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Beschreibung

[0001] Diese Erfindung betrifft ein Verfahren zum Screenen und Identifizieren eines antimikrobiellen Mittels
und 8hnlichem, durch Testen der Wirkung von Verbindungen auf die Aktivitat von DGI.

[0002] Seit Penicillin entdeckt wurde, wurden verschiedene Antibiotika verwendet, um Mikrobeninfektionen
zu behandeln, und sie besitzen einen grofen Beitrag zu medizinischen Behandlungen. Die Hauptantibiotika,
die zur Zeit in klinischen Behandlungen verwendet werden, sind $-Lactamantibiotika und neue Chinolonantibi-
otika. Es wurde gefunden, dass die Wirkung und der Mechanismus der neuen Chinolonantibiotika die Inhibie-
rung von bakterieller DNA-Gyrase ist.

[0003] Bakterielle DNA-Gyrase ist ein essentielles Enzym fiir Replikation und Proliferation von Bakterien, weil
die Gyrase eine negative superhelikale Struktur in chromosomale DNA einfiihrt oder verwickelte Tochter-DNA
unmittelbar nach Abschluss der Replikation entwirrt und trennt, und sie ist aus zwei Untereinheiten (A und B)
gebildet.

[0004] Als DNA-Gyrase-Inhibitoren sind Verbindungen wie Novobiocin und Cyclothiazin zusatzlich zu den
neuen Chinolonantibiotika bekannt, aber proteinése Inhibitoren waren nicht bekannt.

[0005] Bezuglich der Kontrolle von DNA-Gyrase-Aktivitat haben Horiuchi et al. berichtet, dass jeweils LetD
und LetA Proteine, die auf dem F Faktor kodiert sind, der ein Plasmid von Escherichia coli ist, in die Inaktivie-
rung von DNA-Gyrase bzw. Reaktivierung von inaktiver Gyrase involviert sind (Journal of Biological Chemistry,
Vol. 267, S. 12244-12551, 1992). Jedoch wird die Inaktivierung mit LetD Protein nur in Experimenten mit voll-
standigen mikrobiellen Zellen gefunden, und die Inaktivierungswirkung wird nicht in in vitro Rekonstitutionsex-
perimenten beobachtet. Dartiber hinaus gibt es keinen Bericht iber DNA-Gyrase-inhibierende Proteine, die auf
einem bakteriellen Chromosom kodiert sind.

[0006] Seit kurzem wird das Auftreten von Bakterien, die tolerant gegentiber dem herkémmlichen -Lactam
oder neuen Chinolonantibiotika sind, ein ernstes Problem, und Antibiotika mit neuer/m Wirkung und Mechanis-
mus, die Wirksamkeit gegentiber diesen toleranten Bakterien besitzen, wurden gewilinscht.

[0007] Es ist ein Ziel der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren zum Screenen und Identifizieren eines anti-
mikrobiellen Mittels mit neuer/m Wirkung und Mechanismus bereitzustellen, in welchem die Aktivitat von DGI
und die dessen Expression unter Verwendung von DGI oder einem Gen dafir moduliert werden.

[0008] Die Erfinder der vorliegenden Erfindung haben gefunden, dass, wenn die superhelikale Aktivitat jeder
Fraktion gemessen wird und jede Fraktion mit SDS-Polyacrylamid Elektrophorese wahrend des Durchfiihrens
der Reinigung von Escherichia coli DNA-Gyrase unter Verwendung von Novobiocin Affinitatssdulenchromato-
graphie analysiert wird, Fraktionen vorliegen, die ein Holoenzym von DNA-Gyrase enthalten, aber sie zeigen
nicht die superhelikale Aktivitat, und diese Fraktionen haben gemeinsam, dass sie ein Protein mit ungefahr 18
kDa enthalten. Die Erfinder der vorliegenden Erfindung haben den absolut neuen Befund herausgefunden,
dass das ungefahr 18 kDa Protein die Wirkung besitzt, die DNA-Gyrase Aktivitat (superhelikale Aktivitat) zu
inhibieren, und nannten das 18 kDa Protein "DNA-Gyrase-inhibierendes Protein" (DGI) (auch als Gyrl bezeich-
net). Weiterhin haben die Erfinder der vorliegenden Erfindung ein Gen, das dieses Protein kodiert (dgi Gen)
(auch als gyrl Gen bezeichnet) aus dem Chromosom von Escherichia coli kloniert, um ein Verfahren zur Her-
stellung von DGI bereitzustellen. Die Erfinder der vorliegenden Erfindung haben dartber hinaus ein System
zum Messen von DGI Aktivitat unter Verwendung von gereinigtem DGI konstruiert, und ein System zum Mes-
sen von Expression von DGI unter Verwendung einer Promotorregion des dgi Gens. Darlber hinaus haben die
[TEXT FEHLT]on des dgi Gens. Daruber hinaus haben die Erfinder der vorliegenden Erfindung gefunden, dass
das Wachstum von Bakterien durch Modulieren der Aktivitéat oder Expression von DGI kontrolliert werden kann,
und sie haben dabei die Erfindung vollendet.

[0009] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Identifizieren einer medizinischen Verbindung,
umfassend Testen der Wirkung des Modulierens der DNA-Gyrase inhibierenden Aktivitat, die DGI besitzt.

Kurzbeschreibung der Zeichnungen

[0010] Fig. 1 ist eine Abbildung, die ein Elutionsmuster von DNA-Gyrase in Novobiocin Sepharose Saulen-
chromatographie zeigt.
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[0011] Fig. 2 ist eine Abbildung von SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese von Fraktionen, die durch Novo-
biocin Sepharose Saulenchromatographie erhalten wurden.

[0012] Fig. 3 ist eine Abbildung von Agarose Gelelektrophorese, welche das Verschwinden von DNA-Gyrase
Aktivitat durch Fraktion Nr. 32 zeigt.

[0013] Fig. 4 ist eine Abbildung von SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese, welche die Expression in gro3en
Mengen von DGI in Escherichia coli zeigt.

[0014] Fig. 5 ist eine Abbildung von Agarose Gelelektrophorese, welche die Inhibierungswirkung gegeniiber
DNA-Gyrase superhelikaler Aktivitat durch gereinigtes 18 kDa Protein zeigt.

[0015] Fig. 6 ist eine Abbildung, welche die Anderung von dgi Promotoraktivitat in dem Vermehrungszustand
von Escherichia coli zeigt.

[0016] Fig. 7 ist eine Abbildung, welche die Wirkung von Expression von antisense RNA des dgi Gens auf
das Wachstum von Escherichia coli zeigt.

[0017] Fig. 8 ist eine Abbildung von Elektrophorese, welche den Nachweis von Escherichia coli DGI durch
Western Blot unter Verwendung eines anti-DGI Antikdrpers zeigt.

[0018] Sequenz ID NR: 1 des Sequenzprotokolls, das im Folgenden angegeben ist, zeigt jeweils die Amino-
sauresequenz des N-Terminus (16 Reste) von DGI, das von Escherichia coli abgeleitet ist, Sequenz ID NR: 2
und 3 zeigen die Basensequenzen von synthetischen Primer DNAs, die fur die Klonierung des dgi Gens, das
Escherichia coli DGI kodiert, verwendet wurden, Sequenz ID NR: 4 und 5 zeigen die Basensequenzen von syn-
thetischen Primer DNAs, die fir die Herstellung eines Expressionsvektors fur Escherichia coli DGI verwendet
wurden, Sequenz ID NR: 6 zeigt die Basensequenz eines DNA-Fragments, das ein Escherichia coli dgi Gen
enthalt, und die Aminosauresequenz des darin kodierten DGI, und Sequenz ID NR: 7 zeigt die Aminosaurese-
quenz von Escherichia coli DGI. Sequenz ID NR: 8 stellt jeweils die Basensequenz eines DNA-Fragments dar,
welches das dgi Gen enthalt, das von einem Mikroorganismus des Shigella Genus abgeleitet ist, und die darin
kodierte Amiosauresequenz von DGI, und Sequenz ID NR: 9 stellt die Aminosauresequenz von DGI dar, die
von einem Mikroorganismus des Shigella Genus abgeleitet ist.

[0019] Als ein Bakterium, das erfindungsgemafies DGI bildet, kann Escherichia coli geeigneterweise verwen-
det werden. Spezifische Stdmme kdnnen den Escherichia coli KL16 Stamm (National Institute of Genetics, Ge-
netic Strain Research Center, Zugangs Nr. ME8002), auferdem den K-12 Stamm (Genetics, Vol. 38, S. 51-64,
1953), aulRerdem den ML1410 (Microbiology and Immunology, Vol. 22, S. 367-375, 1978), ebenso
ATCC25922, ebenso NIHJ JC-2, ebenso den JM109 Stamm (ATCC 53323), ebenso GI724 (Invitrogen Co.,
USA) und so weiter, einschlief3en.

[0020] DGl der vorliegenden Erfindung ist ebenfalls weitreichend und allgemein in verschiedenen anderen
Bakterien als E. coli anwesend, und Beispiele solcher Bakterien kdnnen Mikroorganismen, die zu dem Shigella
Genus, Citrobacter Genus, Pseudomonas Genus, Bacillus Genus, Enterococcus Genus und Staphylococcus
Genus gehoren, einschlieRen. Besondere Beispiele von Stdmmen schlieRen Shigella boydii ID67 (NIHJ 1130
Typ 7) (Japanese Journal of Bacteriology, Vol. 50, S. 1019-1031, 1995, Tabelle 1-1 ), ebenso ATCC35964,
ebenso ATCC49348, Shigella dysenteriae [ID633 (NIHJ 177249 Typ 3) (Japanese Journal of Bacteriology, Vol.
50, S. 1019-1031, 1995, Tabelle 1-1 ), ebenso ATCC13313, ebenso ATCC23351, ebenso ATCC49345, Shigel-
la sonnei TRRL10805, ebenso ATCC11060, ebenso ATCC29930, Citrobacter freundii 11D976 (NIH 17), Peus-
odomonas aeruginosa ATCC27853, Bacillus subtilis ATCC6633, Enterococcus faecalis ATCC29212, Staphy-
lococcus aureus RN450 (Journal of Bacteriology, Vol. 174, S. 4952-4959, 1992) und so weiter, ein.

[0021] Die Reinigung von DGI kann aus einer bakteriellen Kultur durch verschiedenes Kombinieren von Rei-
nigungsverfahren, wie Ammoniumsulfatprazipitation, Affinitdtschromatographie, lonenaustauschchromatogra-
phie und Gelfiltrationschromatographie, unter Verwendung seiner physiologischen Aktivitat (die Wirkung des
Inhibierens der superhelikalen Aktivitat von DNA-Gyrase) als einen Index, z. B. wie unten gezeigt, durchgefihrt
werden.

[0022] Wenn die Tatsache, dass DGI in kombinierter Form mit DNA-Gyrase anwesend ist, verwendet wird,

werden beispielsweise Nukleinsaureentfernung, Ammoniumsulfatprazipitation und Fraktionierung unter Ver-
wendung einer Novobiocin Affinitatssaule aus einer extrahierten Flissigkeit aus mikrobiellen Zellen in der log-
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arithmischen Wachstumsphase, gemal dem DNA-Gyrase Reinigungsverfahren (Aoyama et al., Antimicrobial
Agents and Chemotherapy, Vol. 32, S. 104-109, 1988), durchgefiihrt. Weil Novobiocin an DNA-Gyrase bindet,
wird Novobiocin Affinitdtschromatographie zur Fraktionierung und Reinigung von DNA-Gyrase verwendet. Fur
jede Fraktion wird die superhelikale Aktivitat von DNA-Gyrase gemessen, und SDS-Polyacrylamid Gelelektro-
phorese wird durchgefihrt, und Fraktionen werden gesammelt, in denen die Anwesenheit eines Proteins, das
einem DNA-Gyrase Holoenzym entspricht, durch die SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese bestatigt wird,
aber die keine superhelikale Aktivitat zeigen, namlich in denen DNA-Gyrase mit DGI koexistent ist. DGI kann
aus den Fraktionen durch Gelffiltration unter Verwendung von Sephadex G-75 und ahnlichem isoliert und ge-
reinigt werden.

[0023] Alternativ dazu, unter Verwendung einer extrahierten Flissigkeit aus mikrobiellen Zellen in der loga-
rithmischen Wachstumsphase, kann DGI auch durch Ammoniumsulfatprazipitation, starker Anionen Aus-
tauschchromatographie und Verwendung von Q-Sepharose Schnellflusssaulen (Pharmacia Co.), Gelfiltration
unter Verwendung einer TSK Gel Toyopearl HW-55 Saule (Toso Co.) und SDS-Polyacrylamid Gelelektropho-
rese gereinigt werden.

