
aaggtcgctc
ctgcggetat

tccaagaaga
gcatattacc
gcaacggacg
acatgtgtca
accgtgccac
atgggcattt
gttctgtgceg
tcagttaggt
gagttctggg
actaagcagg
agggctcagg
cctacgetge
actaccacac
gtcacgagca
acaacaggca
cccgacaggyg
ccttacatcg
ctgcaaacag
accctcgaag
gcaggettgt
tctatcecacca
gtggccgecec
ggagcggcetg
ggagcagggg
accgaggacc
gtcgtgtgcg
atgaaccgge
cctgagagceg
ctgctgaaga
tggctaagag
cagtccaage
aagggagtct
accggacatg
tggcatggaa
ccaaattatt
gtgggggatt
gttceggecce
gcgtgcaaac
gttgggtcac
accgacccct
ccctecttgg
actacccgtc
gagatgggcg
ttcgageege
cggaggtcca
ccactgttag
ttgecgectg
tcagaatcta
gaatcgtcgg
ggcgacgcgg
ggggatcccg
gtegtcetget
gaggaaacca
gtctatgcta
ctgcaggtcc
acagttaagg
gccagatcta
aaccacatcc
accatcatgg
gctegectta
gatgtggtct
cctggacagce
ttcgecatatg
gagtcaatct
acagagcggc
cgeeggtgece

LY

aatgtgatga
ggggecttga
ctctaatgac
cccagacagt
aagacgcggt
acaggtttgt
agtgctatga
tgcgggctta
agagcgtctt
caggagacaa
ctccacctece
acgggccaac
accccataac
cctgggtget
gcgtggtcat
aagtccttta
aacagggaat
ccaccaagca
ccttctggge
ccactctgece
gcccgcetcac
aacttgctcce
ttggcagcat
tggcaggege
tggttaacct
cagcgatact
tgatagegtt
acgctgecage
ggcttcacca
atgtttggga
tcetgeegeg
ggcggggega
tgaaaaacgg
cattccccat
ctagggcgcet
tccactacgt
ccgaattctt
ccctectacyg
agctcccatg
cccacattac
ccagctcatc
atgactcccce
ggaacatcac
tccaagcgga
ggaaattccc
agtcctggaa
ccaaggccce
ccgtgtctte
ccgtcgacag
gatccgacgt
atctcagcga
gctcgatgte
agctgcccat
caacatctcg
tggacgacca
ctaaacttct
aatttggcta
gctcegtgtyg
caaaaaatga
tcgtattece
ccaccctecece
gggtcgagtt
acacccgcetg
accaatgttg
tttacatcgg
gcgcgagegy

gctcgeegeg
tgtatcegte
gggctttacce
cgacttcagce
gtcacgctceg
gactccagga
cgcgggetgt
cctaaacaca
tacaggcctce
cttccectac
atcgtgggac
gceectgetg
caaatacatc
ggtaggcgga
tgtgggcagg
ccgggagtte
gcagctegec
agcggaggct
gaagcatatg
tggcaaccce
cacccaacat
tcccageget
aggccttggg
gctegtggee
actccctget
gcgtcggcecac
cgcttcgegg
acgtgtcact
gtggatcaac
ttggatatge
attgccggga
cggcatcatg
ttccatgagg
taacgcgtac
gtggcgggtyg
gacgggcatg
cacagaagtg
ggaggaggtc
cgagcccgaa
ggcggagacyg
agctagccag
ggacgctgac
ccgegtggag
ggaggatgag
tcgagcgatg
ggacccggac
tccgatacceca
tgccttggeg
cggcacggca
tgagtcgtac
cgggtcttgg
ctacacatgg
caatgcactg
cagcgcaage
ctaccgggac
atccgtggag
tggggcaaag
gaaggacttg
ggttttetge
agatttgggg
tcaggcecgtg
cctggtgaat
ttttgactca
tgacttggcec
gggcccectg
tgtactgacg

3600
3660
3720
3780
3840
3300
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

accagctgcg
aagctccagg
gcggggaccc
tctgcecccecece
tcctccaatg
gaccccacca
tcectggetag
actcatttct
atctacgggg
catggcctta
tcatgcctca
gteccgegeta
aactgggcag
ttatccagct
gcccgacccee
ctactcccceca
ttteccetttt
tttttcectet
tagctgtgaa
agatcaagt

gtdataccct
actgcacgat
aagaggacga
ctggggaccc
tgtcagtcgce
cceccecttge
gcaacatcat
tcteccatcect
cctgttactce
gcgecatttte
ggaaacttgg
ggctactgte
taaggaccaa
ggttegttge
gctggttcat
accgatgaac
tttttttett
ttttttectt
aggtccgtga

EP 1 043 399 B9 (W1B1)

cacatgttac
gctcegtatge
ggcgagccta
gcccaaacca
gcacgatgca
gcgggctgeyg
catgtatgecg
tctagctcag
cattgagcca
actccatagt
ggtaccgccce
ccaggggggy
gctcaaactc
tggttacagce
gtggtgcecta
ggggagctaa
ttttttttet
ttctttectt
gccgettgac

ttgaaggccyg
ggagacgacc
cgggccttca
gaatacgact
tctggcaaaa
tgggagacag
cccaccttgt
gaacaacttg
cttgacctac
tactctccag
ttgcgagtcet
agggctgcca
actccaatcc
gggggagaca
ctectacttt
acactccagg
tttrtttttt
tggtggctce
tgcagagagt

42

ctgcggectg
ttgtcgttat
cggaggctat
tggagttgat
gggtgtacta
ctagacacac
gggcaaggat
aaaaagccct
ctcagatcat
gtgagatcaa
ggagacatcg
cttgtggcaa
cggctgegte
tatatcacag
ctgtaggggt
ccaataggcece
ttttttttte
atcttagceccec
gctgatactg

tcgagetgeg
ctgtgaaagce
gactagatac
aacatcatgc
tctcaccegt
tccagtcaat
gatcctgatg
agattgtcag
tcaacgactc
tagggtggcet
ggccagaagt
gtacctcttce
ccagttggat
cctgtctegt
aggcatctat
atcctgtttt
ttctectttt
tagtcacggc
gcctetetge

7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8649
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<210> 6
<211> 8001
<212> DNA

EP 1 043 399 B9 (W1B1)

<213> Hepatitis C Virus

<400> 6

gccagcccce
tcttcacgea
ccccectece
gacgaccggyg
gcgagactgce
gtgcttgcga
ctcaaagaaa
acgcaggtte
caatcggctyg
ttgtcaagac
cgtggetgge
gaagggactg
ctecctgeega
cggctacctg
tggaagccgg
ccgaactgtt
atggcgatge
actgtggccg
ttgctgaaga
ctcecgatte
cagaccacaa
aacgttactg
tccaccatat
acgagcattc
gtgaaggaag
tgcaggcagc
taagatacac
gaaagagtca
gtaccccatt
tcgaggttaa
cacgataata
tgcatcatca
gtcetecaccg
tatcatggtg
accaatgtgg
ccatgcacct
gtgcgeegge
aagggctctt
gctgeegtgt
gaaaccacta
acattccagg
gctgegtatg
ctaggtttcg
gtagggacca
gacggtggtt
gactcgacca
cgactcgteg
atcgaggagg
atcgcgacca
gagctcgccg
gatgtatccg
acgggcttta
gtcgacttca
gtgtcacgct
gtgactccag
gacgcgggcet
tacctaaaca
tttacaggce
aacttcccct

gattgggggc
gaaagcgtct
gggagagcca
tectttettg
tagccgagta
gtgcceccggyg
aaccaaacgt
tcecggecget
ctctgatgcee
cgacctgtcce
cacgacgggc
gctgctattg
gaaagtatcc
cccattcgac
tcttgtegat
cgccaggcte
ctgettgeceg
gctgggtgtg
gcttggegge
gcagcgcecatc
cggtttccet
gccgaagccg
tgeccgtcettt
ctaggggtct
cagttecctct
ggaacccccee
ctgcaaaggc
aatggctctc
gtatgggatc
aaaacgtcta
ccatggcgcece
ctagcctcac
caacacaatc
ccggctcaaa
accaggacct
gcggcagcetce
ggggcgacag
cgggcggtece
gcacccgagg
tgcggteccce
tggceccatct
cagcccaagg
gggcgtatat
tcaccacggg
gctctggggyg
ctatcctggg
tgctcgceccac
tggctctgte
tcaagggggy
cgaagctatc
tcataccaac
ccggegattt
gcectggacce
cgcagcggeg
gagaacggcc
gtgcttggta
caccagggct
tcacccacat
acctggtage

gacactccac
agccatggcg
tagtggtetg
gatcaacccyg
gtgttgggtce
aggtctcgta
aacaccaacg
tgggtggaga
gcecgtgttece
ggtgccctga
gttececttgeg
ggcgaagtgce
atcatggctg
caccaagcga
caggatgatc
aaggcgcgca
aatatcatgg
gcggaccgcet
gaatgggctg
gccttctatc
ctagcgggat
cttggaataa
tggcaatgtg
ttccectete
ggaagcttct
acctggcgac
ggcacaaccc
ctcaagcgta
tgatctgggg
ggccccccga
tattacggcc
aggcegggac
tttcctggeg
gacccttgcecce
cgteggetgg
ggacctttac
cagggggagc
actgctctge
ggttgcgaag
ggtcttcacg
acacgcccct
gtataaggtg
gtctaaggca
tgcccccatce
cgcctatgac
catcggcaca
cgctacgect
cagcactgga
gaggcacctc
cggcctcegga
tageggagac
cgactcagtg
gaccttcacc
aggcaggact
ctcgggecatg
cgagctcacg
gcccgtetge
agacgcccat
ataccaggct

catagatcac
ttagtatgag
cggaaccggt
ctcaatgcct
gcgaaaggcec
gaccgtgcac
ggcgegecat
ggctattcgg
ggctgtcage
atgaactgca
cagctgtget
cggggcagga
atgcaatgcg
aacatcgcat
tggacgaaga
tgececcgacgg
tggaaaatgg
atcaggacat
accgcttect
gccttecttga
caattcecgece
ggecggtgtyg
agggcccgga
gccaaaggaa
tgaagacaaa
aggtgcctct
cagtgccacyg
ttcaacaagg
ccteggtgea
accacgggga
tactcccaac
aggaaccagqg
acctgcgtca
ggcccaaagg
caagcgcccec
ttggtcacga
ctactctcece
cccteggggce
geggtggact
gacaactcgt
actggtagceg
cttgtcctga
catggtatcg
acgtactcca
atcataatat
gtectggace
ccgggatcgg
gaaatcccct
attttctgcec
ctcaatgctg
gtcattgtcg
atcgactgca
attgagacga
ggtaggggca
ttegattceet
cccgecgaga
caggaccatc
ttcttgtcece
acggtgtgeg

43

tcecectgtga
tgtcgtgeag
gagtacaccg
ggagatttgg
ttgtggtact
catgagcacg
gattgaacaa
ctatgactgg
gcaggggcge
ggacgaggca
cgacgttgtc
tctectgtea
gcggctgceat
cgagcgagca
gcatcagggyg
cgaggatctc
ccgettttet
agcgttggcet
cgtgctttac
cgagttcttc
ccteteecte
cgtttgtcta
aacctggccece
tgcaaggtct
caacgtctgt
gcggccaaaa
ttgtgagttg
ggctgaagga
catgctttac
cgtggtttte
agacgcgagg
tcgaggggga
atggcgtgtg
gcccaatcac
ccggggcegeg
ggcatgcecga
ccaggcecgt
atgctgtggg
ttgtacccgt
ccecctecggce
gcaagagcac
acccgtecgt
accctaacat
cctatggcaa
gtgatgagtg
aagcggagac
tcaccgtgcee
tttatggcaa
attccaagaa
tagcatatta
tagcaacgga
atacatgtgt
cgaccgtgee
ggatgggcat
cggttctgtg
cctcagttag
tggagttctg
agactaggca
ccagggctca

ggaactactg
cctccaggac
gaattgccag
gcgtgcececece
gcctgatagg
aatcctaaac
gatggattgce
gcacaacaga
ccggttettt
gcgeggcetat
actgaagcgg
tctcaccttg
acgcttgatc
cgtactcgga
ctcgcgecag
gtcgtgaccce
ggattcatcg
acccgtgata
ggtatcgeeg
tgagtttaaa
cceecceect
tatgttattt
tgtcttcttg
gttgaatgtc
agcgaccctt
gccacgtgta
gatagttgtg
tgcccagaag
atgtgtttag
ctttgaaaaa
cctacttggce
ggtccaagtg
ttggactgte
ccaaatgtac
ttccttgaca
tgtcattccyg
ctcctacttg
catctttegg
cgagtctatg
cgtaccgcag
taaggtgccg
cgccgccace
cagaaccggg
gtttcttgcee
ccactcaact
ggctggageg
acatccaaac
agccatccce
gaaatgtgat
ccggggectt
cgctctaatg
cacccagaca
acaagacgcg
ttacaggttt
cgagtgctat
gttgcggget
ggagagcgtc
ggcaggagac
ggctccacct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
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ccatcgtggg
acgccectge
accaaataca
ctggtaggcy
attgtgggca
taccgggagt
atgcagctcg
caagcggagg
gcgaagcata
cctggcaacc
accacccaac
cctcececageg
ataggccttg
gegetecgtgg
ctactccctg
ctgcgtcgge
ttcgecttege
gcacgtgtca
cagtggatca
gattggatat
cgattgccgg
gacggcatca
ggttccatga
attaacgcgt
ctgtggcggg
gtgacgggca
ttcacagaag
cgggaggagg
tgcgggcccg
acggcggaga
tcagctagcec
ccggacgcetg
acccgegtgg
gaggaggatg
cctcgagega
aaggacccgg
cctcegatac
tctgecttgg
agcggceacgg
gttgagtcegt
gacgggtctt
tcctacacat
gtcaatgcac
cgcagcgcaa
cactaccggg
ctatccgtgg
tatggggcaa
tggaaggact
gaggttttct
ccagatttgg
cctcaggcecg
ttectggtga
tgttttgact
tgtgacttgg
gggggcccecc
ggtgtactga
tgtcgagctg
atctgtgaaa
atgactagat
ataacatcat
tatctcaccc
actccagtca
atgatcctga
ctagattgtc
attcaacgac
aatagggtgg

accaaatgtg
tgtataggct
tcatggcatg
gagtcctagce
ggatcatctt
tcgatgagat
ccgaacaatt
ctgctgectece
tgtggaattt
ccgcegatage
ataccctcct
ctgcttcetge
ggaaggtgct
cctttaaggt
ctatcctcte
acgtgggceccce
ggggtaacca
ctcagatcct
acgaggactg
gcacggtgtt
gagtcccctt
tgcaaaccac
ggatcgtggyg
acaccacggyg
tggctgctga
tgaccactga
tggatggggt
tcacattcct
aaccggacgt
cggctaagcy
agctgtcetgce
acctcatcga
agtcagaaaa
agagggaagt
tgceccatatg
actacgtcce
cacctccacg
cggagcetege
caacggcctce
actcctccat
ggtctaccgt
ggacaggcgce
tgagcaactc
gecectgeggea
acgtgctcaa
aggaagcctg
aggacgtccg
tgctggaaga
gcgtccaacc
gggttcgtgt
tgatgggctc
atgcctggaa
caacggtcac
ccceccgaage
tgactaattc
cgaccagctg
cgaagctcca
gcgeggggac
actctgcceccce
gctcctceccaa
gtgaccccac
attcctggcet
tgactcattt
agatctacgg
tccatggect
cttcatgect

EP 1 043 399 B9 (W1B1)

ggagtgtctc
gggagecgtt
catgtecggcet
agctctggec
gtccggaaag
ggaagagtgc
caaacagaag
cgtggtggaa
catcagcggg
atcactgatg
gtttaacatc
tttegtagge
tgtggatatt
catgagcggce
ccectggegece
aggggagggy
cgtcteeccece
ctctagtcett
ctccacgcca
gactgatttc
cttctcatgt
ctgcccatgt
gcctaggacce
ccectgcacy
ggagtacgtg
caacgtaaag
gcggttgeac
ggtcgggcte
agcagtgctc
taggctggce
gcecttecttg
ggccaaccte
taaggtagta
atcegttecg
ggcacgcecg
tccagtggta
gagggagagyg
cacaaagacc
tcctgaccag
gcececccectt
aagcgaggag
cctgatcacg
tttgcteegt
gaagaaggtc
ggagatgaag
taagctgacg
gaacctatce
cactgagaca
agagaagggg
gtgcgagaaa
ttcatacgga
agcgaagaaa
tgagaatgac
cagacaggcce
taaagggcag
cggtaatacc
ggactgcacg
ccaagaggac
ccetggggac
tgtgtcagtc
cacccccectt
aggcaacatc
cttctecatc
ggcctgttac
tagecgcattt
caggaaactt

atacggctaa
caaaacgagqg
gacctggagyg
gcgtattgcec
ccggceccatca
gcctcacacc
gcaatcgggt
tccaagtggce
atacaatatt
gcattcacag
ctggggggat
gecggceateg
ttggcaggtt
gagatgccct
ctagtcgtcg
getgtgecagt
acgcactatg
accatcactc
tgctcecgget
aagacctggc
caacgtgggt
ggagcacaga
tgtagtaaca
ccctececgg
gaggttacge
tgccegtgte
aggtacgctc
aatcaatacc
acttccatgce
aggggatctc
aaggcaacat
ctgtggcgge
attttggact
gcggagatcece
gattacaacc
cacgggtgtc
acggttgtcc
ttecggcaget
ccctecgacyg
gagggggagce
gctagtgagg
ccatgecgctg
caccacaact
acctttgaca
gcgaaggcgt
cccccacatt
agcaaggccg
ccaattgaca
ggcegcaagce
atggecccttt
ttccaatact
tgcectatgg
atcegtgttg
ataaggtcgce
aactgcgget
ctcacatgtt
atgctcgtat
gaggcgagec
ccgceccaaac
gcgcacgatg
gcgegggetyg
atcatgtatg
cttctagctc
tccattgagc
tcactccata
ggggtaccge