[0024] Die superhelikale Aktivitat von DNA-Gyrase kann in Ubereinstimmung mit z. B. dem Verfahren, das in
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, Vol. 32, S. 104-109, 1988 beschrieben ist, gemessen werden. Die
DGI Aktivitat, namlich die Wirkung des Inhibierens der superhelikalen Aktivitat von DNA-Gyrase, kann gemes-
sen werden unter Verwendung des superhelikalen Aktivitdtsmessungssystems.

[0025] Das gereinigte DGI, das von Escherichia coli abgeleitet ist, war ein Protein mit einem Molekulargewicht
von ungefahr 18 kDa. Und die Aminosauresequenz seines N-Terminus ist durch Sequenz ID NR: 1, die im Fol-
genden angegeben ist, dargestellt.

[0026] Die Homologiesuche unter Verwendung einer Nukleinsauresequenz Datenbank (EBML/Genbank/DD-
BJ) zeigte, dass die N-terminale Sequenz von DGI identisch zu der N-terminalen Aminosauresequenz eines
angenommenen Produktes (hypothetisches Protein) YeeB in der sbcB Region (EMBL Zugangs Nr. U0O0009)
der chromosomalen DNA von Escherichia coli K-12 Stamm ist. Dartber hinaus entsprach das Molekularge-
wicht von DGI jenem des hypothetischen Proteins YeeB. Aus den oben genannten Tatsachen glaubten die Er-
finder, dass YeeB DGI war, und dass ein DGI kodierendes Gen (dgi Gen) in einem Teil anwesend war, der die
translationale Region von YeeB enthalt, und die Erfinder haben somit das Escherichia coli dgi Gen basierend
auf der Basensequenz vor und nach der translationalen Region des yeeB Gens kloniert.

[0027] EMBL Zugangs Nr. U0O0009 beschreibt die Basensequenz der sbcB Region von chromosomaler DNA
von Escherichia coli K-12 Stamm und die Aminosaure Primarsequenz eines strukturellen Genproduktes, das
von der Basensequenz von der Person, die in der Registrierung benannt ist, angenommen wurde. Jedoch sind
physiologische Aktivitat und Funktionen von solchen hypothetischen Produkten (wie YeeB und ahnlichen), die
sehr wichtige Informationen sind, darin Uberhaupt nicht bekannt oder vorgeschlagen, und es ist nicht einmal
bekannt, ob die hypothetischen Produkte wirklich in einer Zelle exprimiert werden oder nicht. Dartber hinaus
wird von dem sbmC Gen (Genprodukt SbmC) berichtet, das in der sbcB Region anwesend ist und dieselbe
Sequenz wie das yeeB besitzt (EMBL Zugangs Nr. X84885 und Molecular Microbiology, Vol. 18, S. 301-311,
1995). Jedoch gibt es bezliglich des sbmC Gens einige Beschreibungen in Verbindung mit der Toleranz ge-
genuber einer peptiddsen antibiotischen Substanz Microcin B17 und auf der Annahme, dass es eines der SOS
Gene ist, aber es ist immer noch nicht offenbart, welche physiologische Aktivitat und Funktion das Genprodukt
besitzt.

[0028] Das dgi Gen von Escherichia coli kann kloniert werden durch Durchfiihren einer Polymerase Ketten-
reaktion (PCR) mit Escherichia coli chromosomaler DNA als einer Matrize unter Verwendung eines Primers,
der auf der Basis der Basensequenz vor und hinter der yeeB translationalen Region der oben genannten sbcB
Region designed und synthetisiert ist (EMBL Zugangs Nr. U00009). Nach wahlweiser Spaltung mit einem ge-
eigneten Restriktionsenzym kdnnen PCR Produkte in ein Vektorplasmid ligiert werden, das in dem Escherichia
coli Wirt vermehrungsfahig ist.

[0029] Ein dgi Gen, das von Escherichia coli oder einem anderen Bakterium als Escherichia coli abgeleitet
ist, kann einfach kloniert werden, beispielsweise durch Herstellen der Bibliothek einer gewlinschten bakteriel-
len chromosomalen DNA und ihrem Screenen unter Verwendung eines markierten DNA-Fragments, das einen
Teil oder das gesamte dgi Gen von Escherichia coli als eine Sonde enthalt. Beispielsweise kann dies durchge-
fihrt werden durch Verwenden eines DNA-Fragments des dgi Gens umfassend die Basensequenz, die in Se-
quenz ID NR: 6 oder Sequenz ID NR: 8 gezeigt ist, als eine Sonde und Selektieren von Genen, die mit dem
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Fragment unter stringenten Bedingungen hybridisieren. Die DNA-Basensequenz der positiven Klone, die so
erhalten werden, wird bestimmt, und dadurch kann die DNA-Sequenz des dgi Gens bestimmt werden, und von
seiner translationalen Region kann die Aminosauresequenz von DGI erhalten werden. Solche dgi Gene, die
von anderen Bakterien als Escherichia coli abgeleitet sind, besitzen fiir gewdhnlich eine Homologie von 70%
oder mehr, vorzugsweise 80% oder mehr, weiter bevorzugt 90% oder mehr in der Basensequenz.

[0030] DNA-Bibliotheken kdnnen beispielsweise hergestellt werden durch das Verfahren, das in "Molecular
Cloning" (geschrieben von Sambrook, J., Fritsch, E. F. und Maniatis, T., publiziert von Cold Spring Harbor La-
boratory Press in 1989) beschrieben ist. Alternativ dazu, wenn kommerziell erhaltliche Bibliotheken vorliegen,
kdnnen diese verwendet werden.

[0031] DGI kann in einer Wirtszelle durch Genrekombinationstechniken unter Verwendung einer DGI kodie-
renden DNA, wie dem dgi Gen, exprimiert werden. Ein Expressionsplasmid wird hergestellt durch Verbinden
einer DGI kodierenden DNA stromabwarts von einem geeigneten Promotor (z. B. ApL Promotor, trp Promotor,
lac Promotor oder T7 Promotor, falls Escherichia coli als ein Wirt verwendet wird), und ihr Einfigen in einen
Vektor, der in einem Wirtsmikroorganismus (z. B. pBR322, pUC18 oder pUC19, wenn Escherichia coli als ein
Wirt verwendet wird) funktionell ist. Alternativ dazu kann eine DGI kodierende DNA mit einem Expressionsvek-
tor, der einen geeigneten Promotor enthalt, ligiert werden. Weil das normale Wachstum einer Wirtszelle repri-
miert ist, wenn eine grolRe Menge von DGI exprimiert wird, ist es bevorzugt, einen Vektor zu verwenden, der
einen Promotor enthalt, der die Fahigkeit besitzt, die Expressionsinduktion zu kontrollieren, um groRe Mengen
an DGI zu exprimieren, der Expressionsvektor kann pLEX (erhaltlich von Invitrogen Co.) und pET (erhaltlich
von Novagen Co.) einschlieRen, falls Escherichia coli als ein Wirt verwendet wird.

[0032] Eine Wirtszelle, die mit dem so erhaltenen Expressionsvektor transformiert wird (d. h. ein replikations-
fahiger Expressionsvektor, der eine DGI kodierende DNA enthalt), wird kultiviert, und das gewtnschte DGI
kann aus der Kulturbriihe oder so erhaltenen mikrobiellen Zellen hergestellt werden.

[0033] Als eine DGI kodierende DNA kann ein naturlich vorkommendes Gen eines Mikroorganismus verwen-
det werden, aber sie ist nicht darauf beschrankt. Beispielsweise kann irgendeine DNA, welche die Aminosau-
resequenz, die durch Sequenz ID NR: 7 gezeigt ist, kodiert, in dem Fall von Escherichia coli DGI verwendet
werden, wahrend irgendeine DNA, welche die Aminosauresequenz, die durch Sequenz ID NR: 9 gezeigt ist,
kodiert, im Fall von DGI eines Mikroorganismus des Shigella Genus verwendet werden kann. Ein Codon, das
jeder Aminosaure entspricht, ist bekannt, und somit kann eine DNA designed werden, die einer Aminosaure-
sequenz entspricht, und sie kann als eine Polypeptid kodierende DNA verwendet werden, ohne Beschrankung
auf irgendwelche native dgi Gene. Ein bis sechs Codons sind bekannt, die jede Aminosaure kodieren, und ir-
gendeines dieser Codons kann wahlweise ausgewahlt werden; beispielsweise kann eine Sequenz mit héherer
Expressionswirksamkeit unter Berticksichtigung der Frequenz der Verwendung von Codons in einem Wirt, der
fur Expression verwendet wird, designed werden. Eine DNA mit einer designten Basensequenz kann erhalten
werden durch, z. B. chemische Synthese oder teilweise Modifikation eines natlrlich vorkommenden Gens.
Kinstliche teilweise Modifikation einer Basensequenz und darin Einfihren von Mutationen kann durch das be-
kannte seitenspezifische Mutationseinfiihrungsverfahren durchgefiihrt werden (Mark, D. F. et al., Proceedings
of National Academy of Sciences, Vol. 81, S. 5662-5666 (1984)), unter Verwendung eines Primers, eines syn-
thetischen Oligonukleotids, das eine gewlinschte Modifikation kodiert.

[0034] In Escherichia coli, in dem eine grofle Menge an DGI exprimiert wird, kann abnormale Zellteilung be-
obachtet werden. Und, wenn die DGI Expression durch Exprimieren einer antisense RNA des dgi gens repri-
miert wird, kann die Verlangerung eines Bakteriums beobachtet werden, und solche Abnormalitat in der Mor-
phologie wird auch beobachtet, wenn Escherichia coli mit einem neuen Chinolonmittel, das ein Gyrase Inhibitor
ist, behandelt wird (Takeshi Nishino et al., Chemotherapy, 41(s-5), 50-66, 1993). Daraus wird eine medizini-
sche Verbindung, welche die DGI Aktivitat moduliert (steigert oder inhibiert) oder die Expression des dgi Gens
moduliert (steigert oder inhibiert), als nutzlich fur antimikrobielle Mittel erachtet.

[0035] Unter Verwendung des DGI der vorliegenden Erfindung, kann eine zu testende Verbindung untersucht
werden, ob sie die Wirkung besitzt, die DGI Aktivitat (DNA-Gyrase-inhibierende Aktivitat) zu modulieren oder
nicht. Darliber hinaus kann eine zu testende Verbindung untersucht werden, ob sie die Wirkung der Modulation
der Expression des dgi Gens besitzt oder nicht, unter Verwendung eines Promotors des dgi Gens der vorlie-
genden Erfindung. Durch solche Assays kann beispielsweise eine medizinische Verbindung, die fir ein anti-
mikrobielles Mittel nutzlich ist, gescreent und identifiziert werden.

[0036] Als das Verfahren zum wirksamen Untersuchen, ob eine zu testende Verbindung die Wirkung, die DGI
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Aktivitat zu modulieren, unter Verwendung eines Promotors des dgi Gens der vorliegenden Erfindung, besitzt
oder nicht, ist beispielhaft ein Verfahren angegeben, umfassend die Verwendung eines rekombinanten Plas-
mids, das erhalten wird durch Ligieren eines Indikatorgens stromabwarts einer Promotorregion in dem dgi Gen,
und das designed ist, um das Indikatorgen unter der Kontrolle des Promotors des dgi Gens zu exprimieren.
Die Promotoraktivitat wird wirksam gemessen, wobei als ein Index die Expression eines Indikatorproteins in
einer transformierten Wirtszelle durch Transformieren der Wirtszelle mit dem so erhaltenen rekombinanten
Plasmid verwendet wird. Es besteht das Problem zwischen den heterogenen Spezies, dass die Expressions-
wirksamkeit unterschiedlich ist, und deshalb sind ein Mikroorganismus, der als ein Wirt verwendet wird, und
die Quelle eines dgi Promotors vorzugsweise homogen. Als Indikatorproteine (Indikatorgene) sind beispielhaft
B-Galactosidase (lacZ Gen), Luciferase (luc Gen) und alkalische Phosphatase (phoA Gen) ausgefuhrt.

[0037] Substanzen, welche die Expression des dgi Gens modulieren, kénnen beispielsweise eine antisense
DNA oder RNA des dgi Gens einschlieRen. Solche DNA oder RNA kann durch chemische Synthese oder ahn-
liches erhalten werden. Auch kann eine antisense RNA erhalten werden durch Exprimieren eines Plasmids in
einen Wirt, wobei ein Fragment, das einen Teil des Gens enthalt, in einen Expressionsvektor in einer reversen
Richtung (in einer antisense Richtung) eingefiihrt wird.