44

agcctacgcet
ttactaccac
tcgtcacgag
tgacaacagg
ttcccgacag
tcecttacat
tgctgcaaac
ggaccctcga
tagcaggctt
cctcectatcac
gggtggccge
ctggagcggce
atggagcagg
ccaccgagga
gggtcgtgtg
ggatgaaccg
tgtctgagag
agctgctgaa
cgtggctaag
tccagtccaa
acaagggagt
tcaccggaca
cgtggcatgg
cgccaaatta
gggtggggga
aggttcecgge
cagcgtgcaa
tggttgggte
tcaccgacce
cccectectt
gcactacccg
aggagatggg
ctttcgagcc
tgcggaggte
ctccactgtt
cattgcegcece
tgtcagaatc
ccgaatcgte
acggcgacgce
cgggggatcc
acgtcgtctg
cggaggaaac
tggtctatge
gactgcaggt
ccacagttaa
cggccagate
ttaaccacat
ccaccatcat
cagctcgect
acgatgtggt
ctcctggaca
gcttcgecata
aggagtcaat
tcacagagcyg
atcgccggtg
atttgaaggc
gcggagacga
tacgggcett
cagaatacga
catctggcaa
cgtgggagac
cgcccacctt
aggaacaact
cacttgacct
gttactctcc
ccttgegagt

gcacgggcca
acaccccata
cacctgggtg
cagcgtggtc
ggaagtcctt
cgaacaggga
agccaccaag
agccttetgg
gtccactcetg
cagceegete
ccaacttget
tgttggcagce
ggtggcaggce
cctggttaac
cgcagcgata
gctgatageyg
cgacgctgca
gaggcttcac
agatgtttgg
gctectgecg
ctggegggge
tgtgaaaaac
aacattccce
ttctagggcg
tttccactac
cccecgaattce
acccctecta
acagctccca
ctcccacatt
ggccagctca
tcatgactcc
cgggaacatc
gctccaagcg
caggaaattc
agagtcctgg
tgccaaggcec
taccgtgtct
ggccgtegac
gggatccgac
cgatctcagce
ctgctcgatg
caagctgeccc
tacaacatct
cctggacgac
ggctaaactt
taaatttggc
ccgeteegtg
ggcaaaaaat
tatcgtattc
ctccaccctce
gcgggtcgag
tgacacccegce
ctaccaatgt
gctttacate
ccgcgcgage
cgctgecggece
ccttgtegtt
cacggaggcet
cttggagttg
aagggtgtac
agctagacac
gtgggcaagg
tgaaaaagcce
acctcagatc
aggtgagatc
ctggagacat

3600
3660
3720
3780
3840
33900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
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cgggccagaa
aagtacctct
tccecagttgg
agcctgtcte
gtaggcatct
ccatcctgtt
ttttctectt
cctagtcacg
tggcctctet

gtgtcecgege
tcaactgggce
atttatccag
gtgcccgace
atctactccce
tttttecctt
tttttttcct
gctagctgtyg

EP 1 043 399 B9 (W1B1)

taggctactg
agtaaggacc
ctggttcgtt
ccgectggttce
caaccgatga
ttttttttte
ctttttttcc
aaaggtccgt

gcagatcaag t

tcccaggggyg
aagctcaaac
gctggttaca
atgtggtgcce
acggggagcet
ttttttttete
ttttctttcee
gagccgcettg

45

ggagggctge
tcactccaat
gcgggggaga
tactcctact
aaacactcca
ttttttttet
tttggtggcet
actgcagaga

cacttgtggce
cceggetgeg
catatatcac
ttctgtaggg
ggccaatagg
ttttttttee
ccatcttage
gtgctgatac

7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8001
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<210> 7
<211>
<212>
<213>

DNA

<400> 7

gccageccce
tcttcacgca
cceccctece
gacgaccggyg
gcgagactgce
gtgcttgcga
ctcaaagaaa
acgcaggttc
caatcggctg
ttgtcaagac
cgtggetgge
gaagggactg
ctcctgecga
cggctacctg
tggaagccgg
ccgaactgtt
atggecgatge
actgtggccg
ttgctgaaga
ctcecgatte
cagaccacaa
aacgttactyg
tccaccatat
acgagcattc
gtgaaggaag
tgcaggcagce
taagatacac
gaaagagtca
gtaccccatt
tcgaggttaa
cacgataata
cgccgcccac
ttgeccgegea
caacctecgtg
gctcageccyg
ctecctgtcac
cgcaatttgg
attccgeteg
gttctggagg
ttccttttgg
gtatccggag
gcggacatga
cgctgetggg
acgatacgac
gtgggagatc
cggcacgaga
cgtatggcett
ttactccgga
gcgggecttyg
ctectttgceg
ctcgggatta
aacggcagct
ttecttgcetg
gccagctgea
tcacacagct
gtacccgegg
gggacgaccyg
ctgcttctta
agcactgggt

11076

gattgggggc
gaaagcgtct
gggagagcca
tcctttettg
tagccgagta
gtgcececeggg
aaccaaacgt
tcecggecget
ctctgatgcece
cgacctgtcce
cacgacgggc
getgctattg
gaaagtatcc
cccattcgac
tecttgtegat
cgccaggcete
ctgcttgecg
gctgggtgtg
gcttggcgge
gcagcgcatce
cggtttcect
gccgaageceg
tgccgtettt
ctaggggtct
cagttcctct
ggaacccccece
ctgcaaaggc
aatggctctc
gtatgggatc
aaaacgtcta
ccatgggcac
aggacgtcaa
ggggccccag
gaaggcgaca
ggtacccctg
ccegtggete
gtaaggtcat
teggegecece
acggcgtgaa
ctttgctgtce
tgtaccatgt
tcatgcatac
tagcgctcac
gccatgtcga
tctgeggatce
cagtacagga
gggatatgat
tcccacaagce
cctactatte
gcgttgacgg
cgtecctett
ggcacatcaa
cgctgttcta
gcececatcega
cggaccagag
cgcaggtgtg
accggttegg
acaacacgcg
tcaccaagac

EP 1 043 399 B9 (W1B1)
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gacactccac
agccatggeg
tagtggtctg
gatcaacccg
gtgttgggtce
aggtctcgta
aacaccaacqg
tgggtggaga
gcegtgttee
ggtgccctga
gttccttgeg
ggcgaagtgce
atcatggctg
caccaagcga
caggatgatc
aaggcgcgcea
aatatcatgg
gcggaccgcet
gaatgggctg
gcettctate
ctagcgggat
cttggaataa
tggcaatgtg
ttececectete
ggaagcttct
acctggcgac
ggcacaaccce
ctcaagcgta
tgatctgggyg
ggcccccega
gaatcctaaa
gttecccggge
gttgggtgtyg
acctatcccece
gcccctctat
tcggectagt
cgataccctc
cctagggggce
ctatgcaaca
ctgtttgacc
cacgaacgac
ccecegggtge
tcccacgcetce
tttgctegtt
tgttttecte
ctgcaattgc
gatgaactgg
tgtcgtggat
catggtgggyg
gggaacctat
ttcacceggg
caggactgcc
cgtgcacaag
cgcgtteget
gccttattgt
tggteccagtg
cgtcectacg
gccgccgcaa
gtgcgggggc

catagatcac
ttagtatgag
cggaaccggt
ctcaatgccect
gcgaaaggcc
gaccgtgcac
ggecgcgecat
ggctattcgg
ggctgtcagc
atgaactgca
cagctgtget
¢ggggcagga
atgcaatgcg
aacatcgcat
tggacgaaga
tgcccgacgg
tggaaaatgg
atcaggacat
accgcttcect
gccttcttga
caattccgee
ggccggtgtg
agggcccgga
gccaaaggaa
tgaagacaaa
aggtgcctct
cagtgccacg
ttcaacaagg
cctecggtgea
accacgggga
cctcaaagaa
ggtggtcaga
cgcgcgacta
aaggctcgcec
ggcaatgagg
tggggcccca
acgtgcggcet
gctgccaggg
gggaatctgce
atcccagcett
tgctccaacg
gtgcecectgeg
gcggccagga
ggggcggetyg
gtcgecccage
tcaatatatc
tcacctacag
atggtggcgg
aactgggcta
gtgacagggy
tcatcccaga
ctgaactgca
ttcaactcat
caggggtggyg
tggcactacg
tactgctteca
tacagttggg
ggcaactggt
cceceegtgta
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tcecectgtga
tgtcgtgcag
gagtacaccg
ggagatttgg
ttgtggtact
catgagcacg
gattgaacaa
ctatgactgg
gcaggggcgce
ggacgaggcea
cgacgttgte
tctecectgtea
geggetgeat
cgagcgagca
gcatcagggg
cgaggatctc
cegettttet
agcgttgget
cgtgctttac
cgagttette
cctetceecte
cgtttgtcta
aacctggccce
tgcaaggtct
caacgtctgt
gcggccaaaa
ttgtgagttg
ggctgaagga
catgctttac
cgtggtttte
aaaccaaacg
tcgteggtygg
ggaagacttc
agcccgaggyg
gcttggggtg
cggacccecg
tcgecgatet
ccectggegea
ccggttgete
ccgcttatga
caagcattgt
ttcgggagaa
acgctagegt
ctctetgete
tgttcacctt
ccggecacgt
cagccctagt
gggcccattg
aggttctgat
ggacgatggc
aaatccagct
atgactccct
ctggatgecc
ggcccatcac
caccceggcece
ccccaagece
gggagaatga
ttggctgtac
acatcggggg

ggaactactg
cctccaggac
gaattgccag
gegtgecece
gcctgatagg
aatcctaaac
gatggattge
gcacaacaga
ceggttettt
gcgeggetat
actgaagcgg
tctcaccttg
acgettgate
cgtactcgga
ctcgcgecag
gtcgtgacce
ggattcatcg
acccgtgata
ggtatcgecg
tgagtttaaa
cceccecect
tatgttattt
tgtcttettg
gttgaatgtc
agcgaccctt
gccacgtgta
gatagttgtyg
tgcccagaag
atgtgtttag
ctttgaaaaa
taacaccaac
agtttacctg
cgagcggtcg
tagggcctgyg
ggcaggatgg
gcgtaggtceg
catggggtac
tggecgteegg
cttttctatce
agtgcgcaac
gtatgaggca
caactcctee
cccecactacg
cgctatgtac
ctcgectege
gacaggtcac
ggtatcgcag
gggagtccta
tgtgatgceta
caaaaacacc
tgtaaacacc
caacactggg
agagcgcatg
ttacaatgag
gtgcggtatce
tgtcgtggty
gacggacgtg
atggatgaat
gatcggcaat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
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aaaaccttga
tgtggttegg
cactacccct
gagcacaggc
agggacagat
tgttcctteca
gtggacgtac
gagtatgtcce
atgatgctge
gcatccgtgg
tacatcaagg
ctectgetec
tcgtgcggag
ctgtteeteg
ttgcaagtgt
acgtgcgcga
ggtccactca
gggctcatte
gctctcatga
cgggactggg
tctgatatgg
atcttgggcece
agccttgaag
cgaggcctac
dggggaggtce
gtgtgttgga
atcacccaaa
gcgecgttect
gccgatgtceca
ccegtetect
gtgggcatct
cccgtegagt
ccggecgtac
agcactaagg
tcecgtcgecg
aacatcagaa
ggcaagtttc
gagtgccact
gagacggctg
gtgccacatc
ggcaaagcca
aagaagaaat
tattaccggg
acggacgcte
tgtgtcacce
gtgccacaag
ggcatttaca
ctgtgcgagt
gttaggttge
ttctgggaga
aggcaggcag
gctcaggcetce
acgctgcacg
accacacacc
acgagcacct
acaggcagcg
gacagggaag
tacatcgaac
caaacagcca
ctcgaagect
ggcttgtcca
atcaccagcce
gccgceccaac
gcggetgttg
gcaggggtgg
gaggacctgg

cctgecccac
ggccttggtt
gcactgtcaa
tcgaagccge
cagagcttag
ccaccctacc
aatacctgta
tgttgctett
tgatagctca
ccggggcgea

.gcaggctggt

tgctggegtt
gegeggtttt
ctaggctcat
ggatcccecce
tcecacccaga
tggtgctceca
gtgcatgcecat
agttggccgce
cccacgeggyg
agaccaaggt
tgccegtete
ggcaggggtyg
ttggctgecat
aagtggtctc
ctgtctatca
tgtacaccaa
tgacaccatg
ttecggtgeg
acttgaaggg
ttcgggetge
ctatggaaac
cgcagacatt
tgceggetge
ccaccctagg
ccggggtagyg
ttgcecgacgg
caactgactc
gagcgcgact
caaacatcga
tccecatege
gtgatgagct
gccttgatgt
taatgacggyg
agacagtcga
acgecggtgtce
ggtttgtgac
gctatgacge
gggcttacct
gcgtctttac
gagacaactt
cacctceccatc
ggccaacgcc
ccataaccaa
gggtgctggt
tggtcattgt
tcetttaceg
agggeatgca
ccaagcaagc
tctgggcgaa
ctctgectgg
cgctcaccac
ttgectectcee
gcagcatagg
caggcgcget
ttaacctact
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ggactgcttc
gacacccaga
ctttaccatc
atgcaattgg
cccgetgetg
ggctcectgtec
cggtataggg
ccttettetg
agctgaggcc
tggcattcte
ccectggggeg
accaccacga
cgtaggtctg
atggtggtta
cctcaacgtt
gctaatcttt
ggctggtata
gctggtgegg
actgacaggt
cctacgagac
tatcacctgg
cgeccgeagqg
gcgactccte
catcactagc
caccgcaaca
tggtgcegge
tgtggaccag
cacctgecggce
ccggegggge
ctctteggge
cgtgtgcacc
cactatgcgyg
ccaggtggcc
gtatgcagcc
tttcggggceg
gaccatcacc
tggttgctct
gaccactatc
cgtecgtgcetce
ggaggtggct
gaccatcaag
cgcecgcgaag
atccgtcata
ctttaccgge
cttcagectg
acgctcgeag
tccaggagaa
gggctgtgct
aaacacacca
aggcctcacce
ccectacctg
gtgggaccaa
cctgctgtat
atacatcatg
aggcggagtce
gggcaggatc
ggagttcgat
gctcgecgaa
ggaggctgcet
gcatatgtgg
caaccccgeg
ccaacatacc
cagegectgcet
ccttgggaag
cgtggecttt
ccctgctate

cggaagcacce
tgcttggtece
ttcaaggtta
actcgaggag
ctgtctacaa
actggtttga
tcggeggttg
gcggacgcge
gccctagaga
tccttecteyg
gcatatgccc
gcatacgcca
atactcttga
caatatttta
cgggggggcce
accatcacca
accaaagtgc
aaggttgctg
acgtacgttt
cttgcggtgg
ggggcagaca
gggagggaga
gcgcectatta
ctcacaggcc
caatctttce
tcaaagaccc
gacctegtcg
agctcggacc
gacagcaggg
ggtccactgc
cgaggggttg
tceceggtet
catctacacg
caagggtata
tatatgtcta
acgggtgccc
gggggcgcect
ctgggcatcyg
gccaccgcta
ctgtccagca
ggggggaggc
ctatcecggce
ccaactagcg
gatttcgact
gacccgacct
cggcgaggca
cggccectegqg
tggtacgagce
gggctgececeg
cacatagacg
gtagcatacc
atgtgggagt
aggctgggag
gcatgcatgt
ctagcagcetc
atcttgtecg
gagatggaag
caattcaaac
gctccegtgg
aatttcatca
atagcatcac
ctcctgttta
tctgettteg
gtgcttgtgg
aaggtcatga
ctctccectg