[0038] Darliber hinaus kann ein Antikérper (monoklonaler oder polyklonaler Antikdrper), der spezifisch das
DGI erkennt, unter Verwendung eines gereinigten DGI erhalten werden. Beispielsweise kénnen polyklonale
Antikérper durch das herkémmliche Verfahren erhalten werden, wie ein Verfahren umfassend Inokulieren ei-
nes geeigneten Wirtstieres (wie eines Kaninchens oder einer Maus) mit einem gereinigten DGI, seinem Frag-
ment oder einem synthetischen Peptid, das eine Teilsequenz davon enthalt, und Sammeln von Antiserum. Mo-
noklonale Antikérper kdnnen durch technische Verfahren hergestellt werden, wie die herkémmlichen Hybrido-
maverfahren, unter Verwendung von gereinigtem DGI, seinem Fragment oder einem synthetischen Peptid, das
eine Teilsequenz davon als ein Antigen enthalt. Der so erhaltene Antikérper kann beispielweise verwendet wer-
den zum Nachweisen, Quantifizieren oder Reinigen des DGI.

[0039] Das DGI der vorliegenden Erfindung kann seine Fragmente und ihre Homologe einschlie®en. Solche
Fragmente oder Homologe kénnen irgendein Material sein, solange es entweder eine biologische Aktivitat be-
sitzt, die jener von DGI ahnlich ist (im Wesentlichen derselbe Typ und Wirksamkeit wie DGI), oder immunolo-
gische Gleichwertigkeit dazu. Insbesondere, als DGls, sind beispielhaft ausgeflihrt, zusatzlich zu jenen, wel-
che die Aminosauresequenz, die durch Sequenz ID NR: 7 oder 9 gezeigt ist, umfassen, jene, die eine Amino-
sauresequenz umfassen, wobei eine oder mehrere Aminosauren deletiert, substituiert oder hinzugefiigt sind
in der Aminosauresequenz, die durch Sequenz ID NR: 7 oder 9 gezeigt ist. Der Grad der Deletion, Substitution
oder Addition von Aminosauren kann derart sein, dass die Starke die DNA-Gyrase Aktivitat zu inhibieren, nicht
verloren wird, und allgemein 1 bis ungefahr 30, vorzugsweise 1 bis ungefahr 15, weiter bevorzugt 1 bis unge-
fahr 7 werden darauf verwendet. Solche Proteine besitzen eine Homologie von normalerweise 80% oder mehr,
vorzugsweise 90% oder mehr, weiter bevorzugt 95% oder mehr im Vergleich zu der Aminosauresequenz, die
durch Sequenz ID NR: 7 oder 9 dargestellt ist.

[0040] Als Gene, welche das DGI der vorliegenden Erfindung kodieren, sind beispielhaft ausgefihrt, zusatz-
lich zu den DNAs, welche die Basensequenzen umfassen, die durch Sequenz ID NR: 6 oder 8 dargestellt sind,
jene mit der Fahigkeit mit einer DNA unter stringenten Bedingungen zu hybridisieren, welche die Basense-
quenz umfasst, die durch Sequenz ID NR: 6 oder 8 dargestellt ist. Irgendeine dieser hybridisierbaren DNAs
kann eine sein mit der Starke, dass ein Protein, das durch die DNA kodiert wird, die DNA-Gyrase Aktivitat in-
hibiert. Solche DNAs besitzen eine Basensequenzhomologie von normalerweise 70% oder mehr, vorzugswei-
se 80% oder mehr, weiter bevorzugt 90% oder mehr der Basensequenz, die durch Sequenz ID NR: 6 oder 8
dargestellt ist. Diese DNAs kénnen mutante Gene, die naturlicherweise gefunden werden, kiinstlich modifizier-
te mutierte Gene und homologe Gene, die von heterogenen Organismen abgeleitet sind, einschlielen.

[0041] Die Hybridisierung unter stringenten Bedingungen in der vorliegenden Erfindung kénnen derart aus-
geflhrt werden, dass Hybridisierung in einer Hybridisierungslésung mit 5 x SSPE (5 mal die Konzentration von
SSPE) oder mit einer entsprechenden Salzkonzentration unter den Temperaturbedingungen von 37 bis 42°C
fur ungefahr 12 bis 18 Stunden angewandt wird, Vorwaschen wird durchgefiihrt, falls notwendig, in 5 x SSPE
oder einer Losung mit einer entsprechenden Salzkonzentration, und Waschen wird durchgefihrt in 1 x SSPE
oder einer L6sung mit einer entsprechenden Salzkonzentration unter den Temperaturbedingungen von 50 bis
65°C. Um hdhere Stringenz zu erhalten, wird das Waschen in einer Lésung mit einer niedrigeren Salzkonzen-
tration, wie 0,1 x SSPE oder einer L6sung mit einer entsprechenden Salzkonzentration durchgefihrt.

[0042] Die vorliegende Erfindung wird detaillierter mit den Beispielen unten beschrieben, aber diese Beispiele
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beschranken nicht den Schutzbereich der vorliegenden Erfindung.

[0043] In den folgenden Beispielen wurde jedes Verfahren, wenn es nicht spezifisch anders angegeben ist,
in Ubereinstimmung mit dem Verfahren durchgefiihrt, das in "Molecular Cloning" (geschrieben von Sambrook,
J., Fritsch, E. F. und Maniatis, T. und publiziert durch Cold Spring Harbor Laboratory Press in 1989) beschrie-
ben ist, oder wenn kommerziell erhéltliche Reagenzien und Kits verwendet wurden, wurden diese entspre-
chend den Anweisungen dafiir verwendet.

Beispiele
Beispiel 1 Isolierung und Identifizierung von Escherichia coli DNA-Gyrase-inhibierendem Protein (DGI)
(1) Kultur des Bakteriums

[0044] Unter Verwendung des Escherichia coli KL 16 Stamms als einen Stamm, wurde das Kultivieren wie
folgt durchgefiihrt. In 1000 ml reinem Wasser wurde 1 g (NH,),SO,, 3 g KH,PO,, 5,25 g K,HPO,, 0,57 g Natri-
umcitratdihydrat und 0,12 g MgSO, geldst, und nach der Sterilisierung wurden ein getrennt sterilisiertes Cas-
einhydrolysat und Glucose hinzugefiigt, so dass die Konzentration davon 1% erreichte, um ein Kulturmedium
herzustellen. 150 ml dieses Mediums wurde in eine Erlenmeyer Flasche mit 500 ml Volumen eingefiihrt, und
10 ml des kultivierten Mediums (Uber Nacht kultiviert) wurde hinzugefugt, um Rotation und Schitteln (160 rpm)
bei 37°C durchzufuhren. Kulturmedium in der spaten logarithmischen Wachstumsphase (ungefahr 1,0 von
0OD600) wurde schnell gekihlt und danach zentrifugiert (5000 rpm x 10 min) bei 4°C, um die Zellen zu sam-
meln. Es wurde zweimal mit einem TED Puffer (10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 1 mM EDTA und 1 mM Dithiothreitol)
gewaschen, und es wurde, nach Messen des Nassgewichts, in einem entsprechenden Volumen des TED Puf-
fers suspendiert, und in jeweils ungefahr 20 ml portioniert und bei —-80°C konserviert.

(2) Reinigung von Escherichia coli DNA-Gyrase

[0045] Die Reinigung von DNA-Gyrase wurde in Ubereinstimmung mit dem Verfahren von Aoyama et al. (An-
timicrobial Agents und Chemotherapy, Vol. 32, S. 104-109, 1989) wie folgt durchgefihrt.

[0046] Die bakteriellen Zellen, die bei —80°C konserviert wurden, wurden bei Raumtemperatur aufgetaut, und
0,5 ml 0,5 M Dithiothreitol, 2 ml 0,5 M EDTA, 4 ml 0,5 M KCI und 2 ml einer Lysozymldsung bei 30 mg/ml wur-
den schrittweise pro 20 ml davon hinzugefligt, um langsames Schitteln bei Raumtemperatur fir 15 Minuten
durchzufihren. Danach wurde Brij 58 (erhaltlich von Sigma Co.) zu 0,5% Konzentration hinzugefuigt, und es
wurde Bewegung in Eis fur 30 Minuten durchgeflhrt. Die Reaktionsmischung wurde ultrazentrifugiert (35000
rom x 1 Stunde) bei 4°C, und ein Uberstand wurde abgetrennt. Zu dem Uberstand wurde 20% Streptomycin
zu der Endkonzentration von 2% hinzugefigt, und Nukleinsduren wurden entfernt. Danach wurde Bewegung
fur 30 Minuten in Eis durchgefuhrt, und Zentrifugation (12000 rpm x 15 min) wurde durchgefiihrt bei 4°C, um
einen Uberstand zu erhalten. 0,39 g Ammoniumsulfat wurde pro ml des Uberstands hinzugefiigt und zentrifu-
giert (12000 rpm x 20 min), um ein Prazipitat zu erhalten. Das Prazipitat wurde in 20 ml eines TED Puffers
suspendiert und danach in 4000 ml eines TED Puffers bei 4°C dialysiert, um einen Rohextrakt (50 ml) zu er-
halten. Der Rohextrakt wurde auf eine Novobiocin-Sepharose Saule (Bettvolumen 30 ml) geladen, die zuvor
mit einem TED Puffer aquilibriert worden war. Die Novobiocin-Sepharose Saule wurde verwendet, die durch
Koppeln von Novobiocin (erhéltlich von Sigma Co.) an Epoxy aktivierte Sepharose 6B (erhaltlich von Pharma-
cia Co.) in Ubereinstimmung mit dem Verfahren von Staudenbauer & Orr et al. (Nucleic Acids Resarch, Vol. 9,
S. 3589-3603, 1989), hergestellt worden war. Nach dem Waschen der Saule mit 6 mal dem Volumen eines
TED Puffers, wurde sie aufeinanderfolgend mit TED Puffern eluiert, die jeweils 0,2 M KCI, 2 M KCI, 5 M Harn-
stoff, 2 M KCI-5 M Harnstoff und 2 M KCI-5 M Harnstoff (pH 4,0) enthielten, und fraktioniert. Jeweils 3 ml der
Fraktionen des Eluats wurden einem TED Puffer — 50% Glycerin bei 4°C ber Nacht dialysiert, und danach
wurde die superhelikale Aktivitat jeder Fraktion durch das Verfahren, das in den Referenzbeispielen unten be-
schrieben ist, gemessen.

[0047] Die Fraktionen, in denen Aktivitat gefunden wurde, wurden als eine Fraktion gesammelt, die das Ho-
loenzym von DNA-Gyrase (Komplex aus Untereinheiten A und B) enthalt. Ein Teil der Fraktionen, die nicht die
aktiven Fraktionen waren, wurde verwendet, und eine verdiinnte aktive Fraktion wurde hinzugefligt, um zu un-
tersuchen, ob die superhelikale Aktivitat zuriickgewonnen wurde oder nicht. Die Fraktionen, deren superheli-
kale Aktivitat zurickgewonnen wurde, wurden als grob gereinigte Untereinheit A Fraktionen gesammelt. Da-
nach wurde ein Teil dieser Untereinheit A Fraktion zu den anderen Fraktionen hinzugefiigt, um zu untersuchen,
ob die superhelikale Aktivitat zurickgewonnen wurde oder nicht. Die Fraktionen deren Aktivitat zuriickgewon-
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nen wurde, wurden als grob gereinigte Untereinheit B Fraktionen gesammelt. Das Elutionsmuster von Protei-
nen von der Novobiocin-Sepharose Saule ist in Fig. 1 gezeigt. DNA-Gyrase Holoenzym (Komplex aus Unter-
einheiten A und B), Untereinheit A und Untereinheit B wurden in Fraktionen gefunden, die mit jeweils 5 M Harn-
stoff eluierten, Fraktionen eluierten jeweils mit 2 M KCI und Fraktionen eluierten mit 2 M KCI + 5 M Harnstoff.

(3) Reinigung von Untereinheiten A und B von Escherichia coli DNA-Gyrase

[0048] Die Reinigung von Untereinheiten A und B wurde wie folgt durchgeflihrt. 85 ml der grob gereinigten
Untereinheit A Fraktion (verdinnt mit einem TED Puffer, fiinffach), erhalten im obigen (2) wurde auf eine He-
parin-Sepharose CL-6B (erhaltlich von Pharmacia Co.) Saule (Bettvolumen 15 ml) geladen, die mit einem 10%
Glycerin enthaltenden TED Puffer aquilibriert worden war. Nach dem Waschen mit demselben Puffer, wurde
sie mit 10% Glycerin enthaltenden TED Puffern eluiert, die jeweils 0,05 M KClI, 0,2 M KCI, 2 M KCI, 2 M KCI-5
M Harnstoff und 2 M KCI-5 M Harnstoff (pH 4,0) enthalten, und fraktioniert. Jeder Fraktion (5 pl) wurden die
Holoenzym Fraktion (ungeféahr 2,5 pl), die aus dem obigen (2) erhalten wurde, hinzugeflgt, und hinsichtlich der
superhelikalen Aktivitdt gemessen, und gereinigte Untereinheit A enthaltende Fraktionen wurden bestimmt.

[0049] 35 ml der Untereinheit B Fraktion (verdinnt mit TED Puffer, finffach), erhalten in dem obigen (2), wur-
de auf einen Novobiocin-Sepharose Saule (Bettvolumen 10 ml) geladen, die mit einem 10% Glycerin enthal-
tenden TED Puffer aquilibriert worden war. Nach dem Waschen mit demselben Puffer wurde sie mit 10% Gly-
cerin enthaltenden TED Puffern eluiert, die jeweils 2 M KClI, 2,5 M Harnstoff, 5 M Harnstoff, 2 M KCI-5 M Harn-
stoff und 2 M KCI-5 M Harnstoff (pH 4,0) enthalten, und fraktioniert. Jede Fraktion, zu der die gereinigte Unter-
einheit A Fraktion hinzugefligt wurde, wurde hinsichtlich der superhelikalen Aktivitdt gemessen, und gereinigte
Untereinheit B Fraktionen wurden bestimmt. Jede der gereinigten Untereinheit Fraktionen wurde unter Ver-
wendung eines 50% Glycerin enthaltenden TED Puffers dialysiert und bei —20°C konserviert.

(4) Isolierung von Escherichia coli DNA-Gyrase-inhibierendem Protein

[0050] All die Fraktionen, die durch die Novobiocin-Sepharose Sdulenchromatographie im obigen (2) erhalten
wurden, wurden einer SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) unterzogen, um die Elektrophore-
semuster von aktiven und inaktiven Fraktionen zu vergleichen. Als ein Ergebnis besal3en die Fraktionen Nr. 32
und 33 ein Elektrophoresebild, welches dem Holoenzym entsprach, wahrend sie keine superhelikale Aktivitat
zeigten, und es wurde beobachtet, dass sie eine gemeinsame Bande des 18 kDa Proteins besitzen (Eig. 2).

[0051] Fraktion Nr. 32 (0,4 ml) wurde auf eine Sephadex G-75 (Saulenvolumen 3,5 ml) geladen, die mit einem
10% Glycerol enthaltenden TED Puffer aquilibriert worden war, und Gelfiltration wurde durchgefiihrt. Nach der
Fraktionierung durch Elution mit einem TED Puffer wurde ein Teil jeder Fraktion abgenommen und einer
SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese unterzogen, um die Bande des 18 kDa Proteins zu bestatigen, und das
Protein in den Fraktionen, in denen das 18 kDa Protein, d. h. das DNA-Gyrase-inhibierende Protein (DGI) als
eine einzelne Bande erschien, wurde als gereinigtes DGI gesammelt. Als ein Ergebnis wurden ungefahr 1,5
Mg gereinigtes DGI aus 26,5 g nassen bakteriellen Zellen erhalten.

(5) DNA-Gyrase-inhibierende Aktivitat von DGI

[0052] Nr. 32 Fraktion (5 pl) wurde dem Messsystem fiir die superhelikale Aktivitat von DNA-Gyrase, das in
den unten erwahnten Referenzbeispielen beschrieben ist, hinzugeflgt, d. h. eine Reaktionsflussigkeit (15 pl)
enthaltend relaxierte pBR322 DNA (0,1 pg), Untereinheit A (1 U) und Untereinheit B (1 U). Damit reagiert, wur-
de die relaxierte Plasmid DNA nicht in die superhelikale Form (Fig. 3) umgewandelt. Daraus wurde bestatigt,
dass Nr. 32 Fraktion einen Inhibitor der superhelikalen Aktivitat der DNA-Gyrase enthielt. Es wurde auRerdem
bestatigt, dass das gereinigte DGI, das in dem obigen (4) erhalten wurde, vollstéandig die superhelikale Aktivitat
von DNA-Gyrase bei einer Konzentration von 8 pg/ml inhibierte.

(6) Bestimmen der N-terminalen Aminosauresequenz von DGI, das von Escherichia coli abgeleitet ist
[0053] Die N-terminale Aminosauresequenz des gereinigten DGI, die in dem obigen (4) erhalten wurde, wur-
de unter Verwendung eines Peptid Sequenzierers LF3400 (erhaltlich von Beckman Co.) bestimmt. Die so er-

haltene Aminosauresequenz der N-terminalen 16 Reste wurde durch Sequenz ID NR: 1 in dem Sequenz Pro-
tokoll, das im Folgenden erwahnt ist, dargestellt.
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Beispiel 2 Klonieren des Escherichia coli dgi Gens und Bestimmen seiner Basensequenz

[0054] Unter Verwendung einer Nukleinsauresequenz Datenbank (EMBL/Genbank/DDBJ) wurde eine Homo-
logiesuche fir die N-terminale Aminosauresequenz von Escherichia coli DGI durchgefiihrt, die in dem oben
erwahnten Absatz (6) von Beispiel 1 bestimmt wurde, und dabei wurde gefunden, dass die N-terminale Se-
quenz von DGl identisch war mit der N-terminalen Aminosauresequenz eines Produkts YeeB, das vermutlich
in der sbcB Region (EMBL Zugangs Nr. U0O0009) von Escherichia coli K-12 Stamm chromosomaler DNA exis-
tiert. Das Molekulargewicht von YeeB, das von der Sequenz geschatzt wurde, betrug 18081 Dalton, und es war
identisch zu dem Molekulargewicht von DGI. Daraus wurde angenommen, dass das vermutliche YeeB DGl
war, und dass das DGI kodierende Gen (dgi Gen) in einem Abschnitt anwesend war, der eine Translationsre-
gion des yeeB Gens enthalt.

[0055] So wurde eine Region, die der 189.-1370. Base von dem 5'-Ende der oben erwahnten sbcB Region
(EMBL Zugangs Nr. U0O0009) entspricht, aus E. coli KL16 Stamm chromosomaler DNA durch Polymerase Ket-
tenreaktion (PCR), wie unten erwahnt, kloniert. Es wurden Oligonukleotid Primer, in denen BamHI Erken-
nungsstellen in beide Enden einer betroffenen Sequenz eingebaut wurden, designed und mit einem DNA Syn-
thetisierer synthetisiert (die Sequenz des sense Primers ist jeweils in Sequenz ID NR: 2 und die Sequenz des
antisense Primers in Sequenz ID NR: 3 des unten erwahnten Sequenzprotokolls gezeigt). Die PCR Reaktion
wurde in einem PCR Puffer durchgefiihrt (Zusammensetzung: 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI (pH 9,0) und 1%
Triton X-100), versetzt mit 0,5 mg/ml E. coli KL16 chromosomaler DNA, 800 uM dNTP Mischung, 0,66 uM des
sense Primers, 1 pM des antisense Primers, 2 mM MgCl, und 0,025 U/ul Taq Polymerase (30 Zyklen von 2
Minuten bei 94°C, 2 Minuten bei 51°C und 3 Minuten bei 72°C), um DNA zu amplifizieren. Das 1,2 kbp DNA
Fragment, das durch die PCR erhalten wurde, wurde mit einem geeigneten Restriktionsenzym gespalten und
in ein Vektorplasmid pUC19 ligiert (erhaltlich von Takara Shuzo Co.), und das so erhaltene rekombinante Plas-
mid wurde in E. coli des JM109 Stammes eingefiihrt. Diese rekombinanten Plasmide wurden verwendet, um
die Basensequenz des 1,2 kbp DNA Fragments durch das Dideoxy Verfahren mit einem Fluoreszenz DNA Se-
quenzierer (erhaltlich von Hitachi Co.) zu bestimmen. Die so erhaltene Basensequenz und die Aminosaurese-
quenz eines Proteins, das durch einen offenen Leserahmen darin kodiert wird, wurden in Sequenz ID NR: 6
gezeigt. Die Sequenz war identisch zu der Sequenz (yeeB Gen) in der sbcB Region (EMBL Zugangs Nr.
U00009) von E. coli K-12, die bereits bei einer DNA Basensequenz Datenbank registriert war. Weiterhin war
die N-terminate Aminosauresequenz des Proteins, das durch den offenen Leserahmen kodiert wurde, iden-
tisch zu der N-terminalen Sequenz von DGI, und es wurde angenommen, dass die DNA und Aminosaurese-
quenzen, die durch Sequenz ID NR: 6 dargestellt wurden, die DNA Sequenz des dgi Gens von E. coli und die
Aminosauresequenz von DGI waren.

Beispiel 3 dgi Gene von verschiedenen bakteriellen Chromosomen

[0056] DGl war wichtig fir bakterielles Wachstum, und von ihm wird angenommen, dass es allgemein prasent
ist. So wurde Southern Hybridisierung mit verschiedenen bakteriellen chromosomalen DNAs unter Verwen-
dung eines DNA-Fragments des dgi Gens, das in dem obigen Beispiel 2 erhalten wurde, durchgefihrt.

[0057] Die Southern Hybridisierung wurde in Ubereinstimmung mit dem Verfahren, das in Molecular Cloning
(Vol. 2, 6.2-6.19 und 9.31-9,46, 1989) beschrieben ist, durchgefuhrt. Es wurden Chromosomen verwendet,
die von verschiedenen Bakterien abgeleitet waren, die hergestellt wurden durch das herkémmliche Verfahren
und anschlieRend mit EcoRI gespalten wurden. Als eine Sonde wurde ein Ndel-gespaltenes Fragment verwen-
det, das in dem Gen lag, das von E. coli abgeleitet ist, das in dem obigen (6) von Beispiel 2 kloniert und mit **P
markiert wurde. Die Hybridisierung wurde unter normal stringenten Bedingungen durchgefiihrt. Dies bedeutet
nach Schiutteln fir 4 Stunden bei 42°C in einer Prahybridisierungslosung (5 x SSPE, 5 x Denhardt's Losung,
0,5% SDS und 50% Formamid) enthaltend SSPE (180 mM NaCl, 1 mM EDTA und 10 mM Natriumphosphat
(pH 7,7)), eine markierte Sonde wurde hinzugefligt, und die Hybridisierung wurde bei 42°C fir 14 Stunden
durchgefihrt, und das Waschen wurde unter den folgenden drei Bedingungen durchgefihrt:
Waschbedingung 1: 0,1% SDS, 0,1% SSPE, 65°C

Waschbedingung 2: 0,1% SDS, 0,1% SSPE, 52°C

Waschbedingung 3: 0,1% SDS, 1 x SSPE, 52°C

[0058] Die Starke der Hybridisierung wurde wie folgt bewertet:

+++: eindeutige Hybridisierungsbande in Autoradiographie nach Waschen unter der Waschbedingung 1
++ : eindeutige Hybridisierungsbande in Autoradiographie nach Waschen unter der Waschbedingung 2
+ : eindeutige Hybridisierungsbande in Autoradiographie nach Waschen unter der Waschbedingung 3
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[0059] Die Ergebnisse davon wurden in Tabelle 1 unten gezeigt.

Tabelle 1
Stammname Hybridisierungsstarke

Escherichia coli K-12 4+

Escherichia coli ML1410 o+

Escherichia coli ATCC25922 44

Escherichia coli NIHJ JC-2 4+

Shigella boydii 11D627 +++

Shigella dysenteriae [ID633 4+

Shigella sonnei TRRL10805 F++

Citrobacter freundii |ID976 ++

Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 +

Bacillus subtilis ATCC6633 +

Enterococcus faecalis ATCC29212 + |
Staphylococcus aureus RN450 + j

+++ starke Hybridisierung
++ mittlere Hybridisierung
+ leicht schwache Hybridisierung

[0060] Wie in Tabelle 1 gezeigt, wurden Fragmente gefunden, die unter stringenten Bedingungen mit dem
Fragment des dgi Gens hybridisierten (das Ndel Fragment entspricht der 225.-815. Base der Sequenz ID NR:
6), das von Escherichia coli abgeleitet ist, in Mikroorganismen des Shigella Genus, Citrobacter Genus, Pseu-
domonas Genus, Bacillus Genus, Enterococcus Genus und Staphylococcus Genus.