47

ccgaggccac
actacccata
ggatgtacgt
agcgttgtaa
cggagtggca
tccatctceca
tcteetttge
gcgtetgtge
acctggtggt
tgttcttetyg
tctacggegt
tggaccggga
ccttgtcace
tcaccagggc
gcgatgcecgt
aaatcttgcet
cgtacttcgt
ggggtcatta
atgaccatct
cagttgagcc
ccgeggegtg
tacatctggg
cggcctactce
gggacaggaa
tggcgacctg
ttgccggece
gctggcaagce
tttacttggt
ggagcctact
tctgccecete
cgaaggcggt
tcacggacaa
cccctactgg
aggtgettgt
aggcacatgg
ccatcacgta
atgacatecat
gcacagtcct
cgccteeggyg
ctggagaaat
acctcatttt
tcggactcaa
gagacgtcat
cagtgatcga
tcaccattga
ggactggtag
gcatgttcga
tcacgcccge
tctgeccagga
cccatttcectt
aggctacggt
gtctcatacg
ccgttcaaaa
cggctgacct
tggccgegta
gaaagccggc
agtgcgectce
agaaggcaat
tggaatccaa
gcgggataca
tgatggcatt
acatcctggg
taggcgeegg
atattttggce
gcggcgagat
gcgecectagt

ttacaccaag
caggctttgg
ggggggagty
cctggaggac
ggtattgecc
tcagaacgtc
aatcaaatgg
ctgcttgtgg
cctcaacgeg
tgctgectgg
atggccgceta
gatggcagca
gcactataag
cgaggcacac
catcctecte
cgccatacte
gcgegeacac
tgtccaaatg
caccccactg
cgtcgtcette
tggggacatc
accggcagac
ccaacagacg
ccaggtcgag
cgtcaatggce
aaagggccca
gecececcecggg
cacgaggcat
ctcceccagg
ggggcatget
ggactttgta
ctegtecect
tagcggcaag
cctgaacccyg
tatcgaccct
cteccacctat
aatatgtgat
ggaccaagcg
atcggtcacc
cceccttttat
ctgcecattce
tgctgtagceca
tgtcgtagea
ctgcaataca
gacgacgacc
gggcaggatg
ttccteggtt
cgagacctca
ccatctggag
gtcccagact
gtgcgccagg
gctaaagcct
cgaggttact
ggaggtcgtce
ttgcctgaca
catcattcecc
acacctcecct
cgggttgctg
gtggcggace
atatttagca
cacagcctct
gggatgggtg
catcgctgga
aggttatgga
gcectccacce
cgtcggggte

3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
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gtgtgcgceag
aaccggctga
gagagcgacg
ctgaagaggc
ctaagagatg
tccaagctcce
ggagtctggc
ggacatgtga
catggaacat
aattattcta
ggggatttcc
ccggeececceyg
tgcaaacccc
gggtcacage
gacccctece
tcecttggeca
acccgtcatg
atgggcggga
gagccgcetcece
aggtccagga
ctgttagagt
ccgectgeca
gaatctaccg
tegtecggeceg
gacgcgggat
gatcccgatc
gtctgctgcet
gaaaccaagc
tatgctacaa
caggtcctgg
gttaaggcta
agatctaaat
cacatccget
atcatggcaa
cgcettateg
gtggtctcca
ggacagcggg
gcatatgaca
tcaatctacc
gagcggcttt
cggtgcegeg
aaggccgcetg
gacgaccttg
gcecttcacgg
tacgacttgg
ggcaaaaggg
gagacagcta
accttgtggg
caacttgaaa
gacctaccte
tctccaggtg
cgagtctgga
gctgccactt
ccaatccegyg
ggagacatat
ctactttctg
ctccaggcca
ttttttttte
tggctccate
agagagtgct

cgatactgcg
tagcgttege
ctgcagcacyg
ttcaccagtg
tttgggattg
tgcecgegatt
ggggcgacgg
aaaacggttc
tcceccattaa
gggcgetgtyg
actacgtgac
aattcttcac
tcctacggga
tcccatgegg
acattacggc
gctcatcage
actcccegga
acatcacccg
aagcggagga
aattceccteg
cctggaagga
aggcccectcee
tgtcttctge
tcgacagcgg
ccgacgttga
tcagcgacgg
cgatgtccta
tgcccgtceaa
catctcgcag
acgaccacta
aacttctatc
ttggctatgg
ccgtgtggaa
aaaatgaggt
tattcccaga
ccecteectea
tcgagttcect
ccegetgttt
aatgttgtga
acatcggggg
cgagcggtgt
cggcctgteg
tcgttatctg
aggctatgac
agttgataac
tgtactatct
gacacactcc
caaggatgat
aagccctaga
agatcattca
agatcaatag
gacatcggge
gtggcaagta
ctgecgtcecceca
atcacagcct
taggggtagyg
ataggccatc
ttttttttte
ttagccctag
gatactggcc
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tcggcacgtg
ttegeggggt
tgtcactcag
gatcaacgag
gatatgcacg
gccgggagtc
catcatgcaa
catgaggatc
cgcgtacacc
gcgggtgget
gggcatgacc
agaagtggat
ggaggtcaca
gcccgaaccy
ggagacggct
tagccagctg
cgctgacctce
cgtggagtca
ggatgagagg
agcgatgcce
cccggactac
gataccacct
cttggcggag
cacggcaacg
gtecgtactce
gtcettggtct
cacatggaca
tgcactgagc
cgcaagcectyg
ccgggacgtyg
cgtggaggaa
ggcaaaggac
ggacttgctg
tttctgcgtce
tttgggggtt
ggccgtgatg
ggtgaatgcc
tgactcaacg
cttggcececcee
cccecectgact
actgacgacc
agctgcgaag
tgaaagcgcg
tagatactct
atcatgctcc
caccegtgac
agtcaattcc
cctgatgact
ttgtcagatc
acgactccat
ggtggcttceca
cagaagtgte
cctcttecaac
gttggattta
gtctegtgece
catctatcta
ctgttttttt
tecttttttt
tcacggctag
tctctgcaga

ggcccagggg
aaccacgtct
atcctctcta
gactgctcca
gtgttgactg
cccttettcet
accacctgcece
gtggggccta
acgggcccect
gctgaggagt
actgacaacg
ggggtgcggt
ttcectggtceg
gacgtagcag
aagcgtaggce
tctgcgectt
atcgaggcca
gaaaataagg
gaagtatccg
atatgggcac
gtccctecag
ccacggaggyg
ctcgccacaa
gcctctectg
teccatgeece
accgtaageg
ggcgcecectga
aactctttge
cggcagaaga
ctcaaggaga
gcctgtaage
gtcecggaacce
gaagacactg
caaccagaga
cgtgtgtgeg
ggctcttcat
tggaaagcga
gtcactgaga
gaagccagac
aattctaaag
agctgcggta
ctccaggact
gggacccaag
gcccecectyg
tccaatgtgt
cccaccacee
tggctaggcea
catttcttcet
tacggggcect
ggccttageyg
tgccteagga
cgcgetagge
tgggcagtaa
tccagectggt
cgaccceget
ctcecececaacce
cecctttttet
ttcctctttt
ctgtgaaagg
tcaagt
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agggggctgt
cceccecacgcea
gtcttaccat
cgccatgcte
atttcaagac
catgtcaacg
catgtggagce
ggacctgtag
gcacgcccte
acgtggaggt
taaagtgccce
tgcacaggta
ggctcaatca
tgctcactte
tggccagggg
ccttgaaggce
acctecctgtg
tagtaatttt
ttceggegga
gcecggatta
tggtacacgg
agaggacggt
agaccttecgg
accagccctc
cccttgaggg
aggaggctag
tcacgccatg
tcegtcacca
aggtcacctt
tgaaggcgaa
tgacgcccecce
tatccagcaa
agacaccaat
aggggggccyg
agaaaatggc
acggattcca
agaaatgccc
atgacatccg
aggccataag
ggcagaactg
ataccctcac
gcacgatgct
aggacgaggc
gggaccegcec
cagtcgcgca
ccecttgegeg
acatcatcat
ccatccttct
gttactccat
cattttcact
aacttggggt
tactgtccea
ggaccaagct
tegttgetgg
ggttcatgtg
gatgaacggg
ttttcttttt
tttecectttte
tcegtgagec

gcagtggatg
ctatgtgtcet
cactcagctg
cggctcgtgg
ctggctccag
tgggtacaag
acagatcacc
taacacgtgg
cececggegeca
tacgcgggty
gtgtcaggtt
cgctccageg
atacctggtt
catgctcacc
atctcccecce
aacatgcact
gcggcaggag
ggactcttte
gatcctgegg
caaccctcca
gtgtccattg
tgtcetgtcea
cagctcegaa
cgacgacggce
ggagccgggyg
tgaggacgtc
cgctgcggag
caacttggtce
tgacagactg
ggcgtccaca
acattcggcce
ggccgttaac
tgacaccacc
caagccagct
cctttacgat
atactctcct
tatgggcette
tgttgaggag
gtcgctcaca
cggctatcgce
atgttatttg
cgtatgcgga
gagcctacgg
caaaccagaa
cgatgcatct
ggctgcgtgy
gtatgcgccc
agctcaggaa
tgagccactt
ccatagttac
accgcccecttg
ggg99999ag9g
caaactcact
ttacagcggg
gtgcctactc
gagctaaaca
tttttttttt
tttectttgg
gcttgactge

7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
2060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11076
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<210> 8
<211> 8001
<212> DNA

EP 1 043 399 B9 (W1B1)

<213> Hepatitis C Virus

<400> 8

gccageccece
tcttcacgeca
ccceecteee
gacgaccggyg
gcgagactge
gtgcttgcga
ctcaaagaaa
acgcaggtte
caatcggctyg
ttgtcaagac
cgtggetgge
gaagggactg
ctectgccga
cggctacctyg
tggaagccgg
ccgaactgtt
atggcgatgc
actgtggcecg
ttgctgaaga
ctceccgattc
cagaccacaa
aacgttactg
tccaccatat
acgagcattc
gtgaaggaag
tgcaggcagce
taagatacac
gaaagagtca
gtaccccatt
tcgaggttaa
cacgataata
tgcatcatca
gtctccaccg
tatcatggtg
accaatgtgg
ccatgcacct
gtgcgecgge
aagggctctt
gctgcegtgt
gaaaccacta
acattccagyg
gctgecgtatg
ctaggtttcg
gtaaggacca
gacggtggtt
gactcgacca
cgactcgtcg
atcgaggagyg
atcgagacca
gagctecgecg
gatgtatceog
acgggcttta
gtcgacttca
gtgtcacgct
gtgactccag
gacgcgggct
tacctaaaca
tttacaggcc
aacttcccct

gattgggggc
dgaaagcgtct
gggagagcca
tcetttcettg
tagccgagta
gtgcecececggg
aaccaaacgt
tceggecget
ctetgatgece
cgacctgtcce
cacgacgggc
gctgctattg
gaaagtatcc
cccattcgac
tcttgtcegat
cgccaggctc
ctgcttgceg
gctgggtgty
gcttggegge
gcagcgcatc
cggtttcect
gccgaagcecg
tgccgtettt
ctaggggtct
cagttcctct
ggaacccccee
ctgcaaaggc
aatggctctce
gtatgggatc
aaaacgtcta
ccatggcgcec
ctagcctcac
caacacaatc
ccggctcaaa
accaggacct
gcggcagctce
ggggcgacag
cgggcggtece
gcacccgagg
tgcggtcecce
tggcccatct
cagcccaagqg
gggcgtatat
tcaccacggg
gctctggggg
ctatcctggg
tgctcgecac
tggctctgte
tcaagggggy
cgaagctgtce
tcataccaac
ccggtgactt
gcctggacece
cgcagcggceg
gagaacggce
gtgcttggta
caccagggtt
tcacccacat
acctggtage

gacactccac
agccatggeg
tagtggtctg
gatcaacccg
gtgttgggtc
aggtctcgta
aacaccaacg
tgggtggaga
gecgtgttee
ggtgcectga
gttecttgceg
ggcgaagtgce
atcatggctg
caccaagcga
caggatgatc
aaggcgcgca
aatatcatgg
gcggaccgcet
gaatgggctyg
gccttctatce
ctagcgggat
cttggaataa
tggcaatgtg
ttcecectete
ggaagcttct
acctggcgac
ggcacaaccc
ctcaagcgta
tgatctgggg
ggceccecega
tattacggcce
aggecgggac
tttectggeg
gacccttgee
cgtcggetgy
ggacctttac
cagggggagc
actgctctgce
ggttgcgaag
ggtcttcacg
acacgcccct
gtataaggtg
gtctaaggca
tgcccecatce
cgcctatgac
catcggcaca
cgctacgect
cagcactgga
gaggcacctce
cggectegga
tagcggagac
cgactcagtg
gaccttcacce
aggcaggact
ctcgggcatg
cgagctcacg
gceegtetge
agacgcccat
ataccaggct

catagatcac
ttagtatgag
cggaaccggt
ctcaatgecet
gcgaaaggec
gaccgtgcac
ggcgcgecat
ggctattcgg
ggctgtcagce
atgaactgca
cagctgtgcet
cggggcagga
atgcaatgcg
aacatcgcat
tggacgaaga
tgcccgacgg
tggaaaatgg
atcaggacat
accgettect
gccttcecttga
caattccgee
ggceggtgty
agggcccgga
gccaaaggaa
tgaagacaaa
aggtgcctct
cagtgccacg
ttcaacaagg
cctcggtgea
accacgggga
tactcccaac
aggaaccagg
acctgcgtca
ggcccaaagg
caagcgcccec
ttggtcacga
ctactctccce
ccetegggge
gcggtggact
gacaactcgt
actggtagceg
cttgtcctga
catggtatcg
acgtactcca
atcataatat
gtcctggacce
ccgggatcegg
gaaatcccct
attttctgec
ctcaatgctg
gtcattgteg
atcgactgca
attgagacga
ggtaggggca
ttcgattect
cccgccgaga
caggaccatc
ttcttgtece
acggtgtgcg
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tccectgtga
tgtcgtgcag
gagtacaccg
ggagatttgg
ttgtggtact
catgagcacg
gattgaacaa
ctatgactgg
gcaggggcege
ggacgaggca
cgacgttgtc
tctcctgtcea
gcggctgeat
cgagcgagca
gcatcagggyg
cgaggatctc
ccgettttct
agcgttggcet
cgtgctttac
cgagttcttc
cctctececete
cgtttgtcta
aacctggccc
tgcaaggtct
caacgtctgt
gcggccaaaa
ttgtgagttg
ggctgaagga
catgctttac
cgtggttttc
agacgcgagg
tcgaggggga
atggcgtgtg
gcccaatcac
ccggggcgeyg
ggcatgccga
ccaggccegt
acgctgtggg
ttgtacccgt
ccecteegge
gcaagagcac
acccgtecgt
accctaacat
cctatggcaa
gtgatgagtg
aagcggagac
tcaccgtgee
tttatggcaa
attccaagaa
tagcatatta
tagcaacgga
atacatgtgt
cgaccgtgece
ggatgggcat
cggttctgtg
cctcagttag
tggagttctg
agactaagca
ccagggctca

ggaactactg
cctccaggac
gaattgccag
gcgtgecece
gcctgatagg
aatcctaaac
gatggattgc
gcacaacaga
ccggttettt
gcgcggctat
actgaagecgg
tctcaccttg
acgcttgatc
cgtactcgga
ctcgcgecag
gtcgtgacce
ggattcatcg
acccgtgata
ggtatcgccg
tgagtttaaa
ccccececcet
tatgttattt
tgtcttcttg
gttgaatgtce
agcgaccctt
gccacgtgta
gatagttgtg
tgcccagaag
atgtgtttag
ctttgaaaaa
cctacttgge
ggtccaagtg
ttggactgtc
ccaaatgtac
tteccttgaca
tgtcattcecg
ctcctacttg
catctttecgg
cgagtctatg
cgtaccgcag
taaggtgcceg
cgccgceace
cagaatcggg
gtttcttgee
ccactcaact
ggctggageyg
acatccaaac
agccatccee
gaaatgtgat
ccggggectt
cgctctaatg
cacccagaca
acaagacgeqg
ttacaggttt
cgagtgctat
gttgcggget
ggagagcgtce
ggcaggagac
ggctccacct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
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ccategtggg
acgcccctge
accaaataca
ctggtaggcyg
attgtgggeca
taccgggagt
atgcagctcg
caagcggagyg
gcgaagcata
cctggcaacc
accacccaac
cctececageg
ataggccttg
gcgetegtygg
ctactecectg
ctgcgtcggce
ttegettege
gcacgtgtca
cagtggatca
gattggatat
cgattgecgg
gacggcatca
ggttccatga
attaacgcegt
ctgtggcggg
gtgacgggca
ttcacagaag
cgggaggagyg
tgcgagececg
acggcggaga
tcagctagcece
ccggacgetg
acccgegtag
gaggaggatg
cctcgagega
aaggacccgg
cctcecgatac
tctgcettgg
agcggcacgg
gttgagtcgt
gacgggtctt
tcctacacat
atcaatgcac
cgcagcgcaa
cactaccggg
ctatccgtygyg
tatggggcaa
tggaaggact
gaggttttct
ccagatttgg
cctcaggecg
ttcctggtga
tgttttgact
tgtgacttgg
gggggccccee
ggtgtactga
tgtcgagctg
atctgtgaaa
atgactagat
ataacatcat
tatctcaccc
actccagtca
atgatcctga
ctagattgtc
attcaacgac
aatagggtgg

accaaatgtg
tgtataggcet
tcatggecatg
gagtcctage
ggatcatctt
tcgatgagat
ccgaacaatt
ctgctgetcece
tgtggaattt
ccgcegatagce
ataccctect
ctgettetge
ggaaggtgcet
cctttaaggt
ctatcctcte
acgtgggccc
ggggtaacca
ctcagatcct
acgaggactg
gcacggtgtt
gagtccectt
tgcaaaccac
ggatcgtggg
acaccacggg
tggctgctga
tgaccactga
tggatggggt
tcacattecct
aaccggatgt
cggctaagceg
agctgtctge
acctcatcga
agtcagaaaa
agagggaagt
tgcccatatg
actacgtccc
caccttcacg
cggagctcgce
caacggcecte
actcctccat
ggtctacegt
ggacaggcgce
tgagcaactc
gcectgcggea
acgtgctcaa
aggaagcctg
aggacgtccg
tgctggaaga
gcgtccaacc
gggttcgtgt
tgatgggctc
atgcctggaa
caacggtcac
ccececegaage
tgactaattc
cgaccagctg
cgaagctcca
gcgceggggac
actctgccce
gctectcecaa
gtgaccccac
attcctggct
tgactcattt
agatctacgg
tccatggect
cttcatgect

EP 1 043 399 B9 (W1B1)

gaagtgtctc
gggagcegtt
catgtecgget
agctctggece
gtccggaaag
ggaagagtgc
caaacagaag
cgtggtggaa
catcagcggg
atcactgatg
gtttaacatc
tttegtagge
tgtggatatt
catgagcggce
ccetggegece
aggggagggg
cgtctecece
ctctagtett
ctccacgeca
gactgattte
cttctcatgt
ctgcccatgt
gcctaggacc
cccetgecacyg
ggagtacgtg
cgacgtaaag
gcggttgcecac
ggtcgggete
agcagtgcte
taggctggece
geettecttg
ggccaaccte
taaggtagta
atccgtteceg
ggcacgcceg
tcecagtggta
gaggaagagg
cacagagacc
tcctgaceag
gcceccectt
aagcgaggag
cctgatcacg
tttgctcecegt
gaagaaggtc
ggagatgaag
taagctgacg
gaacctatcc
cactgagaca
agagaagggg
gtgcgagaaa
ttcatacgga
agcgaagaaa
tgagaatgac
cagacaggcc
taaagggcag
cggtaatacc
ggactgcacyg
ccaagaggac
ccctggggac
tgtgtcagtce
caccccectt
aggcaacatc
cttctccatce
ggcctgttac
tagcgcattt
caggaaactt

atacggctaa
caaaacgagg
gacctggagyg
gcgtattgcee
ccggccatceca
gcctcacacce
gcaatcgggt
tccaagtggce
atacaatatt
gcattcacag
ctggggggat
gecggeatceg
ttggcaggtt
gagatgccct
ctagtegtcg
getgtgeagt
acgcactatg
accatcactc
tgctccgget
aagacctggce
caacgtgggt
ggggcacaga
tgtagtaaca
ccctececegg
gaggttacgce
tgccegtgte
aggtacgctce
aatcaatacc
acttccatgce
aggggatctce
aaggcaacat
ctgtggegge
attttggact
gcggagatcc
gattacaacc
cacgggtgtce
acggttgtce
ttcggcagcet
cccteecgacg
gagggggagce
gctagtgagg
ccatgcgcetg
caccacaact
acctttgaca
gcgaaggegt
ccecccacatt
agcaaggccyg
ccaattgaca
ggccgcaagce
atggcccttt
ttccaatact
tgcectatgg
atccgtgttg
ataaggtcge
aactgcgget
ctcacatgtt
atgctcgtat
gaggcgagcce
ccgecccaaac
gcgcacgatg
gcgegggetg
atcatgtatg
cttctagctce
tccattgage
tcactccata
ggggtaccgce
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agcctacgcet
ttactaccac
tcgtcacgag
tgacaacagg
ttceccgacag
tccecttacat
tgctgcaaac
ggaccatcga
tagcaggctt
cctctatcac
gggtggeege
ctggagcgge
atggagcagg
ccaccgagga
gggtcgtgtg
ggatgaaccg
tgcctgagag
agctgctgaa
cgtggctaag
tccagtccaa
acaagggagt
tcaccggaca
cgtggcatgg
cgccaaatta
gggtggggga
aggttcegge
cagcgtgcaa
tggttgggtc
tcaccgacce
ctcecccectt
gcactacccg
aggagatggg
ctttegagee
tgcggaggte
cteccactgtt
cattgccgece
tgtcagaatc
ccgaatcgtc
acggcgacgce
cgggggatcc
acgtcgtctg
cggaggaaac
tggtctatgce
gactgcaggt
ccacagttaa
cggccagatce
ttaaccacat
ccaccatcat
cagctcgcect
acgatgtggt
ctcectggaca
gcttcgcecata
aggagtcaat
tcacagagcg
atcgceggtg
acttgaaggc
gcggagacga
tacgggectt
cagaatacga
catctggcaa
cgtgggagac
cgcccacctt
aggaacaact
cacttgacct
gttactctcce
ccttgegagt

gcacgggcca
acaccccata
cacctgggtg
cagcgtggtce
ggaagtcctt
cgaacaggga
agccaccaag
agccttetgg
gtccactctg
cagcccgcete
ccaacttgcet
tgttggcage
ggtggcaggc
cctggttaac
cgcagcgata
gctgatagcg
cgacgctgca
gaggcttcac
agatgtttgg
gctecetgeeg
ctggcgggge
tgtgaaaaac
aacattcccce
ttctagggcg
tttccactac
cceccgaattce
acccctcecta
acagctccca
ctcccacatt
ggccagctceca
tcatgactce
cgggaacatc
gctccaagceg
caggaaattc
agagtcctgg
tgccaaggec
taccgtgtct
ggccgtcgac
gggatccgac
cgatctecage
ctgctcgatg
caagctgccecce
tacaacatct
cctggacgac
ggctaaactt
taaatttggce
ccgctecgtyg
ggcaaaaaat
tatcgtattc
ctecaccctc
gcgggtcgag
tgacacccge
ctaccaatgt
gctttacate
ccgegcegage
cgetgcggee
ccttgtegtt
cacggaggct
cttggagttg
aagggtgtac
agctagacac
gtgggcaagg
tgaaaaagcc
acctcagatce
aggtgagatc
ctggagacat

3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
43820
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
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cgggccagaa
aagtacctct
tcccagttgg
agcctgtcete
gtaggcatct
ccatcctgtt
ttttctectt
cctagtcacg
tggcctcetct

gtgtcegege
tcaactgggc
atttatccag
gtgcccgacce
atctactccc
tttttccett
tttttttect
gctagctgtg
gcagatcaag

EP 1 043 399 B9 (W1B1)

taggctactg
agtaaggacc
ctggttcgtt
ccgcectggttc
caaccgatga
ttttetttte
ctttttttcece
aaaggtccgt
t

tcccaggggg
aagctcaaac

gctggttaca
atgtggtgece
acggggagct
ttttettett
ttttctttee
gagccgcettg
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ggagggctge
tcactccaat
gcgggggaga
tactcctact
aaacactcca
tttetetttt
tttggtggcet
actgcagaga

cacttgtggc
cceggetgceg
catatatcac
ttctgtaggg
ggccaatagg
tttttttttt
ccatcttagce
gtgctgatac

7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8001
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<210> 9

<211> 11076

<212> DNA

EP 1 043 399 B9 (W1B1)

<213> Hepatitis C Virus

<400> 9

gccagceocecce
tcttcacgea
ccececectecee
gacgaccggg
gcgagactge
gtgcttgcga
ctcaaagaaa
acgcaggttc
caatcggcetg
ttgtcaagac
cgtggctgge
gaagggactg
ctcctgecga
cggctacctg
tggaagccgg
ccgaactgtt
atggcgatgce
actgtggccg
ttgctgaaga
ctccegatte
cagaccacaa
aacgttactg
tccaccatat
acgagcattc
gtgaaggaag
tgcaggcagc
taagatacac
gaaagagtca
gtaccccatt
tcgaggttaa
cacgataata
cgeegeccac
ttgccgegea
caacctcgtg
gctcagceceg
ctcectgtceac
cgcaatttgg
attcecgeteg
gttetggagg
tteccttttgg
gtatccggag
gcggacatga
cgctgctggyg
acgatacgac
gtgggagatc
cggcacgaga
cgtatggcett
ttactccgga
gcgggecttyg
ctctttgecg
ctcgggatta
aacggcagct
ttcettgetyg
gccagctgcea
tcacacagct
gtacccgegyg
gggacgaccg
ctgcttctta
agcactgggt

gattgggggce
gaaagcgtct
gggagagcca
tcctttcttg
tagccgagta
gtgcceceggg
aaccaaacgt
tcecggecget
ctectgatgece
cgacctgtcce
cacgacgggc
gctgctattg
gaaagtatcc
cccattcgac
tcttgtegat
cgccaggctc
ctgcttgecg
gctgggtgtg
gcttggegge
gcagcgcatc
cggtttcect
gccgaagcecg
tgcecgtettt
ctaggggtct
cagttcctct
ggaacccece
ctgcaaaggc
aatggctctc
gtatgggatc
aaaacgtcta
ccatgggcac
aggacgtcaa
ggggcccecag
gaaggcgaca
ggtacccctg
ccegtggete
gtaaggtcat
tcggegeccece
acggcgtgaa
ctttgctgtce
tgtaccatgt
tcatgcatac
tagcgctcac
gccatgtcga
tctgecggatc
cagtacagga
gggatatgat
tcecacaage
cctactattc
gcgttgacgg
cgtccctett
ggcacatcaa
cgctgttcta
gccccatega
cggaccagag
cgcaggtgtg
accggttegg
acaacacgcg
tcaccaagac

gacactccac
agccatggcg
tagtggtctg
gatcaacccg
gtgttgggtc
aggtctcgta
aacaccaacg
tgggtggaga
gccgtgttece
ggtgccctga
gttcettgceg
ggcgaagtge
atcatggctg
caccaagcga
caggatgatc
aaggcgcgca
aatatcatgg
gcggaccegcet
gaatgggctyg
gccttctate
ctagcgggat
cttggaataa
tggcaatgtg
ttcecectete
ggaagcttct
acctggcgac
ggcacaaccc
ctcaagcgta
tgatctgggg
ggcceeccga
gaatcctaaa
gttcccggge
gttgggtgtg
acctatcccec
gccectetat
tcggcctagt
cgatacccte
cctagggggce
ctatgcaaca
ctgtttgacc
cacgaacgac
cceecgggtge
tcccacgete
tttgctegtt
tgttttecte
ctgcaattgce
gatgaactgg
tgtecgtggat
catggtgggyg
gggaacctat
ttcacececggg
caggactgcc
cgtgcacaag
cgcgtteget
gccttattgt
tggtccagtg
cgtecctacg
gccgccgcecaa
gtgcgggggc

catagatcac
ttagtatgag
cggaaccggt
ctcaatgcct
gcgaaaggcc
gaccgtgcac
ggcgegecat
ggctattcegg
ggctgtecagce
atgaactgca
cagctgtgcet
cggggcagga
atgcaatgeg
aacatcgcat
tggacgaaga
tgcccgacgg
tggaaaatgg
atcaggacat
accgcttect
gccttettga
caattcegece
ggccggtgtg
agggcccgga
gccaaaggaa
tgaagacaaa
aggtgcctct
cagtgccacg
ttcaacaagg
ccteggtgcea
accacgggga
cctcaaagaa
ggtggtcaga
cgcgcgacta
aaggctcgce
ggcaatgagg
tggggcceccca
acgtgcgget
gctgcecaggg
gggaatctgce
atcccagcett
tgctccaacg
gtgccetgeg
gcggccagga
ggggcggcetg
gtecgeecage
tcaatatatc
tcacctacag
atggtggcegg
aactgggcta
gtgacagggg
tcatcccaga
ctgaactgca
ttcaactecat
caggggtggg
tggcactacg
tactgcttca
tacagttggg
ggcaactggt
cceecegtgta
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tcecectgtga
tgtcgtgcag
gagtacaccg
ggagatttgg
ttgtggtact
catgagcacg
gattgaacaa
ctatgactgg
gcaggggcgce
ggacgaggca
cgacgttgtc
tctectgtcea
gcggcectgcecat
cgagcgagca
gcatcaggygyg
cgaggatctc
ccgettttet
agcgttggct
cgtgctttac
cgagttcttc
ccteteecte
cgtttgtcta
aacctggccce
tgcaaggtct
caacgtctgt
gcggccaaaa
ttgtgagttyg
ggctgaagga
catgctttac
cgtggtttte
aaaccaaacg
tegteggtyag
ggaagacttc
agcccgaggg
gcttggggtg
cggacccecg
tcgecgatet
cectggegcea
ccggttgete
ccgettatga
caagcattgt
ttcgggagaa
acgctagcgt
ctctetgete
tgttcacctt
ccggecacgt
cagccctagt
gggcccattg
aggttectgat
ggacgatgge
aaatccagcect
atgactccct
ctggatgcce
ggcccatcac
caccccggcec
ccccaagcce
gggagaatga
ttggctgtac
acatcggggyg

ggaactactg
cctccaggac
gaattgccag
gcgtgecccecce
gcctgatagg
aatcctaaac
gatggattgce
gcacaacaga
ccggttettt
gcgcggctat
actgaagcgg
tctcaccttg
acgcttgate
cgtactcgga
ctcgcgecag
gtcgtgaccce
ggattcateg
acccgtgata
ggtatecgceg
tgagtttaaa
cceeeccect
tatgttattt
tgtcttcttg
gttgaatgte
agcgaccctt
gccacgtgta
gatagttgtg
tgcccagaag
atgtgtttag
ctttgaaaaa
taacaccaac
agtttacctg
cgagcggtceg
tagggcctgg
ggcaggatgg
gcgtaggtcg
catggggtac
tggcgtecgg
cttttctatc
agtgcgcaac
gtatgaggca
caactcctce
ccecactacg
cgctatgtac
ctegectege
gacaggtcac
ggtatcgcag
gggagtccta
tgtgatgcta
caaaaacacc
tgtaaacacc
caacactggg
agagcgcatg
ttacaatgag
gtgcggtatc
tgtcgtggtyg
gacggacgtg
atggatgaat
gatcggcaat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
15690
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
35490
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aaaaccttga
tgtggttcgg
cactacccct
gagcacaggce
agggacagat
tgttccttca
gtggacgtac
gagtatgtce
atgatgctge
gcatcecgtgg
tacatcaagg
ctcetgetee
tcgtgcggag
ctgtteccteg
ttgcaagtgt
acgtgcgcga
ggtccactca
gggctcatte
gctctcatga
cgggactggg
tctgatatgg
atcttgggece
agccttgaag
cgaggcctac
ggggaggtce
gtgtgttgga
atcacccaaa
gcgegtteet
gccgatgtcea
ccegtctect
gtgggcatct
cccgtcecgagt
ccggecgtac
agcactaagg
tcecgtegeceg
aacatcagaa
ggcaagtttc
gagtgccact
gagacggctg
gtgccacatc
ggcaaagcca
aagaagaaat
tattaccggg
acggacgctc
tgtgtcaccce
gtgccacaag
ggcatttaca
ctgtgcgagt
gttaggttgce
ttctgggaga
aagcaggcag
gctcaggcte
acgctgcacg
accacacacc
acgagcacct
acaggcagcg
gacagggaag
tacatcygaac
caaacagcca
atcgaagcct
ggcttgtcca
atcaccagcc
gccgeccaac
gcggetgttg
gcaggggtgg
gaggacctgg

cctgecccac
ggccttggtt
gcactgtcaa
tcgaagcecge
cagagcttag
ccaccctacc
aatacctgta
tgttgectett
tgatagctca
ccggggegea
gcaggctggt
tgctggegtt
gcgeggtttt
ctaggctcat
ggatccccecece
tccacccaga
tggtgcteeca
gtgecatgcat
agttggecgce
cccacgcgygg
agaccaaggt
tgcececgtete
ggcaggggtyg
ttggctgeat
aagtggtcte
ctgtctatca
tgtacaccaa
tgacaccatg
ttccggtgeg
acttgaaggg
ttcegggctge
ctatggaaac
cgcagacatt
tgeceggcetge
ccaccctagg
tecggggtaag
ttgcecgacgg
caactgactc
gagcgcgact
caaacatcga
tcecccatcga
gtgatgagct
gccttgatgt
taatgacggg
agacagtcga
acgcggtgte
ggtttgtgac
gctatgacge
gggcttacct
gcgtctttac
gagacaactt
cacctccatce
ggccaacgce
ccataaccaa
gggtgctggt
tggtcattgt
tcctttaccg
agggaatgca
ccaagcaagc
tctgggcgaa
ctctgectgg
cgctcaccac
ttgctecctcee
gcagcatagg
caggcgecgcet
ttaacctact
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ggactgcttc
gacacccaga
ctttaccatc
atgcaattgg
ccegetgetg
ggctctgtece
cggtataggg
ccttettetg
agctgaggec
tggcattctce
ccectggggeg
accaccacga
cgtaggtctg
atggtggtta
cctcaacgtt
gctaatcttt
ggcktggtata
gctggtgcgyg
actgacaggt
cctacgagac
tatcacctag
cgccegcagyg
gcgactecctc
catcactagc
caccgcaaca
tggtgecgge
tgtggaccag
cacctgecgge
ccggegggygce
ctctteggge
cgtgtgcacce
cactatgcgg
ccaggtggcce
gtatgcagce
tttcggggcyg
gaccatcacc
tggttgcetet
gaccactatc
cgtegtgcetce
ggaggtgget
gaccatcaag
cgccgcgaag
atccgtcata
ctttaccggt
cttcagcctyg
acgctcgcag
tccaggagaa
gggctgtget
aaacacacca
aggcctcacc
cccctacctg
gtgggaccaa
cctgctgtat
atacatcatg
aggcggagtce
gggcaggatc
ggagttcgat
gctcgccgaa
ggaggctgcet
gcatatgtgg
caaccccgcg
ccaacatacc
cagcgctget
ccttgggaag
cgtggccttt
ccctgctate