[0061] Es wurde bericksichtigt, dass homologe dgi Gene in diesen Mikroorganismen anwesend waren, und
dass insbesondere Gene des Shigella Genus und Citrobacter Genus eine extrem hohe Homologie mit jenen
des Escherichia Genus aufwiesen. Homologe Gene wie diese waren in vielen Arten von Mikroorganismen ver-
teilt, und deshalb wurde vorgeschlagen, dass DGI wichtig fiir bakterielles Wachstum ist.

Beispiel 4 Expression in gro3en Mengen des E. coli DGI durch Genrekombination und ihre Reinigung
(1) Herstellung eines Vektors flir DGI Expression

[0062] Um groRRe Mengen des DGI Proteins herzustellen, wurde ein DGI Expressionssystem unter Verwen-
dung des Vektorplasmids pLEX (erhaltlich von Invitrogen Co.) fiir die folgende Proteinexpression konstruiert.
Das System des Expressionsvektors pLEX betrifft die Kontrollexpression eines betroffenen Gens durch trans-
kriptionelle Regulation mit Tryptophan als einem Induktor. Dies bedeutet, dass, wenn Tryptophan abwesend
ist, das c1 Repressorprotein vom A1 Gen unter dem trp Promotor exprimiert wurde und an die Operatorregion
des P, Promotors auf dem Vektor band, um die Transkription des betroffenen Gens, das stromabwarts des P,
Promotors ligiert war, zu reprimieren. Andererseits, wenn Tryptophan anwesend war, wurde ein Trypto-
phan-Repressorkomplex gebildet, der fest an den trp Operator band, um die Expression des c1 Repressorpro-
teins zu inhibieren, und dadurch wurde der c1 Repressor von dem P, Promotor dissoziiert, um die Transkription
des betroffenen Gens zu starten.
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[0063] Als ein Fragment, das in das Plasmid pLEX eingebaut wurde, wurde ein Fragment durch PCR herge-
stellt, in dem die Restriktionsenzym Ndel-Erkennungsstellen an beiden Enden der dgi Genregion hinzugefligt
wurden (ein Fragment, das der 255.-815. Base der Sequenz ID NR: 6 entspricht), dessen Basensequenz in
Beispiel 2 oben bestimmt wurde. Chromosomale DNA des E. coli KL 16 Stammes wurde als eine Matrizen
DNA fiir die PCR verwendet, und die Primer wurden unter Verwendung eines DNA Synthetisierers syntheti-
siert. (Die Sequenz des sense Primers wurde durch Sequenz ID NR: 4 gezeigt, und die Sequenz des antisense
Primers wurde durch Sequenz ID NR: 5 gezeigt). Das so erhaltene PCR Produkt wurde in ein Vektorplasmid
pT7BlueT ligiert (erhaltlich von Novagen Co.) und in E. coli JM109 eingeflhrt, um ein rekombinantes Plasmid
herzustellen. Das resultierende rekombinante Plasmid wurde mit Ndel gespalten und durch Agarose Gelelek-
trophorese getrennt, und danach wurde ein Ndel Fragment mit 473 bp aus dem Gel gereinigt und in pLEX li-
giert. Es wurde in E. coli GI724 (Invitrogen Co., USA) durch das Elektroporationsverfahren eingefiihrt, um ein
rekombinantes Plasmid herzustellen, und die Insertionsrichtung des Insertionsfragments wurde durch das
Spaltungsmuster mit ECoRV entschieden. Das rekombinante Plasmid pCA17 wurde erhalten, worin das Inser-
tionsfragment enthaltend das dgi Gen, in der richtigen Richtung (sense Richtung), inseriert war. Die Elektropo-
ration wurde unter Verwendung eines Electrocell Manipulators 600 (erhaltlich von BM KiKi K. K.) nach den Be-
dingungen der potentiellen Differenz 2,25 kV und dem elektrischen Widerstand 129 Q durchgefiihrt. Der GI724
Stamm, der mit dem rekombinanten Plasmid pCA17 transformiert wurde, worin das Insertionsfragment enthal-
tend das dgi Gen, in das Vektorplasmid pLEX in positiver Richtung inseriert wurde, d. h. E. coli GI724 (pCA17)
Stamm, wurde beim National Institute of Bioscience and Human-Technology (NIBH) (1-3, Higashi 1-chome,
Tsukuba-shi, Ibaraki-Ken Japan) unter der Zugangs Nr. FERM BP-6133 am 6. Oktober 1997 hinterlegt.

(2) Expression in grof3en Mengen von E. coli DGI

[0064] DerE. coli GI724 (pCA17) Stamm, der in dem vorhergehenden Absatz (1) erhalten wurde, wurde einer
Schittelkultur in RM Medium enthaltend 100 pg/ml Ampicillin (42 mM Na,HPO,, 22 mM KH,PO,, 8,5 mM NaCl,
18 mM NH,CI (pH 7,4), 2 Casaminosaure, 1% Glycerol und 1 mM MgCl,), unterzogen. Wenn der OD,,, Wert
ungefahr 0,5 erreichte, wurde Tryptophan in einer Endkonzentration von 100 pg/ml hinzugefiigt, und dadurch
wurde die Expression von DGI Protein induziert. Danach wurde die Schuttelkultivierung fur 5 Stunden bei 37°C
fortgesetzt. Ein ml der Kulturbriihe wurde abgenommen und zentrifugiert, um die bakteriellen Zellen zu sam-
meln. Die so erhaltenen Zellen wurden geldst in 100 yl SDS Puffer (50 mM Tris-HCI (pH 6,8), 138 mM SDS,
1,5 M Glycerin und 280 mM 2-Mercaptoethanol), und sie wurden der Bakteriolyse durch Erhitzen fir 5 Minuten
bei 95°C und der anschlieBenden Lagerung in Eis, unterzogen. 20 pl des Uberstandes wurden hinsichtlich Pro-
teinexpression durch SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) getestet. Als ein Ergebnis (Eig. 4)
wurde gefunden, dass die Stdmme, die mit pCA17 transformiert wurden, gro3e Mengen eines ungefahr 18 kDa
Proteins exprimierten, das DGI entsprach. Andererseits wurden in den Stdmmen, die durch das rekombinante
Plasmid pCA18 transformiert wurden, in dem die dgi Gen enthaltenden Insertionsfragmente in reverser Rich-
tung (antisense Richtung) inseriert worden waren, oder die Stdmme, die mit dem Vektor pLEX transformiert
wurden, keine Expression in groRen Mengen gefunden. Wenn die Stdmme, die eine grolRe Menge an DGI ex-
primierten, mit dem Mikroskop beobachtet wurden, waren sie schlank und gestreckt, und es wurde angenom-
men, dass sie in ihrer Zellteilung abnormal waren. Daraus wird gefolgert, dass medizinische Mittel, welche die
Aktivitat und/oder Expression des DGI verstarken, niitzlich als antimikrobielle Mittel sind.

(3) Reinigung von E. coli DGI

[0065] Auf die gleiche Weise wie im obigen (2) wurde der E. coli Stamm GI724 (pCA17) kultiviert und der Ex-
pressionsinduktion mit Tryptophan unterzogen. Die bakteriellen Zellen, die durch Zentrifugation erhalten wur-
den, wurden in 10 ml Lésung A (30 mM Tris-HCI (pH 7,5) und 30 mM NaCl) suspendiert und mit Ultraschall in
Eis pulverisiert. Nach der Pulverisierung wurde eine Zentrifugation (bei 4°C, 8000 rpm fiir 20 Minuten) durch-
gefiihrt, und der so erhaltene Uberstand wurde einer Ammoniumsulfatprézipitation mit 60% Sattigung, gefolgt
von weiterer Zentrifugation bei 17000 x G fir 20 Minuten unterzogen. Die erhaltenen Pellets wurden in 30 ml
einer TED Lésung (10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 1 mM EDTA und 1 mM DTT) gel6st und mit derselben Lésung
dialysiert. Nach der Dialyse wurden sie auf eine Q-Sepharose Schnellflusssaule (0,55 cm? x 9 cm) (erhéaltlich
von Pharmacia Co.) geladen, die mit einer TED Lésung aquilibriert worden war, und einem linearen Konzent-
rationsgradienten (von 0,025 M bis 0,8 M) NaCl unterzogen, und Elution und Fraktionierung des Proteins wur-
den mit 140 ml einer TED Lésung (lineare Geschwindigkeit 150 cm/Std.) durchgefihrt. Jede Fraktion wurde
einer SDS-PAGE unterzogen, und Fraktionen, in denen die 18 kDa Proteinbande bestatigt wurde, wurden ge-
sammelt. Die gesammelten Fraktionen wurden durch Gelffiltration unter Verwendung einer TSK Gel Toyopearl
HW-55 (2,25 cm? x 32 cm) (erhaltlich von Toso Co.) fraktioniert, die mit einer TED L&sung &quilibriert worden
war, und Fraktionen, in denen die 18 kDa Proteinbande bestatigt wurde, wurden durch Zentrifugation auf 200
pl konzentriert. Nachdem das Konzentrat einer SDS-PAGE unterzogen wurde, wurde das betroffene DGI Pro-
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tein aus dem Gel extrahiert und einer Gelfiltration unterzogen, wieder mit TSK Gel Toyopearl HW-55, um ge-
reinigtes DGI (600 pg) zu erhalten. Die Menge des Proteins wurde aus der Absorptionsmessung bei 595 nm
unter Verwendung einer Losung von Coomassie Brilliant Blue Farbstoff fur Proteinquantifizierung berechnet.

Beispiel 5 Messung der DGI Aktivitat

[0066] Unter Verwendung des gereinigten DGI, das in Beispiel 4 oben erhalten wurde, wurde die DGI Aktivi-
tat, d. h. die inhibierende Aktivitat gegentiber DNA-Gyrase Aktivitat (superhelikale Aktivitat) gemessen. Jeweils
5 pl DNA-Gyrase Untereinheit A (1 U) und Untereinheit B (1 U) wurden jeweils zu einer Reaktionsmischung fur
die Aktivitdtsmessung hinzugefiigt (20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 20 mM KCI, 4 mM MgCl,, 4 mM Spermidin, 1,5
mM ATP, 1 mM DTT, 30 pg/ml t-RNA, 15 pg/ml BSA und 0,1 pg relaxierte pBR322 DNA), und DGI (Proteinkon-
zentration 25, 12,5, 6,25, 3,13, 1,56, 0,78 oder 0,39 pg/ml) wurden dazu fiir die Reaktion fir 1 Stunde bei 37°C
hinzugefligt. Nach dem Stoppen der Reaktion durch Hinzufligen von 3 pul Proteinase K (1 mg/ml), wahrend die
Temperatur bei 37°C fur 30 Minuten gehalten wurde, wurde die Reaktionsmischung einer Elektrophorese mit
0,8% Agarosegel unterzogen, mit einer 0,5 pg/ml Lésung aus Ethidiumbromid gefarbt und unter Strahlung der
ultravioletten Strahlen photographiert. Die Menge an superhelikaler DNA wurde mit einem Densitometer
(Shimadzu-wavelength flying spot Scanner CS-9000, erhaltlich von Shimadzu Seisakusho Co.) gemessen. Die
Anwesenheit oder Abwesenheit von DNA-Gyrase-inhibierender Aktivitat wurde durch Vergleichen der super-
helikalen DNA Mengen, die erhalten wurden, wenn das DGI Protein hinzugefligt wurde, mit jenen, die erhalten
wurden, wenn kein DGI Protein hinzugefugt wurde, gemessen. Das Ergebnis davon war in Fig. 5 dargestellt.
Wenn DGl in einer Konzentration von 6 ug/ml oder mehr hinzugefiigt wurde, inhibierte es vollstéandig die su-
perhelikale Aktivitat von DNA-Gyrase. Bei einer niedrigeren Konzentration als der obigen Konzentration wurde
die Umwandlung in superhelikale DNA in einem unvollstandigen Zustand beendet, und eine Bande, die eine
Spur von der relaxierten DNA hinterlie3, wurde nachgewiesen.

[0067] Wie oben gezeigt, konnte ein DGI Aktivitatsmesssystem konstruiert werden. In dem vorliegenden
Messsystem, wenn die DGI Aktivitat durch Vergleichen der Reaktion in der Anwesenheit oder Abwesenheit ei-
ner medizinischen LOsung (oder Suspension) durchgefiihrt wurde, kann die Wirkung von medizinischen Mitteln
zu modulieren (aktivitatsverstarkende Wirkung oder aktivitatsinhibierende Wirkung) nachgewiesen werden,
und somit kann das Screenen oder Identifizieren eines medizinischen Mittels, das die DGI Aktivitat moduliert,
durchgefiihrt werden.

Beispiel 6 Messung der Promotor Aktivitat des E. coli dgi Gens
(1) Herstellung eines Plasmids zur Messung der Promotoraktivitat

[0068] In der 5' stromaufwarts Region des E. coli dgi Gens gibt es eine Region (yeeC Gen), die ein vermutli-
ches Produkt YeeC in der sbcB Region (EMBL Zugangs Nr. U00009) kodiert. Beide Gene liegen in einem Ab-
stand von ungefahr 122 bp, und zwischen diesen Genen werden eine palindrome Struktur, die als ein p Faktor
abhangiger Terminator von yeeC erachtet wird, und eine in der —10 und —35 Region typische Sequenz, von der
angenommen wird, dass sie ein Promotor des dgi Gens ist, erkannt. Ein DNA Fragment, das die Promotorre-
gion des dgi Gens enthalt, wurde an das lac Gen ligiert, um ein Plasmid herzustellen, und ein System, das die
Fahigkeit besitzt, die dgi Promotoraktivitat zu messen, wurde unter Verwendung der (3-Galactosidase Aktivitat
als ein Index konstruiert.

[0069] Ein DNA-Fragment, an das BamHI Erkennungsstellen an beiden Enden eines 1,2 kbp DNA-Fragments
hinzugefugt wurden (ein Fragment, das der 3. bis 1184. Base von Sequenz ID NR: 6 entspricht), das die Pro-
motorregion des dgi Gens, die Transkriptionsinitiationsregion und die 5'-Seite der Translationsregion enthalt,
wurde durch PCR hergestellt. Als Primer wurden zwei Arten von Oligonukleotiden verwendet, die synthetisiert
wurden durch Hinzufligen der BamHI Erkennungsstelle an die beiden Enden der betroffenen Region. Als Ma-
trizen wurde die chromosomale DNA des E. coli KL 16 Stammes verwendet. Ein Fragment, das durch PCR
erhalten wurde, wurde doppelt mit BamHI und Rsal gespalten, um ein 283 bp DNA-Fragment herzustellen, das
die vermutete Promotorregion, die Transkriptionsinitiationsregion und die 33 bp des 5'-Endes der translationa-
len Region enthalt. Das Vektorplasmid pLGlacZ7 (Plasmid, Vol. 32, S. 233-237, 1994) wurde mit BamHI ge-
spalten, und danach wurden stumpfe Enden hergestellt, zusammen mit dem zuvor erhaltenen 283 bp
DNA-Fragment, und die beiden wurden ligiert, um ein rekombinantes Plasmid herzustellen. So wurde ein re-
kombinantes Plasmid erhalten, in dem ein dgi Promotor enthaltendes Fragment stromaufwarts des lacZ Gens
in derselben Richtung ligiert wurde, d. h. Plasmid pCA15, das ein fusioniertes Protein der N-terminalen 11 Ami-
nosaurereste des DGI Proteins und B-Galactosidase exprimiert. Darliber hinaus wurde das rekombinante Plas-
mid pCA16 erhalten, in dem ein dgi Promotor enthaltendes Fragment in reverser Richtung eingefihrt wurde.
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(2) Messung der DGI Promotoraktivitat

[0070] Unter Verwendung eines E. coli JM109 Stammes, der mit dem rekombinanten Plasmid pCA15, das im
obigen (1) erhalten wurde, transformiert war, wurde die Messung wie folgt durchgefihrt. Eine Flissigkeit, in
welcher der oben genannte Stamm Uber Nacht kultiviert wurde, wurde in einer solchen Menge in 10 ml eines
LB Mediums, enthaltend 50 pg/ml Kanamycin, inokuliert, dass der ODg,, Wert 0,1 betrug, und sie wurde einer
Schuttelkultur bei 37°C unterzogen. Das Kulturmedium wurde stiindlich hinsichtlich der Triibung bei 600 nm
gemessen und in einer Menge von ungefahr 0,3 bis 0,5 ml abgenommen. Das abgenommene Kulturmedium
wurde derart verdinnt, dass der OD,,, Wert 0,1 betrug, und anschlieRend wurden 1 ml davon als Probe ver-
wendet und zentrifugiert (14000 rpm, 1 Minute), um bakterielle Zellen zu erhalten, die in 1 ml eines Z Puffers
(60 mM Na,HPO,, 40 mM NaH,PO,, 10 mM KCI, 1 mM MgSO, und 50 mM B-Mercaptoethanol) suspendiert
wurden. Nach Ultraschallpulverisierung wurden sie zentrifugiert, und der Uberstand wurde in einer Menge von
600 pl als eine Probenlésung abgenommen, dessen 3-Galactosidase Aktivitat wie folgt gemessen wurde. 600
pl der Probenlésung wurde bei 28°C flr 5 Minuten gehalten, und anschlie3end wurden 200 pl einer Lésung (4
mg/ml) eines Reaktionssubstrates ONPG (o-Nitrophenyl-B-D-galactopyranosid) dazu hinzugefiigt, und sie
wurde bei dieser Temperatur fur 5 Minuten zur Reaktion gehalten, und die Reaktion wurde durch Hinzufiigen
von 500 uyl 1 M Natriumcarbonat abgestoppt. Nach Abschluss der Reaktion wurden die Absorptionen bei 420
nm und 550 nm gemessen, und die -Galactosidase Aktivitat und die spezifische Aktivitat pro ug des Proteins
wurden in Ubereinstimmung mit dem Verfahren von Sambrook et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Zweite Auflage, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview, New York, 1989), gemessen. Die Protein-
mengen in den Probenlésungen wurden unter Verwendung einer CBB Farbeldsung flir Proteinquantifizierung
gemessen.

[0071] Fig. 6 zeigte der Ergebnisse der Veranderung in der dgi Promotoraktivitat wahrend der Zeit beim
Wachstum (unter Verwendung der Expression von 3-Galactosidase als ein Index). Es wurde gefunden, dass
die p-Galactosidase Aktivitat pro ug des mikrobiellen Proteins den niedrigsten Wert in der logarithmischen
Wachstumsphase (ODg,,: 0,5) 2 Stunden nach Kultivierung zeigte, wahrend sie bis zu 6 Stunden danach an-
stieg, wo die Pausenphase (ODyg,,: 1,2) erreicht war.

[0072] Auf dieselbe Weise, wie oben erwahnt, wurde die dgi Promotoraktivitat fur E. coli JM109 Stamme ge-
messen, in die jeweils Plasmid pCA15, pCA16 und pLGlacZ7 eingefiihrt wurde. Als ein Ergebnis betrugen die
B-Galactosidase Aktivitaten pro ug des mikrobiellen Proteins 18 Stunden nach Kultivierung jeweils 216, 14 und
0 Einheiten/ug. So wurde eine starkere Expression der -Galactosidase in E. coli mit pCA15 im Vergleich zu
den Kontrollplasmiden (pCA16 und pLGlacZ7) beobachtet. Daraus wurde bestatigt, dass die dgi Promotorak-
tivitat einfach unter Verwendung des Plasmids pCA15 mit B-Galactosidase Aktivitat als ein Index gemessen
werden kann.

[0073] Wie oben gezeigt wurde, konnte das dgi Promotoraktivitdtsmesssystem konstruiert werden. In diesem
Messsystem wird das Kultivieren mit oder ohne dem Hinzufiigen einer Lésung eines medizinischen Mittels
(oder Suspension) durchgefiihrt, und durch Vergleichen der dgi Promotoraktivitaten kann die Wirkung der me-
dizinischen Mittel, die Expression des dgi Gens zu modulieren (expressionsverstarkende Wirkung oder expres-
sionsinhibierende Wirkung) nachgewiesen werden. Somit kann Screenen oder ldentifizieren eines medizini-
schen Mittels, das die DGI Expression moduliert, durchgefiihrt werden.

Beispiel 7 Expressionskontrolle des E. coli dgi Gens mit antisense RNA
(1) Expressionskontrolle des dgi Gens durch Einfiihren eines antisense RNA Expressionsplasmids

[0074] Es wurde ein antisense Expressionsvektor durch Einfiihren eines Fragments hergestellt, das die
Translationsregion des dgi Gens (ein Fragment, das der 255. bis 728. Base der Sequenz ID NR: 6 entspricht)
enthalt, stromabwarts des Tryptophan (trp) Promotors des Vektorsplasmids pLEX (erhaltlich von Invitrogen
Co.).

[0075] Der Vektor wurde in E. coli GI724 Stamm eingefiihrt. Der antisense RNA exprimierende Stamm, der
so erhalten wurde, wurde unter den Bedingungen mit oder ohne Hinzufigen von Tryptophan kultiviert, und die
Veranderung uber die Zeit in der Zahl der lebenden Zellen und Tribung (ODy,,) wurde gemessen. Die Ergeb-
nisse davon wurden in Fig. 7 gezeigt. Wenn keine Expressionsinduktion durch Hinzufiigen von Tryptophan
durchgefiihrt wurde, waren die Zahl der lebenden Zellen und die Triibung nach 24 Stunden auf jeweils 1 x 10°
cfu/mlund 1,0 angestiegen. Andererseits, wenn Tryptophan hinzugefligt wurde, um die Expression der dgi Gen
antisense RNA zu induzieren, besal die Zahl der lebenden Zelle eine Tendenz leicht von 4 x 107 cfu/ml auf 1
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x 108 cfu/ml innerhalb von 8 Stunden nach dem Hinzufligen anzusteigen, aber sie war auf 5 x 10° cfu/ml nach
24 Stunden abgefallen. Der OD,,, Wert war auf 0,4 nach 8 Stunden nach dem Hinzufligen erhéht, aber er zeig-
te einen fast konstanten Wert von 0,5 selbst noch nach 24 Stunden. Daruber hinaus wurde eine Verlangerung
der Bakterien in dem Fall des antisense RNA exprimierenden Stamms beobachtet. Es wurde beobachtet, dass
eine solche Abnormalitat in der Morphologie ebenfalls beobachtet wurde, wenn E. coli mit einem neuen Chi-
nolon-Gyrase Inhibitor behandelt wurde (Takeshi Nishino et al., Chemotherapy, Vol. 41(s-5), S. 50-66, 1993).
Aus dem obigen Ergebnis wird gefolgert, dass in E. coli, wenn die Expression der dgi antisense RNA induziert
wird, die Expression des dgi Gens reprimiert ist und das normale Wachstum der Bakterien inhibiert ist. Mit an-
deren Worten ist ein medizinisches Mittel, das die Expression des dgi Gens inhibiert, nltzlich als ein antimikro-
bielles Mittel.

Beispiel 8 Polyklonaler Antikérper gegen E. coli DGI Protein
(1) Herstellung eines anti DGI Antiserums

[0076] 25 ug Gerbu Adjuvans (erhaltlich von NACALAI TESQUE INC.) wurde zu 200 pl (entspricht 100 pg)
einer Losung des gereinigten DGI hinzugefigt, das in dem obigen Abschnitt (4) von Beispiel 3 erhalten wurde,
und fir 5 Minuten bei Raumtemperatur, um sie kraftig zu mischen, geschittelt, das subkutan in den Riicken
eines Kaninchens verabreicht wurde, um eine primare Immunisierung durchzufthren. Eine und 3 Wochen nach
der Primarimmunisierung wurde eine Auftrischungsimmunisierung in derselben Weise durchgefihrt. Nach der
Immunisierung wurde eine kleine Blutmenge von einer Ohrvene abgenommen, sein Antikdrpertiter wurde be-
stimmt. Zu dem Zeitpunkt, an dem der Anstieg im Titer des Serumantikérpers bestatigt wurde, wurden unge-
fahr 50 ml Blut von der Ohrarterie abgenommen. Das resultierende Blut wurde fiir 1 Stunde bei 37°C stehen
gelassen und weiterhin Gber Nacht bei 4°C, und danach zentrifugiert, um ein Serum zu erhalten. Das erhaltene
Antiserum wurde nach Filterfiltration (Porendurchmesser 0,45 um) portioniert, um bei —-80°C gelagert zu wer-
den.

(2) Reinigung eines anti-DGI Antikérpers (IgG) und Dot Blot Test

[0077] Unter Verwendung eines E-Z-SEP (Markenname, erhaltlich von Pharmacia Co., ein Kit zum Reinigen
von Antikdrpern), wurde eine IgG Fraktion aus dem Antiserum gereinigt. Die IgG Konzentration in dem gerei-
nigten Antikérper wurde in Ubereinstimmung mit dem verdiinnten Dot Blot Verfahren (experimentelles Proto-
koll fir anti-Peptid Antikdrper, Shujun Sha, geschrieben von Shinobu Omi et al., S. 73 und 74) gemessen, und
es wurde gefunden, dass sie 300 mg/ml betrug.