cggaagcacc
tgcttggtcc
ttcaaggtta
actcgaggag
ctgtctacaa
actggtttga
tecggeggttg
gcggacgege
gccctagaga
tcecttecteg
gcatatgccce
gcatacgcca
atactcttga
caatatttta
¢gggggggcec
accatcacca
accaaagtgc
aaggttgctg
acgtacgttt
cttgcggtgg
ggggcagaca
gggagggaga
gcgectatta
ctcacaggcec
caatctttce
tcaaagaccc
gacctcgtcg
agctcggacc
gacagcaggg
ggtccactge
cgaggggttg
tccceggtet
catctacacg
caagggtata
tatatgtcta
acgggtgece
gggggcgect
ctgggcatcg
gccaccgcta
ctgtccageca
ggggggaggc
ctgtccggec
ccaactagcg
gacttcgact
gacccgacct
cggcgaggca
cggccectegg
tggtacgagce
gggttgceeg
cacatagacg
gtagcatacc
atgtggaagt
aggctgggag
gcatgcatgt
ctagcagctc
atcttgtccg
gagatggaag
caattcaaac
gctceegtgg
aatttcatca
atagcatcac
ctcctgttta
tctgcttteg
gtgcttgtgg
aaggtcatga
ctctcecectg
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ccgaggccac
actacccata
ggatgtacgt
agcgttgtaa
cggagtggca
tccatctcea
tctectttge
gcgtetgtge
acctggtggt
tgttcttctg
tctacggcgt
tggaccggga
ccttgtcacc
tcaccagggce
gcgatgccgt
aaatcttget
cgtacttcgt
ggggtcatta
atgaccatct
cagttgagce
ccgeggegtyg
tacatctggg
cggcctacte
gggacaggaa
tggcgacctg
ttgececggecce
gctggcaagce
tttacttggt
ggagcctact
tctgccectce
cgaaggcggt
tcacggacaa
cccctactgg
aggtgcttgt
aggcacatgg
ccatcacgta
atgacatcat
gcacagtcct
cgcctecggyg
ctggagaaat
acctcatttt
tcggactcaa
gagacgtcat
cagtgatcga
tcaccattga
ggactggtag
gcatgttcga
tcacgcccge
tctgeccagga
cccatttett
aggctacggt
gtctcatacg
ccgttcaaaa
cggctgacct
tggccgcegta
gaaagccggce
agtgcgectce
agaaggcaat
tggaatccaa
gcgggataca
tgatggcatt
acatcctggg
taggcgecgg
atattttggc
gcggcgagat
gcgccctagt

ttacaccaag
caggctttgg
ggg9gggagty
cctggaggac
ggtattgccc
tcagaacgtce
aatcaaatgg
ctgcttgtgg
cctcaacgcg
tgctgectgg
atggeccgceta
gatggcagca
gcactataag
cgaggcacac
catcctectc
cgccatactce
gcgcgcacac
tgtccaaatg
caccccactg
cgtegtctte
tggggacatc
accggcagac
ccaacagacg
ccaggtcgag
cgtcaatggce
aaagggccca
gccceeeggyg
cacgaggcat
ctcccecagg
ggggcacgct
ggactttgta
ctcgteccect
tagcggcaag
cctgaacccy
tatcgaccct
ctccacctat
aatatgtgat
ggaccaagcg
atcggtcacc
cccettttat
ctgccattce
tgctgtagca
tgtcgtagca
ctgcaataca
gacgacgacc
gggcaggatg
ttcecteggtt
cgagacctca
ccatctggag
gtcccagact
gtgcgceccagg
gctaaagcct
cgaggttact
ggaggtcgte
ttgcctgaca
catcattcce
acacctccct
cgggttgetyg
gtggcggace
atatttagca
cacagcctct
gggatgggtyg
catcgcetgga
aggttatgga
gccctecace

cgtcggggte

3600
3660
3720
3780
3840
3800
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

gtgtgecgcag
aaccggctga
gagagcgacyg
ctgaagaggc
ctaagagatg
tccaagctce
ggagtctggce
ggacatgtga
catggaacat
aattattcta
ggggatttcc
ccggececcyg
tgcaaacccc
gggtcacagc
gaccecctecee
ccettggeca
acccgtcatg
atgggcggga
gagccgctcece
aggtccagga
ctgttagagt
ccgcctgcecca
gaatctaccg
tcgteggeeg
gacgcgggat
gatcccgatce
gtectgetgcet
gaaaccaagc
tatgctacaa
caggtcctgyg
gttaaggcta
agatctaaat
cacatccget
atcatggcaa
cgccttatcg
gtggtctcca
ggacagcggyg
gcatatgaca
tcaatctacc
gagcggettt
cggtgcecgeyg
aaggccgcetg
gacgaccttg
gccttcacgg
tacgacttgg
ggcaaaaggg
gagacagcta
accttgtggg
caacttgaaa
gacctaccte
teteccaggtyg
cgagtctgga
gctgeccactt
ccaatcccgg
ggagacatat
ctactttctg
ctccaggcca
ttttttttet
tggctccatc
agagagtgct

cgatactgceg
tagcgttcge
ctgcagcacg
ttcaccagtg
tttgggattg
tgccgcgatt
ggggcgacgg
aaaacggttc
tcecccattaa
gggcgetgtg
actacgtgac
aattcttcac
tcctacggga
tceccatgega
acattacggc
gctcatcage
actcceccgga
acatcacccg
aagcggagga
aattcccteg
cctggaagga
aggcccctcee
tgtcttcectge
tcgacagegg
ccgacgttga
tcagcgacgg
cgatgtccta
tgcccatcaa
catctcgcecag
acgaccacta
aacttctatc
ttggctatgg
ccgtgtggaa
aaaatgaggt
tattcccaga
cceteectea
tcgagttcect
ccegetgttt
aatgttgtga
acatcggggy
cgagcggtgt
cggcctgteg
tcgttatetyg
aggctatgac
agttgataac
tgtactatct
gacacactcc
caaggatgat
aagccctaga
agatcattca
agatcaatag
gacatcgggce
gtggcaagta
ctgcgtccca
atcacagcct
taggggtagg
ataggccatc
ttttttttee
ttagccctag
gatactggcce
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tcggeacgtyg
ttcgeggggt
tgtcactcag
gatcaacgag
gatatgcacg
gcegggagte
catcatgcaa
catgaggatc
cgcgtacacc
gegggtgget
gggcatgacc
agaagtggat
ggaggtcaca
gcccgaaccg
ggagacggct
tagccagcetg
cgctgaccte
cgtggagtca
ggatgagagg
agcgatgccece
cccggactac
gataccacct
cttggcggag
cacggcaacg
gtcgtactcc
gtcttggtet
cacatggaca
tgcactgagce
cgcaagcctg
ccgggacgtg
cgtggaggaa
ggcaaaggac
ggacttgctg
tttctgegte
tttgggggtt
ggcegtgatg
ggtgaatgcc
tgactcaacg
cttggcececce
cccectgact
actgacgacc
agctgcgaag
tgaaagcgcg
tagatactct
atcatgctcce
cacccgtgac
agtcaattcc
cctgatgact
ttgtcagatc
acgactccat
ggtggcttceca
cagaagtgtce
cctcttceaac
gttggattta
gtctegtgece
catctatcta
ctgttttttt
tcettttttt
tcacggctag
tctetgecaga

ggcccagggyg
aaccacgtcet
atcctctcta
gactgctcca
gtgttgactg
cccttettet
accacctgcc
gtggggccta
acgggcccct
gctgaggagt
actgacgacg
ggggtgcggt
ttectggtceg
gatgtagcag
aagcgtaggce
tctgegectt
atcgaggcca
gaaaataagg
gaagtatccg
atatgggcac
gteccctecag
tcacggagga
ctcgccacag
gcctetectg
tccatgeece
accgtaageg
ggcgccctga
aactctttge
cggcagaaga
ctcaaggaga
gcctgtaage
gtccggaacc
gaagacactg
caaccagaga
cgtgtgtgceg
ggctcttcat
tggaaagcga
gtcactgaga
gaagccagac
aattctaaag
agctgcggta
ctccaggact
gggacccaag
gccceeectyg
tccaatgtgt
cccaccacce
tggctaggca
catttcttct
tacggggect
ggccttageg
tgcctcagga
cgcgctagge
tgggcagtaa
tcecagetggt
cgaccceget
ctececcaacce
ccecttttttt
ttcctetttt
ctgtgaaagg
tcaagt
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agggggctgt
ccecccacgea
gtcttaccat
cgcecatgcetce
atttcaagac
catgtcaacg
catgtggggc
ggacctgtag
gcacgcccte
acgtggaggt
taaagtgcce
tgcacaggta
ggctcaatca
tgctcactte
tggccagggyg
cecttgaagge
acctcctgtg
tagtaatttt
ttceggegga
gccecggatta
tggtacacgg
agaggacggt
agaccttegg
accagccctce
ccettgaggg
aggaggctag
tcacgccatg
tccgtecacca
aggtcacctt
tgaaggcgaa
tgacgcecce
tatccagcaa
agacaccaat
aggggggccyg
agaaaatggc
acggattcca
agaaatgccc
atgacatccg
aggccataag
ggcagaactg
ataccctcac
gcacgatgct
aggacgaggc
gggacccgece
cagtcgcegcea
cccttgegeg
acatcatcat
ccatccttct
gttactccat
cattttcact
aacttggggt
tactgtccca
ggaccaagct
tcgttgetgg
ggttcatgtg
gatgaacggg
ttttettttt
tttectttte
tcegtgagee

gcagtggatyg
ctatgtgcect
cactcagctg
cggctegtgg
ctggctcceag
tgggtacaag
acagatcacc
taacacgtgg
ccecggcgceca
tacgcgggtyg
gtgtcaggtt
cgctcecageg
atacctggtt
catgctcacc
atctcectcce
aacatgcact
gcggcaggag
ggactctttce
gatcctgcgg
caaccctcca
gtgtccattg
tgtectgtca
cagctccgaa
cgacgacggce
ggagccgggg
tgaggacgtc
cgctgcggag
caacttggtc
tgacagactg
ggcgtccaca
acattcggcce
ggccgttaac
tgacaccacc
caagccagct
cctttacgat
atactctect
tatgggctte
tgttgaggag
gtcgcectcecaca
cggctatcge
atgttacttg
cgtatgcgga
gagcctacgg
caaaccagaa
cgatgcatct
ggctgegtgg
gtatgcgecce
agctcaggaa
tgagccactt
ccatagttac
accgecccttg
9999999ag9
caaactcact
ttacagcggg
gtgcctacte
gagctaaaca
ttttettett
tttectttgg
gcttgactgce

7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
109260
10980
11040
11076
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<210> 10
<211> 8001
<212> DNA

EP 1 043 399 B9 (W1B1)

<213> Hepatitis C Virus

<400> 10

gccagcccecce
tcttcacgeca
ccceeceteee

.gacgaccggg

gcgagactgce
gtgcttgcega
ctcaaagaaa
acgcaggttc
caatcggcetg
ttgtcaagac
cgtggetgge
gaagggactg
ctecectgeega
cggctacctg
tggaagccgg
ccgaactgtt
atggcgatgce
actgtggccg
ttgctgaaga
ctcccgattce
cagaccacaa
aacgttactg
tccaccatat
acgagcatte
gtgaaggaag
tgcaggcagce
taagatacac
gaaagagtca
gtaccccatt
tcgaggttaa
cacgataata
tgcatcatca
gtctccaccg
tatcatggtg
accaatgtgg
ccatgcacct
gtgcgccgge
aagggctctt
gctgecegtgt
ggaaccacta
acattccagg
gctgecgtatg
ctaggtttcg
gtaaggacca
gacggtggtt
gactcgacca
cgactcgtcg
atcgaggagyg
atcgagacca
gagctcgeeg
gatotatccg
acgggcttta
gtcgacttca
gtgtcacget
gtgactccag
gacgcgggct
tacctaaaca
tttacaggcc
aacttcccct

gattgggggce
gaaagcgtct
gggagagcca
tectttettg
tagccgagta
gtgccecggg
aaccaaacgt
tceggecget
ctctgatgce
cgacctgtce
cacgacgggc
gctgctattg
gaaagtatcc
ccecattcgac
tettgtegat
cgccaggctce
ctgecttgecyg
gctgggtgtyg
gcttggegge
gcagcgcatce
cggttteect
gccgaagecg
tgcegtettt
ctaggggtct
cagttcctct
ggaacccccee
ctgcaaaggc
aatggctctc
gtatgggatc
aaaacgtcta
ccatggcgcece
ctagcctcac
caacacaatc
ccggctcaaa
accaggacct
gcggcagcetce
ggggcgacag
cgggcggtece
gcacccgagg
tgcggtecce
tggcccatct
caggccaagg
gggcgtatat
tcaccacggg
gctetggggg
ctatcctggg
tgctegecac
tggcetctgte
tcaagggggyg
cgaagctgtc
tcataccaac
ccggcgactt
gcctggacce
cgcagcggcg
gagaacggcc
gtgcttggta
caccagggtt
tcacccacat
acctggtage

gacactccac
agccatggcg
tagtggtctg
gatcaacccg
gtgttgggtc
aggtctcgta
aacaccaacg
tgggtggaga
gcegtgttce
ggtgccctga
gttcecttgeg
ggcgaagtge
atcatggctg
caccaagcga
caggatgatc
aaggcgegca
aatatcatgg
gcggaccgcet
gaatgggctyg
gccttctate
ctagcgggat
cttggaataa
tggcaatgtg
ttccectete
ggaagcttct
acctggcgac
ggcacaaccce
ctcaagcgta
tgatctgggg
ggccecccga
tattacggcc
aggccgggac
tttcectggeg
gacccttgce
cgtcggetgg
ggacctttac
cagggggage
actgctctge
ggttgcgaag
ggtcttcacg
acacgccecct
gtataaggtg
gtctaaggca
tgcccecate
cgcctatgac
catcggcaca
cgctacgect
cagcactgga
gaggcacctce
cggcctcecgga
tagcggagac
cgactcagtg
gaccttcacc
aggcaggact
ctcgggcatg
cgagctcacg
gccegtetge
agacgcccat
ataccaggcet

catagatcac
ttagtatgag
cggaaccggt
ctcaatgcct
gcgaaaggcce
gaccgtgcac
ggcgegecat
ggctattcgg
ggctgtcagce
atgaactgca
cagctgtget
cggggcagga
atgcaatgceg
aacatcgcat
tggacgaaga
tgccegacgyg
tggaaaatgg
atcaggacat
accgcttcct
gccttettga
caattccgcece
ggecggtgtg
agggcccgga
gccaaaggaa
tgaagacaaa
aggtgcectct
cagtgccacg
ttcaacaagg
cctecggtgea
accacgggga
tactcccaac
aggaaccagqg
acctgcgtca
ggcccaaagg
caagcgeccce
ttggtcacga
ctactctccece
ccectegggge
gcggtggact
gacaactcgt
actggtageg
cttgtcctga
catggtatcg
acgtactcca
atcataatat
gtcctggacc
ccgggategg
gaaatcccct
attttctgcce
ctcaatgctg
gtcattgtceg
atcgactgca
attgagacga
ggtaggggca
ttcgattcct
ccecgeccgaga
caggaccatc
ttcttgtcce

acggtgtgcg
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teecectgtga
tgtcgtgceag
gagtacaccg
ggagatttgg
ttgtggtact
catgagcacg
gattgaacaa
ctatgactgg
gcaggggcege
ggacgaggca
cgacgttgtc
tctcctgtcea
gcggctgcat
cgagcgagca
gcatcagggg
cgaggatctc
ccgettttet
agcgttgget
cgtgctttac
cgagttcttce
cctecteeete
cgtttgtcta
aacctggccce
tgcaaggtct
caacgtctgt
gcggccaaaa
ttgtgagttg
ggctgaagga
catgctttac
cgtggttttc
agacgcgagg
tcgaggggga
atggcegtgtg
gcccaatcac
ccggggegeg
ggcatgcecga
ccaggccecgt
acgctgtggg
ttgtacccgt
ccecteegge
gcaagagcac
acccgteccgt
accctaacat
cctatggcaa
gtgatgagtg
aagcggagac
tcaccgtgec
tttatggcaa
attccaagaa
tagcatatta
tagcaacgga
atacatgtgt
cgaccgtgec
ggatgggcat
cggttctgtg
cctcagttag
tggagttctg
agactaagca
ccagggctca