[0078] Unter Verwendung des Dot Blot Testens, wurde die minimale Menge des Antigenproteins, das mit dem
Antikérper erkannt werden kann, getestet. Dazu wurden 0,5 pl des gereinigten DGI bei einer Konzentration von
20, 10, 5, 2,5 oder 1,25 pg/ml auf eine Nitrocellulose Membran aufgespottet und getrocknet und danach in ei-
nem 20 mg/ml BSA enthaltenden TBS (0,15 M NaCl und 20 mM Tris-HCI (pH 7,5)) geblockt. Die Membran wur-
de in das anti-DGI Antigen, das mit dem BSA enthaltenden TBS (1000-fach Verdiinnung) verdiinnt wurde, un-
tergetaucht und fir 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Nach dem Waschen der resultierenden Membran wurde sie
zusammen mit einem anti-Kaninchen 1gG Antikérper (erhaltlich von Gibco BRL Co.), der mit Meerrettich Per-
oxidase (HRP) markiert war fiir 0,5 Stunden bei 37°C inkubiert, und danach wurde die Bindung des Antikérpers
durch Peroxidasefarbung unter Verwendung von Diaminobenzidin (DAB) als ein Substrat nachgewiesen. Als
ein Ergebnis wurde gefunden, dass die minimale Proteinmenge des Antigens (DGI), die der Antikérper nach-
weisen konnte, ungefahr 5 ng ist.

(3) Nachweis von E. coli DGI durch Western Blot

[0079] E. coli, das DGI stark exprimierte (E. coli GI724 (pCA17) Stamm, der im obigen Beispiel 4 erhalten
wurde) wurde einer Ultraschallpulverisierung und nachfolgender Zentrifugation unterzogen, und der resultie-
rende Uberstand wurde durch SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese getrennt. Nach der Elektrophorese wur-
de das Gel auf eine PVDF (Polyvinylidendifluorid) Membran (erhaltlich von Millipore Co.) transferiert. Die trans-
ferierte PVDF Membran wurde mit Coomassie Brilliant Blue gefarbt, und sie wurde, nach Bestatigung der Elek-
trophoresemuster der Proteine, mit Methanol entfarbt und in der 20 mg/ml BSA enthaltenden TBS geblockt.
Die Membran wurde in den anti-DGI Antikdrper, der mit dem BSA enthaltenden TBS (1000-fach Verdinnung)
verdunnt worden war, fur die Reaktion untergetaucht, und sie wurde einer Peroxidasefarbung unter Verwen-
dung des HRP markierten anti-Kaninchen 1gG Antikérpers und dem Substrat DAB in derselben Weise, wie in
(2) oben beschrieben, unterzogen. Als ein Ergebnis, wie in Fig. 8 gezeigt, kann ein Protein mit einem Moleku-
largewicht von 18 kDa, entsprechend dem DGl, spezifisch nachgewiesen werden. Daraus wird angenommen,
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dass der erhaltene anti-DGI Antikorper (IgG) verwendet werden kénnte, um das DGI nachzuweisen oder zu
quantifizieren.

Referenzbeispiel — Verfahren zum Messen der superhelikalen Aktivitat von DNA-Gyrase

[0080] In Ubereinstimmung mit dem Verfahren, das in Antimicrobial Agents and Chemotherapy, Vol. 32, S.
104-109, 1998, beschrieben ist, wurde das Folgende durchgefiihrt.

[0081] 0,5 ug pBR322 DNA (der superhelikale Typ, erhaltlich von Takara Shuzo Co.) und 1 yl Topoisomerase
| (erhaltlich von Takara Shuzo Co.) (6 U/ul) wurden zu 20 pul einer Reaktionsflussigkeit (35 mM Tris-HCI (pH
8,0), 72 mM KCI, 5 mM MgCl,, 5 mM DTT, 5§ mM Spermidin und 0,01% Rinderserumalbumin) hinzugefigt und
fur 2 Stunden bei 37°C reagiert, um relaxierte pPBR322 DNA herzustellen. 5 pl einer zu untersuchenden Pro-
benlésung, 5 pl DNA-Gyrase Untereinheit A (1 U/1,25 pl) und 5 pl Untereinheit B (1 U/1,25 pl) wurden zu 5 pl
der Reaktionsflussigkeit zum Messen der superhelikalen Aktivitat hinzugefigt (20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 20
mM KClI, 4 mM MgCl,, 4 mM Spermidin, 1,5 mM ATP, 1 mM Dithiothreitol, 30 pg/ml t-RNA (von Hefe abgeleitet)
und 15 pg/ml bovines Serumalbumin) enthaltend 0,1 pg der relaxierten pBR322 DNA, und die Reaktion wurde
fur 1 Stunde bei 37°C durchgefiihrt. Zu der Mischung wurden 3 pl Proteinase K (1 mg/ml) hinzugefligt, und die
Temperatur wurde bei 37°C fur weitere 30 Minuten gehalten, um die Reaktion abzustoppen. Die reagierte Flis-
sigkeit wurde einer Elektrophorese mit 0,8% Agarose Gelektrophorese (Elektrophoresepuffer TAE; 40 mM
Tris-Acetat und 1 mM EDTA) unterzogen, und das Gel wurde, nach Farben mit einer 0,5 pg/ml Ethidiumbro-
midlésung, unter der Strahlung von ultravioletten Strahlen photographiert. Die Anwesenheit oder Abwesenheit
von DNA-Gyrase Inhibition wurde durch Vergleichen der Mengen der superhelikalen DNA in den Fallen mit und
ohne Hinzufuigen einer zu untersuchenden Probe, getestet. Wie bei der Enzymaktivitat wurde die Enzymmen-
ge, die notwendig ist, um 50% der Menge der relaxierten Plasmid DNA in die superhelikale DNA zu tberfiihren,
als eine Einheit (U) ausgedruickt.

Beispiel 9 Klonierung des dgi Gens des Shigella Genus Mikroorganismus

[0082] Wiein dem obigen Beispiel 3 gezeigt ist, wurde gefunden, dass ein EcoRI Fragment, das stark mit dem
dgi Gen von E. coli hybridisiert, in dem Chromosom des Shigella Genus erkannt wurde, und dass die Grofie
des Fragments ungefahr 7 kb betragt. So wurde das Chromosom von Shigella dysenteriae 11D633 mit EcoRl
gespalten und einer Agarose Elektrophorese unterzogen, um ein ungefahr 7 kb DNA-Fragment zu gewinnen.
Das erhaltene DNA-Fragment wurde an die EcoRI gespaltenen Stellen von pUC19 ligiert, und das so erhaltene
rekombinante Plasmid wurde in den E. coli JM109 Stamm eingefihrt. Unter Verwendung eines DNA-Frag-
ments, welches das dgi Gen, das von E. coli abgeleitet ist, als eine Sonde enthalt, wurde eine Koloniehybridi-
sierung durchgeflihrt. Als ein Ergebnis der Analyse von 10 Stdmmen von positiven Kolonien wurde gefunden,
dass 6 Stamme ein EcoRI DNA-Fragment von 7,5 kb auf dem pUC19 enthielten. Das Insertionsfragment wurde
mit verschiedenen Restriktionsenzymen gespalten. Als ein Ergebnis der Analyse durch die Hybridisierung mit
einem E. coli dgi Gen enthaltenden DNA-Fragment wurde angenommen, dass das dgi Gen des Shigella Genus
auf einem 1,5 kb Aval Fragment anwesend war.

[0083] Um die Basensequenz zu bestimmen, wurden verschiedene Deletionsplasmide aus Plasmiden herge-
stellt, die das DNA Fragment enthalten, und unter Verwendung dieser Plasmide wurde die Basensequenz
durch das Dideoxy Verfahren mit einem Fluoreszenz DNA Sequenzierer (erhaltlich von Hitachi Co., SQ5500)
bestimmt. Die Sequenz von 1444 bp wurde bestimmt. Die 1444 bp DNA Basensequenz von Shigella dysente-
riae wurde mit der Sequenz um das E. coli dgi Gen verglichen, und es wurde dabei gefunden, dass die hohe
Homologie von 98,3% Uber den gesamten Bereich beobachtet wurde, und dass ein offener Leserahmen
(ORF), welcher der Region von der 966. Base bis zu der 1169. Base davon entspricht, der ORF des dgi Gens
war. Sequenzen, die als Promotor und Ribosomen Bindungsregionen erachtet wurden, wurden stromaufwarts
des ORF beobachtet, wahrend eine Sequenz, die vermutlich ein p-unabhangiger Terminator ist, anschlieRend
an den ORF beobachtet wurde. Die DNA Sequenz des 1444 bp Fragments, die das dgi Gen, das von Shigella
dysenteriae abgeleitet ist, enthalt, und die Aminosauresequenz des DGI, die darin kodiert ist, sind in Sequenz
ID NR: 8 dargestellt. Die Aminosauresequenz desselben wurde auch in Sequenz ID NR: 9 gezeigt. Es wurde
angenommen, dass DGI von Shigella dysenteriae ein Polypeptid ist, das 157 Aminos&uren enthalt und ein Mo-
lekulargewicht von ungefahr 18 Kilodalton, ahnlich wie in E. coli DGI, aufwies. Die Aminosduresequenzen der
beiden DGls besallen eine Homologie in Héhe von 96,8%.

[0084] Das normale Wachstum von Bakterien kann inhibiert werden durch Modulieren der Aktivitat oder Ex-

pression des DNA-Gyrase-inhibierenden Proteins (DGI) der vorliegenden Erfindung. Unter Verwendung des
DNA-Gyrase-inhibierenden Proteins (DGI) der vorliegenden Erfindung und seines Gens (dgi Gen), kann die
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DGI Aktivitat oder die Promotoraktivitat des dgi Gens gemessen werden, und diese Messverfahren sind nuitz-
lich als Verfahren zum Screenen und Identifizieren eines medizinischen Mittels, das die Fahigkeit besitzt, die
DGI Aktivitat und die Expression des dgi Gens zu modulieren. Das Screening Verfahren und das Identifizie-
rungsverfahren sind nutzlich zum Entwickeln von antimikrobiellen Mitteln oder landwirtschaftlichen Chemikali-
en, die auf neuer Wirkung und Mechanismus beruhen. Dariber hinaus ist die antisense RNA oder DNA des
dgi Gens nutzlich als ein medizinisches Mittel, welches die Expression von DGl inhibiert, und anti-DGI Antikor-
per kdnnen zum Nachweisen oder Quantifizieren des DGI verwendet werden.

SEQUENZPROTOKOLL

Sequenz ID NR: 1

Sequenzlénge: 16

Sequenztyp: Aminosdure

Topologie: Linear

Molekularer Typ: Protein

Fragment Typ: N-terminales Fragment

Urspringliche Quelle

Organismus: Escherichia coli

Stamm: KL16

Sequenzbeschreibung

Met Asn Tyr Glu Ile Lys Gln Glu Glu Lys Arg Tar Val Ala Gly Phe
1 S 10 15 16

Sequenz ID NR: 2

Sequenzlange: 30

Sequenztyp: Nukleinsdure

Topologie: Linear

Molekularer Typ: Andere Nukleinsdure, synthetische DNA

Sequenzbeschreibung
CTGGATCCAT CAGCGGGTAG CCGAAATTGA 30

Sequenz ID NR: 3

Sequenzlédnge: 30

Sequenztyp: Nukleinsdure

Topologie: Linear

Molekularer Typ: Andere Nukleinsdure, synthetische DNA

Sequenzbeschreibung

GTGGATCCCA GACTAACATC AGCGGTAACG 30
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Sequenz ID NR: 4

Sequenzlédnge: 24

Sequenztyp: Nukleins&dure

Topologie: Linear

Molekularer Typ: Andere Nukleinsdure, synthetische DNA

Sequenzbeschreibung
CACATATGAA CTACGAGATT AAGC 24

Sequenz ID NR: 5

Sequenzlédnge: 28

Sequenztyp: Nukleinsdure

Topologie: Linear

Molekularer Typ: Andere Nukleinsdure, synthetische DNA

Sequenzbeschreibung

CACATATGAG CGAARAAATT GAAAGGCG 28

Sequenz ID NR: 6

Sequenzldnge: 1224

Sequenztyp: Nukleinsdure
Strang: Doppelt

Topologie: Linear

Molekularer Typ: Genomische DNA
Urspriingliche Quelle:
Organismus: Escherichia coli
Stamm: KL16