ggaactactg
cctecaggac
gaattgccag
gcgtgcecce
gcectgatagg
aatcctaaac
gatggattgc
gcacaacaga
ccggttettt
gcgcggetat
actgaagcgg
tctcaccttg
acgcttgatc
cgtactcegga
ctegegecag
gtcgtgacce
ggattcatcg
acccgtgata
ggtatcgccg
tgagtttaaa
cccceecect
tatgttattt
tgtecttettg
gttgaatgtc
agcgaccctt
gccacgtgta
gatagttgtg
tgcccagaag
atgtgtttag
ctttgaaaaa
cctacttgge
ggtccaagtg
ttggactgtc
ccaaatgtac
ttecttgaca
tgtcattceg
ctecctacttg
catctttegg
cgagtctatg
cgtaccgcag
taaggtgcceg
cgeccgecace
cagaatcggg
gtttcttgee
ccactcaact
ggctggagcg
acatccaaac
agccatcccce
gaaatgtgat
ccggggectt
cgctctaatg
cacccagaca
acaagacgcg
ttacaggttt
cgagtgctat
gttgcgggct
ggagagcgtce
ggcaggagac
ggctccacct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
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ccategtggg
acgccectgce
accaaataca
ctggtaggcg
attgtgggca
taccgggagt
atgcagctcg
caagcggagyg
gcgaagcata
cctggcaacc
accacccaac
cctecccageg
ataggccttg
gcgetegtgg
ctactcectg
ctgcgtegge
ttecgettcge
gcacgagtca
cagtggatca
gattggatat
cgattgecegg
gacggcatca
ggttccatga
attaacgcgt
ctgtggcggyg
gtgacgggca
ttcacagaag
cgggaggagg
tgcgagcectg
acggcggaga
tcagctagcece
ceggacgctyg
acccgegtgg
gaggaggatg
cctecgagega
aaggacccgyg
cctcecegatac
tctgccttgg
agcggcacgg
gttgagtcgt
gacgggtctt
tcctacacat
atcaatgcac
cgcagcgcaa
cactaccggyg
ctatcecgtgg
tatggggcaa
tggaaggact
gaggttttct
ccagatttgg
cctcaggceg
ttcctggtga
tgttttgact
tgtgacttgg
gggggceccc
ggtgtactga
tgtcgagcectg
atctgtgaaa
atgactagat
ataacatcat
tatctcacce
actccagtca
atgatcctga
ctagattgtc
attcaacgac
aatagggtgg

accaaatgtg
tgtataggct
tcatggcatg
gagtcctage
ggatcatctt
tcgatgagat
ccgaacaatt
ctgctgetcece
tgtggaattt
ccgegatage
ataccctect
ctgcttctge
ggaaggtgct
cctttaaggt
ctatcctctce
acgtgggcece
ggggtaacca
ctcagatcct
acgaggactg
gcacggtgtt
gagtccectt
tgcaaaccac
ggatcgtggg
acaccacggg
taggtgctga
tgaccactga
tggatggggt
tcacattcct
agccggatgt
cggctaageg
agctgtctge
acctcatcga
agtcagaaaa
agaggggagt
tgcccatatg
actacgtccc
caccttcacg
cggagctege
caacggcctce
actcctccat
ggtctaccgt
ggacaggcgc
tgagcaactc
acctgcggca
acgtgctcaa
aggaagcctg
aggacgtccg
tgctggaaga
gcgtecaacce
gggttegtgt
tgatgggctc
atgcctggaa
caacggtcac
cccecgaage
tgactaattce
cgaccagctg
cgaagctcca
gcgecggggac
actctgcccc
gctcctecaa
gtgaccccac
attcctggcet
tgactcattt
agatctacgg
tcecatggect
cttcatgcect
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gaagtgtctc
gggagccgtt
catgtcggcet
agctctggece
gtccggaaag
ggaagagtgc
caaacagaag
cgtggtggaa
catcagcggg
atcactgatg
gtttaacatc
tttegtagge
tgtggatatt
catgagcggce
cectggegee
aggggaggyy
cgtcteccce
ctctagtctt
ctccacgcca
gactgatttc
cttctcatgt
ctgceccatgt
gcctaggacce
ccectgecacg
ggagtacgtg
caacgtaaag
gecggttgecac
ggtcgggcte
agcagtgctce
taggctggcce
gccttecttg
ggccaacctc
taaggtagta
atccgttecyg
ggcacgcceg
tccagtggta
gaggaagagg
cacagagacc
tcctgaccag
gcceccecctt
aagcgaggag
cctgatcacg
tttgctceccgt
gaagaaggtc
ggagatgaag
taagctgacg
gaacctatcc
cactgagaca
agagaaggygyg
gtgcgagaaa
ttcatacgga
agcgaagaaa
tgagaatgac
cagacaggcce
taaagggcag
cggtaatacc
ggactgcacg
ccaagaggac
ccctggggac
tgtgtcagte
caccccectt
aggcaacatc
cttctcceate
ggcctgttac
tagcgcattt
caggaaactt

atacggctaa
caaaacgagg
gacctggagg
gcgtattgec
ccggccatca
gcctcacace
gcaatecgggt
tccaagtgge
atacaatatt
gcattcacag
ctggggggat
gcecggceatceg
ttggcaggtt
gagttgcect
ctagtcgteg
gctgtgecagt
acgcactatg
accatcactc
tgctecgget
aagacctggc
caacgtgggt
ggagcacaga
tgtagtaaca
ccecteceecegg
gaggttacgce
tgccegtgtce
aggtacgctce
aatcaatacc
acttccatgc
aggggatctc
aaggcaacat
ctgtggcgge
attttggact
gcggagatcece
gattacaacc
cacgggtgtc
acggttgtcc
ttcggcagcet
cectecgacy
gagggggagc
gctagtgagg
ccatgcecgctg
caccacaact
acctttgaca
gcgaaggcegt
cccecacatt
agcaaggccg
ccaattgaca
ggccgcaagce
atggccettt
ttccaatact
tgcecctatgg
atccgtgttg
ataaggtcgc
aactgcggct
ctcacatgtt
atgctcgtat
gaggecgagcec
ccgeccaaac
gcgecacgatg
gcgcegggctg
atcatgtatg
cttctagcectc
tccattgagce
tcactccata
ggggtaccgce
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agcctacgct
ttactaccac
tcgtcacgag
tgacaacagg
ttccegacag
tcecttacat
tgctgcaaac
ggaccatcga
tagcaggctt
cctctatcac
gggtggccge
ctggagcgge
atggagcagg
ccaccgagga
gggtegtgtg
ggatgaaccg
tgcctgagag
agctgctgaa
cgtggctaag
tccagtccaa
acaagggagt
tcaccggaca
cgtggeatgyg
cgccaaatta
gggtggggga
aggttccgge
cagcgtgcaa
tggttgggte
tcaccgacce
ccceecectt
gcactacccyg
aggagatggyg
ctttcgagcee
tgcggaggtce
ctccactgtt
cattgcegece
tgtcagaatc
ccgaategte
acggcgacgce
cgggggatce
acgtecgtcectg
cggaggaaac
tggtctatgce
gactgcaggt
ccacagttaa
cggccagatc
ttaaccacat
ccaccatcat
cagctcgect
acgatgtggt
ctcectggaca
gcttcgecata
aggagtcaat
tcacagagcg
atcgceggtyg
acttgaaggce
gcggagacga
tacgggectt
cagaatacga
catctggcaa
cgtgggagac
cgcccacctt
aggaacaact
cacttgacct
gttactctcec
ccttgcgagt

gcacgggceca
acaccccata
cacctgggtyg
cagcgtggte
ggaagtcctt
cgaacaggga
agccaccaag
agecttetgg
gtccactctg
cagcccgete
ccaacttgct
tgttggcage
ggtggcaggc
cctggttaac
cgcagcgata
gctgatagcyg
cgacgctgceca
gaggcttcac
agatgtttgg
gctcctgeeg
ctggegggge
tgtgaaaaac
aacattccce
ttctagggeg
tttccactac
ccccgaatte
acccctecta
acagctccca
ctcccacatt
ggccagcetca
tcatgactce
cgggaacatc
gctccaagceg
caggaaattc
agagtcctgg
tgccaaggec
taccgtgtct
ggccgtcgac
gggatccgac
cgatctcage
ctgctcgatg
caagctgecce
tacaacatct
cctggacgac
ggctaaactt
taaatttggce
ccgctecgtyg
ggcaaaaaat
tatcgtattc
ctccaccecte
gcgggtcgag
tgacaccege
ctaccaatgt
gctttacatce
cecgegegage
cgctgeggece
ccttgtegtt
cacggaggct
cttggagttg
aagggtgtac
agctagacac
gtgggcaagg
tgaaaaagcc
acctcagatc
aggtgagatc
ctggagacat

3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
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cgggccagaa
aagtacctct
tcccagttgg
agcctgtcete
gtaggcatct
ccatcctgtt
ttttctectt
cctagtcacg
tggectcetet

gtgtcegege
tcaactgggce
atttatccag
gtgcccgacc
atctactccc
ttttteccctt
tttttttect
gctagetgtg
gcagatcaag

EP 1 043 399 B9 (W1B1)

taggctactg
agtaaggacc
ctggttcgtt
ccgetggtte
caaccgatga
ttttttttte
ctttttttce
aaaggtccgt
t

tcccaggggyg
aagctcaaac

gctggttaca
atgtggtgcce
acggggagct
ttttttttte
ttttctttce
gagccgcettg

57

ggagggctgce
tcactccaat
gcgggggaga
tactcctact
aaacactcca
tttttttttt
tttggtggcet
actgcagaga

cacttgtggce
ccecggcetgeg
catatatcac
ttetgtaggg
ggccaatagg
ttteetteet
ccatcttagce
gtgctgatac

7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8001
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<210> 11
<211> 11076
<212> DNA
<213>

<400> 11

gccagccccce
tcttcacgcea
cccecectece
gacgaccggg
gcgagactgce
gtgcttgcga
ctcaaagaaa
acgcaggttc
caatcggcetg
ttgtcaagac
cgtggetgge
gaagggactg
ctcctgececga
cggctacctg
tggaagccgyg
ccgaactgtt
atggcgatge
actgtggccg
ttgctgaaga
ctccecgatte
cagaccacaa
aacgttactg
tccaccatat
acgagcattc
gtgaaggaag
tgcaggcagce
taagatacac
gaaagagtca
gtaccccatt
tcgaggttaa
cacgataata
cgccgeccac
ttgccgegea
caacctegtg
gctcagcccg
ctcctgtcac
cgcaatttgg
attccgcecteg
gttctggagg
ttecttttgg
gtatccggag
gcggacatga
cgectgectggg
acgatacgac
gtgggagatc
cggcacgaga
cgtatggcett
ttactccgga
gcgggecttg
ctctttgeeg
ctcgggatta
aacggcagcet
ttcecttgetg
gccagctgcea
tcacacagct
gtacccgegg
gggacgaccg
ctgcttectta
agcactgggt

gattggggge
gaaagcgtct
gggagagcca
tcctttettg
tagccgagta
gtgccceggyg
aaccaaacgt
tcecggecget
ctctgatgece
cgacctgtcce
cacgacgggc
gctgectattg
gaaagtatcc
ccecattcgac
tcttgtcgat
cgccaggcetce
ctgcttgeceg
gctgggtgtg
gcttggcegge
gcagcgcatce
cggtttcect
gccgaagecg
tgccgtettt
ctaggggtct
cagttcctct
ggaacccece
ctgcaaaggc
aatggctctc
gtatgggatc
aaaacgtcta
ccatgggcac
aggacgtcaa
ggggccccag
gaaggcgaca
ggtacccctg
ccegtggete
gtaaggtcat
tcggcgecce
acggcgtgaa
ctttgctgte
tgtaccatgt
tcatgcatac
tagcgctcac
gccatgtcga
tctgcggatce
cagtacagga
gggatatgat
tcecacaage
cctactattce
gcgttgacgg
cgtccctett
ggcacatcaa
cgctgttcta
gccecatega
cggaccagag
cgcaggtgtyg
accggttcegg
acaacacgcg
tcaccaagac
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gacactccac
agccatggcg
tagtggtctyg
gatcaacccg
gtgttgggtce
aggtctcgta
aacaccaacg
tgggtggaga
gcegtgttec
ggtgccctga
gttcecttgeg
ggcgaagtgce
atcatggctg
caccaagcga
caggatgatc
aaggcgcgca
aatatcatgg
gcggaccgcet
gaatgggctg
gccttcetate
ctagcgggat
cttggaataa
tggcaatgtg
tteccectcecte
ggaagcttct
acctggcgac
ggcacaaccc
ctcaagcgta
tgatctgggg
ggcceceecga
gaatcctaaa
gttceceggge
gttgggtgtg
acctatceccce
gccectcectat
tcggcctagt
cgataccctc
cctagggggce
ctatgcaaca
ctgtttgacc
cacgaacgac
ccecgggtge
tceccacgete
tttgctegtt
tgttttcctce
ctgcaattgce
gatgaactgg
tgtcgtggat
catggtgggg
gggaacctat
ttcacccggg
caggactgcc
cgtgcacaag
cgegtteget
gccttattgt
tggtccagtg
cgtccectacg
gccgccgcaa
gtgcggggge

catagatcac
ttagtatgag
cggaaccggt
ctcaatgcct
gcgaaaggcc
gaccgtgcac
ggcgcgcecat
ggctattcgg
ggctgtcagc
atgaactgca
cagctgtgct
cggggcagga
atgcaatgcg
aacatcgcat
tggacgaaga
tgcccgacgg
tggaaaatgg
atcaggacat
accgcttect
gccttettga
caattccgee
ggccggtgtg
agggcccgga
gccaaaggaa
tgaagacaaa
aggtgcectcet
cagtgccacg
ttcaacaagyg
cctcggtgea
accacgggga
cctcaaagaa
ggtggtcaga
cgcgcgacta
aaggctcgcece
ggcaatgagg
tggggcceca
acgtgcggcet
gctgccaggg
gggaatctgce
atcccagett
tgctccaacg
gtgccctgeg
gcggccagga
ggggcggcetyg
gtcgcccage
tcaatatatc
tcacctacag
atggtggcgg
aactgggcta
gtgacagggg
tcatcccaga
ctgaactgca
ttcaactcat
caggggtggg
tggcactacg
tactgcttca
tacagttggg
ggcaactggt
ccccegtgta
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tcecectgtga
tgtcgtgcag
gagtacaccyg
ggagatttgg
ttgtggtact
catgagcacg
gattgaacaa
ctatgactgg
gcaggggcge
ggacgaggca
cgacgttgtc
tctectgtea
gcggcetgeat
cgagcgagca
gcatcagggg
cgaggatctc
ccgettttcet
agcgttggct
cgtgetttac
cgagttcecttc
cctcteecte
cgtttgtcta
aacctggccc
tgcaaggtct
caacgtctgt
gcggccaaaa
ttgtgagttg
ggctgaagga
catgctttac
cgtggtttte
aaaccaaacg
tcgteggtgg
ggaagacttc
agcccgaggg
gcttggggty
cggacccccg
tcgecgatct
ccectggegea
ccggttgetce
ccgettatga
caagcattgt
ttcgggagaa
acgctagcgt
ctctctgcte
tgttcacctt
ccggecacgt
cagccctagt
gggcccattg
aggttctgat
ggacgatggc
aaatccagct
atgactccct
ctggatgccce
ggcccatcac
caccccggece
ccccaagccec
gggagaatga
ttggctgtac
acatcgggygyg

ggaactactg
ccteccaggac
gaattgccag
gcgtgcecececcce
gcctgatagg
aatcctaaac
gatggattgc
gcacaacaga
ccggttettt
gcgeggctat
actgaagcgg
tctecaccttg
acgcttgatc
cgtactcgga
ctcgegecag
gtcgtgaccc
ggattcatcg
acccgtgata
ggtatcgccg
tgagtttaaa
cceceececct
tatgttattt
tgtcttcttg
gttgaatgtc
agcgaccctt
gccacgtgta
gatagttgtg
tgcccagaag
atgtgtttag
ctttgaaaaa
taacaccaac
agtttacctg
cgagcggtcg
tagggcctgg
ggcaggatgg
gcgtaggteg
catggggtac
tggcgteegyg
cttttctatc
agtgcgcaac
gtatgaggca
caactcctce
ccccactacg
cgctatgtac
ctcgectege
gacaggtcac
ggtatcgcag
gggagtccta
tgtgatgcta
caaaaacacc
tgtaaacacc
caacactggg
agagcgcatg
ttacaatgag
gtgcggtatc
tgtcgtggtg
gacggacgtg
atggatgaat
gatcggcaat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
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aaaaccttga
tgtggttcgg
cactacccct
gagcacaggc
agggacagat
tgttccttca
gtggacgtac
gagtatgtcc
atgatgctge
gcatccgtgg
tacatcaagg
ctcetgcetce
tcgtgeggag
ctgttccteg
ttgcaagtgt
acgtgcgega
ggtccactca
gggctcattc
gctctecatga
cgggactggg
tctgatatgg
atcttgggee
agccttgaag
cgaggcctac
ggggaggtcc
gtgtgttgga
atcacccaaa
gegegttcect
gccgatgtcea
ccegtetect
gtgggcatct
cccgtegagt
ccggecgtac
agcactaagg
tccgtegeeg
aacatcagaa
ggcaagttte
gagtgccact
gagacggctg
gtgccacatc
ggcaaagcca
aagaagaaat
tattaccggg
acggacgctc
tgtgtcaccce
gtgccacaag
ggcatttaca
ctgtgcgagt
gttaggttgce
ttctgggaga
aagcaggcag
gctecaggcete
acgctgcacg
accacacacc
acgagcacct
acaggcagcg
gacagggaag
tacatcgaac
caaacagcca
atcgaagccet
ggcttgtceca
atcaccagcec
gccgcecaac
gcggetgteg
gcaggggtgyg
gaggacctgg

cctgeececac
ggccttggtt
gcactgtcaa
tcgaagccgce
cagagcttag
ccaccctace
aatacctgta
tgttgctctt
tgatagctca
ccggggegea
gcaggctggt
tgctggcegtt
gcgeggtttt
ctaggctcat
ggatcceccece
tccacccaga
tggtgctceca
gtgcatgcat
agttggccgce
cccacgcggg
agaccaaggt
tgccegtete
ggcaggggtyg
ttggctgcat
aagtggtctc
ctgtctatca
tgtacaccaa
tgacaccatg
ttecggtgeg
acttgaaggg
ttegggetge
ctatgggaac
cgcagacatt
tgcecggetge
ccaccctagg
tcggggtaag
ttgcecgacgg
caactgactc
gagcgcgact
caaacatcga
tcceccatega
gtgatgagct
gccttgatgt
taatgacggg
agacagtcga
acgeggtgtce
ggtttgtgac
gctatgacgce
gggcttacct
gcegtetttac
gagacaactt
cacctccatce
ggccaacgce
ccataaccaa
gggtgctggt
tggtcattgt
tcetttaceg
agggaatgca
ccaagcaagc
tctgggcgaa
ctctgecctgg
cgctcaccac
ttgctcctee
gcagcatagg
caggcgegcet
ttaacctact
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ggactgette
gacacccaga
ctttaccatc
atgcaattgg
cccgetgetyg
ggctctgtee
cggtataggyg
ccttecttcetg
agctgaggec
tggcattctc
ccectggggcg
accaccacga
cgtaggtctg
atggtggtta
cctcaacgtt
gctaatcttt
ggctggtata
gctggtgegy
actgacaggt
cctacgagac
tatcacctgg
cgcccgceagy
gcgactcecte
catcactagc
caccgcaaca
tggtgccgge
tgtggaccag
cacctgegge
ccggeggggce
ctetteggge
cgtgtgeace
cactatgcgg
ccaggtggcce
gtatgcaggce
tttcggggeg
gaccatcacc
tggttgctct
gaccactatc
cgtegtgcetce
ggaggtggcet
gaccatcaag
cgccgegaag
atccgtcata
ctttaccgge
cttcagccectg
acgctcgcag
tccaggagaa
gggctgtget
aaacacacca
aggcctcacc
ccectaccetg
gtgggaccaa
cctgctgtat
atacatcatg
aggcggagtc
gggcaggatc
ggagttcgat
gctegecgaa
ggaggctgct
gcatatgtgg
caaccccgeg
ccaacatacc
cagcgctget
ccttgggaag
cgtggccttt
ccctgcetate

cggaagcacce
tgcttggtcce
ttcaaggtta
actcgaggag
ctgtctacaa
actggtttga
tcggeggttg
gcggacgegce
gcectagaga
tecttecteg
gcatatgccc
gcatacgcca
atactcttga
caatatttta
¢€gggggggcce
accatcacca
accaaagtgce
aaggttgctg
acgtacgttt
cttgeggtgg
ggggcagaca
gggagggaga
gcgectatta
ctcacaggcc
caatctttce
tcaaagacce
gacctegteg
agctceggace
gacagcaggg
ggtccactgce
cgaggggttg
tecceceggtcet
catctacacg
caagggtata
tatatgtcta
acgggtgcce
gggggcgecet
ctgggcatcg
gccaccgcecta
ctgteccagea
g99gggaggc
ctgtecggee
ccaactagcg
gacttcgact
gacccgacct
cggcgaggca
cggeccctegg
tggtacgagce
gggttgcecg
cacatagacg
gtagcatacc
atgtggaagt
aggctgggag
gcatgcatgt
ctagcagctc
atcttgtceg
gagatggaag
caattcaaac
gctcecegtgg
aatttcatca
atagcatcac
ctcctgttta
tctgettteg
gtgcttgtgg
aaggtcatga
ctcteceectg
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ccgaggcecac
actacccata
ggatgtacgt
agcgttgtaa
cggagtggca
tccatctcca
tctectttge
gcgtetgtge
acctggtggt
tgttcttetg
tctacggegt
tggaccggga
ccttgtcacce
tcaccagggc
gcgatgeegt
aaatcttgct
cgtacttegt
ggggtcatta
atgaccatct
cagttgagcce
ccgeggegtyg
tacatctggg
cggcctacte
gggacaggaa
tggcgacctg
ttgecggece
gctggcaagce
tttacttggt
ggagcctact
tctgececte
cgaaggcggt
tcacggacaa
ceccctactgg
aggtgcttgt
aggcacatgg
ccatcacgta
atgacatcat
gcacagtcct
cgcecteeggg
ctggagaaat
acctcatttt
tcggactcaa
gagacgtcat
cagtgatcga
tcaccattga
ggactggtag
gcatgttcga
tcacgececege
tctgccagga
cccatttctt
aggctacggt
gtctcatacg
ccgttcaaaa
cggctgacct
tggccgegta
gaaagccggce
agtgcgcctce
agaaggcaat
tggaatccaa
gcgggataca
tgatggcatt
acatcctggg
taggcgecgg
atattttgge
gcggcgagtt
gcgecectagt

ttacaccaag
caggctttgg
gg9999gagty
cctggaggac
ggtattgcce
tcagaacgtc
aatcaaatgg
ctgcttgtgg
cctcaacgeg
tgctgectgg
atggccgcta
gatggcagca
gcactataag
cgaggcacac
catcctecte
cgccatacte
gegcgcacac
tgtccaaatg
caccccactg
cgtcgtcttc
tggggacatc
accggcagac
ccaacagacg
ccaggtcgag
cgtcaatggce
aaagggccca
gcececeeggyg
cacgaggcat
ctcececcagg
ggggcacgct
ggactttgta
ctegtceecceccet
tagcggcaag
cctgaacccg
tatcgaccct
ctccacctat
aatatgtgat
ggaccaagcg
atcggtcacc
ccccttttat
ctgccattce
tgctgtagceca
tgtcgtagea
ctgcaataca
gacgacgacce
gggcaggatg
ttecteggtt
cgagacctca
ccatctggag
gtcccagact
gtgcgccagg
gctaaagcct
cgaggttact
ggaggtcgtc
ttgcctgaca
catcattcec
acacctccct
cgggttgetg
gtggcggacc
atatttagca
cacagcctct
gggatgggtyg
catcgctgga
aggttatgga
gccctecacce

cgtcggggte

3600
3660
3720
3780
3840
35900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
€660
6720
6780
6840
6300
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
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gtgtgcgcag
aaccggctga
gagagcgacg
ctgaagaggc
ctaagagatg
tccaagetce
ggagtctgge
ggacatgtga
catggaacat
aattattcta
ggggatttcecc
ccggcecceg
tgcaaaccce
gggtcacagc
gacccctecce
cccttggeca
acccgtcatg
atgggcggga
gagccgcectcece
aggtccagga
ctgttagagt
ccgectgeca
gaatctaccg
tcgteggecyg
gacgcgggat
gatcccgatc
gtctgetget
gaaaccaagc
tatgctacaa
caggtcctgg
gttaaggcta
agatctaaat
cacatccgcet
atcatggcaa
cgecttateg
gtggtcteca
ggacagcggyg
gcatatgaca
tcaatctacc
gagcggcettt
cggtgccgeg
aaggccgctg
gacgaccttg
gccttcacgg
tacgacttgg
ggcaaaaggyg
gagacagcta
accttgtggg
caacttgaaa
gacctacctc
tctccaggtg
cgagtctgga
gctgccactt
ccaatcecegg
ggagacatat
ctactttetg
ctccaggceca
tttttttttt
tggctccatc
agagagtgct

cgatactgeg
tagcgttcge
ctgcagcacyg
ttcaccagtyg
tttgggattg
tgcegegatt
ggggcgacgg
aaaacggttc
tccccattaa
gggcgetgtg
actacgtgac
aattcttcac
tcctacggga
tccecatgega
acattacggc
gctcatcage
actcccegga
acatcacccg
aagcggagga
aattcccteg
cctggaagga
aggcccctce
tgtcttctge
tcgacagcgg
ccgacgttga
tcagcgacgg
cgatgtccta
tgcccatcaa
catctcgcag
acgaccacta
aacttctatce
ttggctatgg
ccgtgtggaa
aaaatgaggt
tattcccaga
cccteectea
tcgagttcct
ccegetgttt
aatgttgtga
acatcggggyg
cgagcggtgt
cggcctgteg
tcgttatctg
aggctatgac
agttgataac
tgtactatct
gacacactcc
caaggatgat
aagccctaga
agatcattca
agatcaatag
gacatcgggce
gtggcaagta
ctgecgtecca
atcacagcct
taggggtagg
ataggccatc
ttttttttte
ttagccctag
gatactggcc
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tecggcacgtg
ttcgeggggt
agtcactcag
gatcaacgag
gatatgcacg
gccgggagte
catcatgcaa
catgaggatc
cgcgtacacc
gcgggtaggt
gggcatgacc
agaagtggat
ggaggtcaca
gcctgaaccyg
ggagacggct
tagccagetg
cgctgacctc
cgtggagtca
ggatgagagg
agcgatgcecce
cccggactac
gataccacct
cttggcggag
cacggcaacg
gtcgtactcc
gtcttggtcet
cacatggaca
tgcactgagce
cgcaaacctg
ccgggacgtyg
cgtggaggaa
ggcaaaggac
ggacttgctg
tttctgegte
tttgggggtt
ggcegtgatg
ggtgaatgcc
tgactcaacg
cttggccecce
cccectgact
actgacgacc
agctgcgaag
tgaaagcgceg
tagatactct
atcatgctcc
caccegtgac
agtcaattcc
cctgatgact
ttgtcagatc
acgactceccat
ggtggcttca
cagaagtgtc
cctcttcaac
gttggattta
gtctcgtgcece
catctatcta
ctgttttttt
teccttttttt
tcacggctag
tctetgcecaga

ggceecagggg
aaccacgtct
atcctctcta
gactgctcca
gtgttgactg
cccttettet
accacctgcee
gtggggccta
acgggcccct
gctgaggagt
actgacaacg
ggggtgcggt
ttectggteg
gatgtagcag
aagcgtaggce
tectgegectt
atcgaggcca
gaaaataagg
ggagtatccg
atatgggcac
gtccctcecag
tcacggagga
ctcgccacag
gcctctectg
tccatgecece
accgtaagceg
ggcgccctga
aactctttgce
cggcagaaga
ctcaaggaga
gcectgtaage
gtccggaacc
gaagacactg
caaccagaga
cgtgtgtgcg
ggctcttcat
tggaaagcga
gtcactgaga
gaagccagac
aattctaaag
agctgcggta
ctccaggact
gggacccaag
gcccccecetg
tccaatgtgt
ccecaccacec
tggctaggca
catttettet
tacggggcect
ggccttageg
tgectcagga
cgegctagge
tgggcagtaa
tececagetggt
cgacccegcet
ctceccaacce
ccecttttttt
ttectectttt
ctgtgaaagg
tcaagt
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agggggctgt
ccecceccacgca
gtcttaccat
cgccatgcete
atttcaagac
catgtcaacg
catgtggagc
ggacctgtag
gcacgcecte
acgtggaggt
taaagtgccc
tgcacaggta
ggctcaatca
tgctcacttce
tggccagggg
ccttgaaggce
acctcctgtg
tagtaatttt
ttccggegga
gcccggatta
tggtacacgg
agaggacggt
agaccttcegg
accagcccetce
ccecttgaggg
aggaggctag
tcacgccatg
tcegteacca
aggtcacctt
tgaaggcgaa
tgacgcceccece
tatccagcaa
agacaccaat
aggggggccg
agaaaatggc
acggattcca
agaaatgccc
atgacatccg
aggccataag
ggcagaactg
ataccctcac
gcacgatgct
aggacgaggc
gggaccegee
cagtcgcgea
cecettgegeg
acatcatcat
ccatccttcet
gttactccat
cattttcact
aacttggggt
tactgtccca
ggaccaagct
tegttgetgg
ggttcatgtg
gatgaacggg
ttttetttte
tttectttte
tccegtgagece

gcagtggatg
ctatgtgcct
cactcagctg
cggctcgtygg
ctggctceag
tgggtacaag
acagatcacc
taacacgtgg
ccecggcegeca
tacgcgggtg
gtgtcaggtt
cgctcecageg
atacctggtt
catgctcacce
atctceccece
aacatgcact
gcggcaggag
ggactctttc
gatcctgegg
caaccctcea
gtgtccattyg
tgtcctgtcea
cagctccgaa
cgacgacggce
ggagccgggyg
tgaggacgtc
cgctgeggag
caacttggtc
tgacagactg
ggcgtccaca
acattcggcce
ggccgttaac
tgacaccacc
caagccagcet
cctttacgat
atactctecct
tatgggcttce
tgttgaggag
gtcgetcaca
cggctatcege
atgttacttg
cgtatgcgga
gagcctacgg
caaaccagaa
cgatgcatct
ggctgegtgg
gtatgcgece
agctcaggaa
tgagccactt
ccatagttac
accgccecttyg
g999999agg
caaactcact
ttacagcggyg
gtgcctactce
gagctaaaca
ttttttettt
tttectttgg
gcttgactge
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Patentanspriiche

1.

10.

1.

Hepatitis-C-Virus (HCV)-RNA-Konstrukt mit der Fahigkeit zur Replikation in eukaryontischen Zellen, dadurch ge-
kennzeichnet,

daB es eine Nukleotidsequenz gemaf einem der Sequenzprotokolle SEQ ID NO: 1 bis SEQ ID NO: 11 umfaft,
welche zumindest fiir die HCV-spezifischen RNA-Abschnitte 5' NTR, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NSSB und 3' NTR
und zusétzlich ein selektierbares Markergen (Selektionsgen) kodieren, wobei das selektierbare Markergen das
Neomycinphosphotransferasegen ist und wobei anstelle des Neomycinphosphotransferasegens ein anderes An-
tibiotikaresistenzgen oder sonstiges Resistenzgen enthalten sein kann.

HCV-RNA-Konstrukt nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
daB es anstelle des Markergens oder zusatzlich zu dem Markergen ein integriertes Reportergen aufweist.

HCV-RNA-Konstrukt nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,

daR das Reportergen ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus den Luziferasegenen, dem CAT-Gen (Chl-
oramphenicol-Acetyl-Transferase-Gen), dem lacZ-Gen (beta-Galaktosidase-Gen), den GFP-Genen (green-fluo-
rescence-protein-Genes), dem GUS-Gen (Glukuronidasegen) und dem SEAP-Gen (Sezernierte-Alkalische-Phos-
phatase-Gen).

HCV-RNA-Konstrukt nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB dessen Replikation die
Expression eines (zelluldren) Surrogatmarkergens beeinfluf3t.

HCV-RNA-Konstrukt nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB das Reportergen und
das selektierbare Markergen derart raumlich in dem Konstrukt angeordnet sind, dal® sie gemeinsam ein Fusions-
protein exprimieren.

HCV-RNA-Konstrukt nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB es ein integriertes Fremd-
gen aufweist und dazu geeignet ist, dieses Fremdgen in eine Zielzelle einzuschleusen, die zur Expression dieses
Fremdgens geeignet ist.

HCV-RNA-Konstrukt nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB es Nukleotid- und/oder
Aminosaure-Mutationen aufweist, zellkultur-adaptiert ist, mit hoher Effizienz repliziert und dadurch erhaltlich ist,
dafl man ein Zellkultursystem gemaf Anspruch 11, bei dem das eingeschleuste HCV-spezifische Genmaterial ein
HCV-RNA-Konstrukt mit Selektionsgen nach einem der Anspriiche 1 bis 6 ist, auf/in dem dem Selektionsgen
entsprechenden Selektionsmedium kultiviert, dal® man die gewachsenen Zellklone erntet, und da man aus diesen
Zellklonen das HCV-RNA-Konstrukt oder Teile davon isoliert.

HCV-RNA-Konstrukt nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB man das aus den Zellklonen isolierte
HCV-RNA-Konstrukt oder Teile davon wenigstens einmal erneut passagiert, ndmlich in Zellen des Zellkultursy-
stems gemafR Anspruch 11 einschleust und diese Zellen auf/in dem dem Selektionsgen entsprechenden Selekti-
onsmedium kultiviert, dall man die gewachsenen Zellklone erntet, und da man aus diesen Zellklonen das
HCV-RNA-Konstrukt oder Teile davon isoliert.

HCV-RNA-Konstrukt gemaf einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet,

daB es einen oder mehrere der nachfolgend aufgefiihrten Aminosaureaustausche aufweist, namlich 1283 arg ->
gly und/oder 1383 glu -> ala und/oder 1577 lys -> arg und/oder 1609 lys -> glu und/oder 1936 pro -> ser und/oder
2163 glu -> gly und/oder 2330 lys -> glu und/oder 2442 ile -> val aufweist, zellkultur-adaptiert ist und mit hoher
Effizienz repliziert.

HCV-RNA-Konstrukt gemaf einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet,
daB es einen oder mehrere der in Tabelle 3 aufgeflihrten Nukleotid- und/oder Aminosaureaustausche aufweist,
wobei Tabelle 3 Bestandteil dieses Anspruchs ist.

HCV Zellkultursystem, das im wesentlichen eukaryontische Zellen umfaft, die eingeschleustes HCV-spezifisches
Genmaterial enthalten, dadurch gekennzeichnet, daB die eukaryontischen Zellen humane Hepatomazellen sind
und daf3 das eingeschleuste HCV-spezifische Genmaterial ein HCV-RNA-Konstrukt gemaf einem der Anspriiche
1 bis 10 ist.
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Zellkultursystem nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet,
daB die das HCV-RNA-Konstrukt enthaltenden Zellen bei der DSMZ, Braunschweig, BRD, unter der Hinterle-
gungsnummer DSM ACC2394 (Laborbezeichnung HuBI 9-13) hinterlegt sind.

Verwendung eines Zellkultursystems nach einem der Anspriiche 11 oder 12 und/oder eines HCV-RNA-Konstrukts
nach einem der Anspruiche 1 bis 10 zur Herstellung und/oder Evaluierung von Therapeutika und/oder Diagnostika
fur HCV-Infektionen.

Verwendung eines Zellkultursystems nach einem der Anspriiche 11 oder 12 und/oder eines HCV-RNA-Konstrukts
nach einem der Anspriiche 1 bis 10 zur Herstellung eines Impfstores gegen HCV-Infektionen.

Verwendung eines HCV-RNA-Konstrukts nach einem der Anspriiche 1 bis 10 zur Herstellung einer leberzellspe-
zifischen Genfahre fir die Gentherapie.

Verwendung eines HCV-RNA-Konstrukts nach einem der Anspriiche 1 bis 6 zur Gewinnung von zellkultur-adap-
tierten Mutanten dieses HCV-RNA-Konstrukts, wobei die Mutanten gegeniiber dem HCV-RNA-Konstrukt eine er-
héhte Replikationseffizienz aufweisen, dadurch gekennzeichnet,

daB man ein Zellkultursystem gemaR Anspruch 11 oder 12, das HCV-RNA-Konstrukte gemaR einem der Anspri-
che 1 bis 6 enthalt, auf/in dem dem Selektionsgen entsprechenden Selektionsmedium kultiviert, dall man die
gewachsenen Zellklone erntet, und da® man aus diesen Zellklonen die HCV-RNA-Konstrukte oder Teile davon
isoliert.

Verwendung eines HCV-RNA-Konstrukts nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet,

daB man die isolierten HCV-RNA-Konstrukte wenigstens einmal erneut passagiert, ndmlich in Zellen eines Zell-
kultursystems nach Anspruch 11 oder 12 einschleust und diese auf/in dem dem Selektionsgen entsprechenden
Selektionsmedium kultiviert, die gewachsenen Zellklone erntet und aus diesen Zellklonen die HCV-RNA-Konstruk-
te oder Teile davon isoliert.

Verwendung eines HCV-RNA-Konstrukts nach einem der Anspriiche 1 bis 6 zur Herstellung von Mutanten eines
HCV-Vollangengenoms oder eines HCV-Teilgenoms oder eines beliebigen HCV- Konstrukts mit im Vergleich zu
dem urspriinglichen HCV-Vollangengenom oder -Teilgenom oder HCV-RNA-Konstrukt erhdhter Replikationseffi-
zienz, dadurch gekennzeichnet,

- daB man gemaf Anspruch 16 oder Anspruch 17 eine zellkultur-adaptierte Mutante des HCV-RNA-Konstrukts
herstellt,

- daB man die Nukleotid- und Aminosauresequenz dieser Mutante bestimmt und durch Vergleich mit der Nu-
kleotid- und Aminosauresequenz des urspriinglichen HCV-RNA-Konstrukts die Art, Anzahl und Positionen
der Nukleotid- und Aminosauremutationen bestimmt,

- und daB man diese Mutationen entweder durch gezielte Mutagenese oder durch Austausch von Sequenzab-
schnitten, die die betreffenden Mutationen enthalten, in ein (isoliertes) HCV-Vollangengenom oder ein
HCV-Teilgenom oder ein beliebiges HCV-RNA-Konstrukt einfiihrt.

Verwendung eines HCV-RNA-Konstrukts nach einem der Anspriiche 1 bis 10 zur Erzeugung von Hepatitis C Vi-
ruspartikeln oder virus-ahnlichen Partikeln.

Claims

Hepatitis-C-virus (HCV) RNA construct with the ability to replicate in eukaryotic cells, characterized in

that it comprises a nucleotide sequence in accordance with one of the sequences listed as SEQ ID NO: 1 to SEQ
ID NO: 11, which codes at least for the HCV specific RNA-segments 5'NTR, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B and
3'NTR and additionally for a marker gene for selection (selection gene), whereby the marker gene for selection is
the neomycin phosphotransferase gene and whereby another antibiotic resistance gene or other selection gene
may be contained in place of the neomycin phosphotransferase gene.

HCV RNA construct according to claim 1, characterized in
that it comprises instead of the marker gene or in addition to the marker gene an integrated reporter gene.
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HCV RNA construct according to claim 2, characterized in

that the reporter gene is a gene from the group consisting of the luciferase genes, the CAT-gene (chloramphenicol
acetyl transferase gene), the lacZ gene (beta galactosidase gene), the GFP genes (green fluorescence protein
genes), the GUS gene (glucuronidase gene) and the SEAP gene (secreted alkaline phosphatase gene).

HCV RNA construct according to claims 1 to 3, characterized in
that its replication influences the expression of a (cellular) surrogate marker gene.

HCV RNA construct according to claim 1 to 4, characterized in
that the reporter gene and the marker gene for selection are spatially arranged in the construct in such a way that
they are expressed together as a fusion protein.

HCV RNA construct according to claim 1 to 5, characterized in
that it comprises an integrated foreign gene and can be used to introduce this foreign gene into a target cell which
is suited for expressing this foreign gene.

HCV RNA construct according to claim 1 to 6, characterized in that it comprises nucleotide and/or amino acid
mutations, that it is cell culture-adapted, that it replicates with high efficiency and that it is obtained by using a cell
culture system according to claim 11, in which the transferred HCV specific gene material is an HCV RNA construct
with a selection gene according to one of the claims 1 to 6, by culturing on/in the selection medium that is appropriate
for the particular selection gene, by harvesting the grown cell clones, and by isolating the HCV RNA construct or
parts thereof from these cell clones.

HCV RNA construct according to claim 7, whereby the isolated HCV-RNA-construct or parts thereof are subjected
to at least one further passage, i.e. are introduced into cells of a cell culture system according to claim 11, these
cells are cultivated on/in the selection medium that is appropriate for the particular selection gene, the grown cell
clones are harvested and the HCV RNA construct or parts thereof are isolated from these cell clones.

HCV RNA construct according to one of the claims 1 to 8, characterized in

that it comprises one or several of the following specified amino acid exchanges, namely 1283 arg -> gly and/or
1383 glu -> ala and/or 1577 lys -> arg and/ or 1609 lys - > glu and/or 1936 pro - > ser and/or 2163 glu - > gly and/
or 2330 lys - > glu and/or 2442 ile - > val , that it is cell culture-adapted and that it replicates with high efficiency.

HCV RNA construct according to claim 1 to 9, characterized in
that it comprises one or several of the nucleotide and/or amino acid exchanges specified in table 3, whereby table
3 is constituent of this claim.

HCV cell culture system, composed essentially of eukaryotic cells, which contain transferred HCV specific genetic
material, characterized in that the eukaryotic cells are human hepatoma cells and that the transferred HCV spe-
cific genetic material is an HCV RNA construct in accordance with one of the claims 1 to 10.

Cell culture system according to claim 11, characterized in
that the cells containing the HCV RNA construct are deposited at the DSMZ, Braunschweig, FRG, under the
deposit number DSM ACC2394 (laboratory name HuBI 9-13).

A use of a cell culture system according to claim 11 or 12 and/or a HCV RNA construct according to one of the
claims 1 to 10 for the production and/or evaluation of therapeutics and/or diagnostics for HCV infections.

A use of a cell culture system according to claim 11 or 12 and/or a HCV RNA construct according to one of the
claims 1 to 10 for the production of a vaccine against HCV infections.

A use of an HCV RNA construct according to one of the claims 1 to 10 for the production of a liver-cell-specific
vector in gene therapy.

A use of an HCV RNA construct according to one of the claims 1 to 6 for the production of cell culture-adapted
mutants of this HCV RNA construct, whereby the mutants replicate with increased efficiency in comparison with
the HCV RNA construct, characterized in that one cultivates a cell culture system in accordance with claim 11
or 12, which contains HCV RNA constructs in accordance with one of the claims 1 to 6 on/in the selection medium
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that is appropriate for the particular selection gene, that one harvests the grown cell clones, and that one isolates
the HCV RNA constructs or parts thereof them from theses cell clones.

A use of an HCV RNA construct according to claim 16, characterized in

that one performs at least one further passage with the isolated HCV RNA constructs, i.e. one introduces the
isolated HCV RNA constructs into cells of a cell culture system according to claim 11 or 12 and cultivates these
cells on/in the selection medium that is appropriate for the particular marker gene, one harvests grown cell clones
and isolates the HCV RNA constructs or parts thereof from these cell clones.

Use of an HCV RNA construct according to one of the claims 1 to 6 for the production of mutants of an HCV full
length genome or an HCV partial genome or any HCV construct having an increased replication efficiency in
comparison with the original HCV full length genome or partial genome or HCV RNA construct, characterized in

- that one creates a cell culture-adapted mutant of the HCV RNA construct in accordance with claim 16 or claim
17,

- that one analyzes the nucleotide and amino acid sequence of this mutant and by comparison with the nucle-
otide and amino acid sequence of the original HCV RNA construct determines the type, number and positions
of the nucleotide and amino acid mutations in which the original HCV RNA construct differs from this mutant,

- and that one introduces these mutations found in the mutant either by direct mutagenesis or by exchange of
fragments of the HCV RNA construct, which contain the mutations concerned into an (isolated) HCV full length
genome or an HCV partial genome or any HCV RNA construct.

A use of an HCV RNA construct according to one of the claims 1 to 10 for the production of hepatitis C virus
particles or virus-like particles.

Revendications

Construction d'ARN du virus de I'hépatite C (VHC) avec la capacité de réplication dans des cellules eucaryotes,
caractérisée en ce qu'elle comprend une séquence de nucléotides selon I'un des protocoles de la séquence SEQ
ID N°:1a SEQ ID N°: 11, codant pour au moins les sections d'ARN spécifiques du VHC 5' NTR, NS3, NS4A,
NS4B, NS5A, NS5B et 3'NTR et en outre, un géne marqueur sélectionnable (géne de sélection), le géne marqueur
sélectionnable étant le géne de la néomycine phosphotransférase et un autre géne résistant aux antibiotiques ou
un autre géne résistant pouvant étre contenu a la place du géne de néomycine-phospho-transférase.

Construction d'ARN du VHC selon la revendication 1, caractérisée en ce qu'elle présente, a la place du gene
marqueur ou en complément du géne marqueur, un géne rapporteur intégré.

Construction d'ARN du VHC selon la revendication 2, caractérisée en ce que le géne reporter est sélectionné
dans le groupe constitué des génes de la luciférase, du géne CAT (géne de la chloramphénicol acétyltransférase),
du géne lacZ (géne béta-galactosidase), des génes GFP (géne de la protéine vert fluorescent), du gene GUS
(gene de la glucuronidase) et du gene SEAP (géne de la phosphatase alcaline sécrétoire)

Construction d'ARN du VHC selon I'une des revendications 1 a 3, caractérisée en ce que sa réplication influe
sur I'expression d'un géne marqueur substitut (cellulaire).

Construction d'’ARN du VHC selon I'une des revendications 1 a 4, caractérisée en ce que le gene reporter et le
gene marqueur sélectionnable sont agencés de telle fagon dans I'espace de la construction qu'ils expriment en-
semble une protéine de fusion.

Construction d'ARN du VHC selon I'une des revendications 1 a 5, caractérisée en ce qu'elle présente un géne
étranger intégré et est apte a introduire ce gene étranger dans une cellule cible qui est apte a exprimer ce géne
étranger.

Construction d'’ARN du VHC selon I'une des revendications 1 a 6, caractérisée en ce qu'elle présente des mu-
tations de nucléotide et / ou d'acides aminés, elle est adaptée a la culture cellulaire, elle se réplique avec une
efficacité élevée et elle peut étre obtenue en cultivant un systéme de culture cellulaire selon la revendication 11,
dans lequel le matériel génétique spécifique au VHC introduit est une construction d'’ARN du VHC avec un géne
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de sélection selon l'une des revendications 1 a 6, sur / dans le milieu de sélection correspondant au géne de
sélection, en récoltant les clones cellulaires cultivés et en isolant de ces clones cellulaires la construction d'ARN
du VHC ou des parties de celle-ci.

Construction d'ARN du VHC selon la revendication 7, caractérisée en ce que |'on effectue au moins une fois de
nouveau un passage de la construction d'’ARN du VHC isolée a partir des clones cellulaires ou des parties de
celle-ci, a savoir que I'on introduit ladite construction d'/ARN du VHC dans des cellules du systéme de culture
cellulaire selon la revendication 11 et que I'on cultive ces cellules sur / dans le milieu de sélection correspondant
au geéne de sélection, que I'on récolte les clones cellulaires cultivés et que I'on isole de ces clones cellulaires la
construction d'ARN du VHC ou des parties de celle-ci.

Construction d'ARN du VHC selon I'une des revendications 1 a 8, caractérisée en ce qu'elle présente un ou
plusieurs échanges des acides aminés suivants, a savoir 1283 arg-> gly et/ ou 1383 glu-> ala et / ou 1577 lys->
arg et/ ou 1609 lys-> glu et / ou 1936 pro-> ser et/ ou 2163 glu-> gly et / ou 2330 lys-> glu et / ou 2442 ile-> val,
qu'elle est adaptée a la culture cellulaire et elle se réplique avec une efficacité importante.

Construction d'/ARN du VHC selon I'une des revendications 1 a 9, caractérisée en ce qu'elle présente un ou
plusieurs échanges de nucléotides et / ou d'acides aminés figurant dans le tableau 3, le tableau 3 faisant partie
intégrante de cette revendication.

Systéme de culture cellulaire du VHC qui comprend essentiellement des cellules eucaryotes contenant un matériel
génétique spécifique au VHC introduit, caractérisé en ce que les cellules eucaryotes sont des cellules d'hépatome
humain et en ce que le matériel génétique spécifique du VHC introduit est une construction d'ARN du VHC selon
I'une des revendications 1 a 10.

Systéme de culture cellulaire selon la revendication 11, caractérisé en ce que les cellules contenant la construc-
tion d'ARN du VHC sont enregistrées auprés du DSMZ, Braunschweig, RFA, sous le numéro d'enregistrement
DSM ACC2394 (code laboratoire HuBI 9-13).

Utilisation d'un systéme de culture cellulaire selon I'une des revendications 11 ou 12 et / ou d'une construction
d'ARN du VHC selon I'une des revendications 1 a 10 pour la production et / ou I'évaluation de produits thérapeu-
tiques et / ou diagnostiques pour les infections au VHC.

Utilisation d'un systeme de culture cellulaire selon I'une des revendications 11 ou 12 et / ou d'une construction
d'ARN du VHC selon l'une des revendications 1 a 10 pour la production d'un vaccin contre les infections au VHC.

Utilisation d'une construction d’ARN du VHC selon I'une des revendications 1 a 10 pour la production d'un vecteur
génétique spécifique des cellules hépatiques pour la thérapie génique.

Utilisation d'une construction d'/ARN du VHC selon I'une des revendications 1 a 6 pour obtenir des mutants de
cette construction d'ARN du VHC adaptés a la culture cellulaire, les mutants présentant par rapport a la construction
d'ARN du VHC une efficacité de réplication accrue, caractérisée en ce que I'on cultive un systeme de culture
cellulaire selon la revendication 11 ou 12 contenant la construction ARN du VHC selon I'une des revendications
1 a6, sur/ dans le milieu de sélection correspondant au géne de sélection, que I'on récolte les clones cellulaires
cultivés et que I'on isole de ces clones cellulaires des constructions d'ARN du VHC ou des parties de celles-ci.

Utilisation d'une construction d'ARN du VHC selon la revendication 16, caractérisée en ce que I'on effectue au
moins une fois de nouveau un passage de la construction d'’ARN du VHC isolée, a savoir que I'on introduit ladite
construction d'ARN du VHC dans les cellules d'un systéme de culture cellulaire selon la revendication 11 ou 12
et que l'on cultive celles-ci sur / dans le milieu de sélection correspondant au géne de sélection, que I'on récolte
les clones cellulaires cultivés et que I'on isole de ces clones cellulaires la construction d'ARN du VHC ou des
parties de celle-ci.

Utilisation d'une construction d'ARN du VHC selon l'une des revendications 1 a 6, pour la production de mutants
d'un génome entier du VHC ou d'un génome partiel du VHC ou d'une construction quelconque du VHC avec, par
rapport au génome entier du VHC ou au génome partiel ou a la construction d'/ARN du VHC d'origine, une efficacité
de réplication accrue, caractérisée en ce que
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» I'on produit selon la revendication 16 ou 17 un mutant adapté a la culture cellulaire de la construction d'ARN
du VHC,

» que l'on détermine la séquence de nucléotides et d'acides aminés de ce mutant et que I'on détermine, par
comparaison avec la séquence de nucléotides et d'acides aminés de la construction d'ARN du VHC d'origine,
la nature, le nombre et les positions des mutations des nucléotides et des acides aminés,

» et que I'on introduit ces mutations soit par une mutagenéese ciblée, soit par I'échange de sections de sé-
quences contenant les mutations concernées, dans un génome entier du VHC (isolé) ou un génome partiel
du VHC ou une construction d'’ARN du VHC quelconque.

19. Utilisation d'une construction d'’ARN du VHC selon I'une des revendications 1 a 10 pour la production de particules
virales de I'hépatite C ou de particules de type viral.
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