Sequenzbeschreibung
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CCATCAGCGG GTAGGGGAAA TTGAACTTTA CCACCGTGAT ARACAGGYGG CGCACTGGLC 60
GCTGGTTACC CTGCAATCTG TCGGGGAACG CAGCATCTTT TCTCGCCTGA GTGATTATIT 120
CCACCATAAG GCCTGACCTT TCTTTTCCAG CAGACTGGCA GGAGTGOGAG TCTGCTCGCA 180
TAATCAACAC TCATTCCTTG TGGTTTTAAT TTTGCAACTA TACTGTATAT AAAAMCAGTA 240

TCAATGGAGG CGTC 254
ATG AAC TAC GAG ATT AAC CAG GAA CAC ARA CCT ACC GTT GCA GGT

Met Asn Tyr Glu Ile Lys Gln Glu Glu Lys Arg Thr Val Ala Gly
1 S 10 15
TTC CAT CTC GTIT GGC COG TGG GAA CAG ACG GTA AAG AAA GGC TIT
Phe His Leu Val Gly Pro Trp Glu Gla Thr Val Lys Lys Gly Phe
20 25 30

GAG CAG TTG ATG ATG TGG GTA GAT AGC AAA AAT ATT GTG CCG 2AG
31lu Gln Leu Met Met Trp Val Asp Ser Lys Asn Ile Val Pro Lys
35 40 45

GAG TGG GTT GCT GTC TAT TAC GAC AAT CCA GAT GAA ACA CCC GCC
Glu Trp Val Ala Val Tyr Tyr Asp Asn Pro Asp Glu Thr Pro Ala

50 55 60
GAA AAA TTA CGC TGC GAC ACC GTC GTG ACG GTG CCG GGT TRC TTT
Glu Lys Leu Arg Cys Asp Thr Val Vel Thr Val Pro Gly Tyr Phe

65 70 75
ACG CTT CCC GAA AAC AGT GAG GGC GTC ATT CTG ACA GAA ATT ACA
Thr Leu Pro Glu Asn Ser Glu Gly Val Ile Leu Thr Glu Ile Thr

80 85 90
GGT GGT CAG TAT GCG GTG GCG GTA GCT CGT GTA GTC GGT GAT GAT
Gly Gly Gln Tyr Ala Val Ala Val Ala Arg Val Val Gly Asp Asp

95 160 105
TTT GCT AAR CCC TGG TAT CAG TTC TIT AAT ACT CTC TTG C&G GAC
Phe Ala Lys Pro Trp Tyr Gln Phe Phe Asn Ser Leu Leu Gln Asp

110 115 120
AGT GCT TAT GAA ATG TTA CCA AAG CCC TGC TTC GAG GTT TAT TTG
Ser Ala Tyr Glu Met Leu Pro Lys Pro Cys Phe Glu Val Tyr Leu
125 130 140

ARC AAT GGC GCG CAA CAT GGG TAC TGG GAT ATC GAA ATG TAT GTT
&sn Asn Gly Ala Glu Asp Gly Tyr Trp Asp Ile Glu Met Tyr val
140 145 150
GCG GTG CAG CCA AAA CAT CAC
Ala Val Gln Pro Lys His His
155 157
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TAATTCATCT CAGGGCGGTG TGTTAACCCG ATGACCACTC TTTTTTTTCA AAGCGAAAAG 785
AGTAACATGC GCCTTTCAAT TTTTTCGCTC CTGCCGGGAA ATTACACTGT TCCCGGTTTG 845
TCCGTCGGAT AATTCAGAGG CGOGCCTTCT GGCCGACAGA TGAGTTATGA GCGCTTTTAA 305
TCTCATTACG GAGTTTCTGC GTGCGTGCCG ATAAGTCATT AAGCCCGTTT GAAATCCGGG 965
TATACCGCCA TTACCGCATT GTCCATGGTA CTCGGGTCGC GCTGGCATTC CTGCTCACTT 1025
TTCTCATTAT CCGCCTGTTT ACTATCCOGG AARAGCACCTG GCCGCTGGTC ACCATGGTGG 1085
TGATTATGGG GCCAATCTCG TTCTGEGCTA ACGTTGTCCC TCGOGCCTTT GAGCGTATTG 1145
GCGGTACGGT GTTGGGTTCG ATTTTAGGTC TTATCGCTCT GCAACTGGAG TTAATCTCGT 1205
TACCGCTGAT GTTAGTCTG 1224

Sequenz ID NR: 7
Sequenzléange: 157
Sequenztyp: Aminosdure
Topologie: Linear
Molekularer Typ: Protein
Urspriingliche Quelle
Organismus: Escherichia coli
Stamm: KL16

Sequenzbeschreibung
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Met Asn Tyr Glu Ile Lys Gln Glu Glu Lys Arg Thr

1 5

Phe His Leu Val Gly Pro Trp Glu
20

Giu Gln Leu Met Met Trp Val Asp
35

Glu Trp Val Ala Val Tyr Tyr Asp
50

Glua Lys Leu Arg Cys Asp Thr Val

Thr Leu Pro Gilu Asn Ser Glu Gly

Gly Gly Gln Tyr Ala Vval Ala Val

?he Ala Lys ?ro Trp Tyr Gin Phe
110

Ser Ala Tyr Glu Met Leu Pro Lys
125

Asn Asn Gly Ala Glu Asp Gly Tyr °

140
Ala val Gln Pro Lys His His

155 157

Sequenz ID NR: 8

Sequenzlange: 1444

Sequenztyp: Nukleins&dure

Strang: Doppelt

Topologie: Linear

Molekularer Typ: Genomische DNA
Urspriingliche Quelle

Organismus: Shigella dysenteriae

Stamm: IID633

Gln

Ser

Asn

val -

val

Ala

Phe

20/29

10
Thr
25

145

val

Asn

Asp

val

val

Ser

Phe

Lys

Pro

Thr

val

val

Lys

Val

Thr

Gly

Glu

Gly

Leu

Val

Met

Ala

Gly

Pro

Prxo

Asp

Gln

Gly
15
Phe
30
Lys
45
Ala
60
Phe



Sequenzbeschreibung

DE 697 29 961 T2

2005.08.25

CCGAGTTTTA TCATATGTAC AGTGAGAAAA GTCTCACCTG GAACGGTATC ACCCAGCRAA

ACCGTRAACGG GTTATTGTGG
CTTCTGGTGC CGGGTTTAAT
CAGTGGTRAT GGGGGCTGAC
GTTGGGGCCA ACAAAACTTT
CCGAACGCAT CTGCTATGGC
GGATGGTGCT ACCGAAAGCC
AAGAGCTCAC CGCGCCAATT
GTGATARAACA GGTGGCGCAC
TGTTTTCTCG CCTGAGTGAT
TEGCAGGAGT GCGAGTCIGC
AATTATACTG TATATAAARA
ATG AAC TAC GAG
¥Meb Asn Tyr Glu
1
TTC CAT CTC GTT
Phe His Leu val

5
GCC
Gly
20
ATG
Met
35
GIC
val
50
TGC
Cys
65
AAC
Asn
80

GAG CAG TTG ATG
Glu Gln Leu Met

GAG TGG GTT GCT
Glu Trp val ala

GAA AAA TTA CCC
Glu Lys Leu Arg

ACG CTC CCC GaA
Thr Leu Pro Glu

ile Lys

cCG
Pro

TGG
Trp

T
Phe

GAC
Asp

AGT
Ser

CGATAAAACCA TGAATGTTGA
CTCATTCCTT CGGCTGTCGA
AGTCGCAAAAG CTCGTGAGGA
ACTACGGTGC AAATTTICCA
CATAAAGAAA ATATCGACCT
GAAATTCCAC ATATCAAACC
AGCGCCCATC AGCGGGTACG
TGGCCECTGG TTACCCTCGA
TATTTCCACC ATAAGGCCTG
TCGCATAATC AACACTCATT
CAGTGTTGAT GGAGCCTC

ATT AAG CAG GAA GAT AAA CCT

Gln Glu Asp Lys Arg
10

TGG GAA CAG ACG GTA

Trp Glu Gla Thr Val
25

GTA GAT ACGC AAA AAT

Val Asp Ser Lys Asn
40

TAC GAC 2AT CCA GAT

Tyr Asp Asn Pro Asp
55

ACC GTC GTG ACG GTIG

Thr val val Thr val
70

GAG GGC GTIC ATT CIG

Glu Gly Val Ile Leu
85
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CGGCCTGAAA ACGGGTCATA
TCGGCAGCGT CGTCTCATTG
AGAGGCAAGA AAATTACTGC
CCGTGGGARA AAGGTCGGTA
GGGAACGGAA CAAGAGTTCT
CAAATATACC CTTGATGGTA
GGAAATTGAA CTTTACGACC
ATCTGTCGGG GAAGGCAGCA
ACCTTPTCTTT TGCAGCAGAC
CCTIGTGGTT TTAATATCGC

GGT
Gly
15
TrT
Phe
30
ARG
Lys
45
GCC
Ala
60
TTT
Phe
75
TCA
Ser
90

GTT CGCA
Val Ala

ACC
Thr

AAA GGC
Lys Gly

ARG
Lys

ATT
Ile

GTG CCG
val Pro

GAA ACA CCC
Glu Thr Pro

CCG
Pro

AAT AAC
Asn Asn

ACA GAA ATT
Thr Glu Ile

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

698

743

788

833

878

923

968
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GGT GGT CAG TAT GCG GTT GCG GTG GCT CGT GTA GTC GGT GAT GAT 1013
Gly Gly Gln Tyr Ala Val Ala Val Ala Arg Val Val Gly Asp Asp

95 100 105
TTT GCT AAA CCC TGG TAT CAG TTC TTT AAT AGC CTC TTG CAG GAC 1058
Phe Ala Lys Pro Trp Tyr Gln Phe Phe Asn Ser Leu Leu Gln Asp

110 115 120
AGT GCT TAT GAA ATG TTA CCA AAG CCC TGC TTC GG GTT TAT TTIG 11933

Ser Ala Tyr Glu Met Leu Pro Lys Pro Cys Phe Glu Val Tyr Leu
125 130 135

AAC AAT GGC CCG GAA GAT GGG TAC TGG GAT ATC GAR ATG TAT GTT 1148

Asn Asn Gly Ala Glu Asp Gly Tyr Trp aAsp Ile Glu Met Tyr Val

140 T 145 150
GCG G7G CAG CCA ARA CAT CAC 1169
Ala Val Gln Pro Lys His His

155 157
TAATTCATCT CRGCGCEGETG TGTTAACGCG ATGACCACTC TTTTITTGAA AGCGAAAAGA 1229
GTABGATGCG CCTTTCAATT TTTTCGCTCC TGCCCCGAAA TTACACTCTY CCCCETTTGT 128¢9
CCGTCGGATA ATTCAGACCEC CGCCCCTYCTG GCCGACACAT CGAGTTATGAG CCCTTTTAAT 1349
CTTCATTACCG GACTTICTCC GTGCETCCCG ATAAGTCATT AAGCCCGTTT GAAATCCGGG 1409
TATACCCCCA TTACCGCATT GTGCATGGTA CTCGG 1444

Sequenz ID NR: 9

Sequenzlédnge: 157

Sequenztyp: Aminosdure

Topologie: Linear

Molekularer Typ: Protein

Urspriingliche Quelle

Organismus: Shigella dysenteriae

Stamm: IID633

Sequenzbeschreibung

Met Asn Tyr Glu Ile Lys Gln Glu Asp Lys Arg Thr Val Ala Gly
1 S 10 15

Phe His Leu Val Gly Pro Trp Glu Gln Thr Val Lys Lys Gly Phe

20 25 30

Glu Gin Leu Met Met Trp Val Asp Ser Lys Asn Ile Val Pro Lys
35 40 45
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Glu Trp Val Ala Val Phe Tyr Asp Asn Pro Asp Glu Thr Pro Ala

50 55 60
Glu Lys Leu Arg Cys Asp Thr Val Val Thr Val Pro Asn Asn Phe

65 70 75
Thr Leu Pro Glu Asn Ser Glu Gly Val Ile Leu Thr Glu Ile Ser

80 85 90
Gly Gly Gln Tyr Ala Val Ala Val Ala Arg Val vVal Gly Asp Asp

g5 100 105
Phe Ala Lys Pro Trp Tyr Gln Phe Phe Asn Ser Leu Leu Gln Asp

110 115 120
Ser Ala Tyr Glu Met Leuw Pro Lys Pro Cys Phe Glu Val Tyr Leu

125 130 135
Asn Asn Gly Ala Glu Asp Gly Tyr Trp Asp Ile Glu Met Tyr Val

140 145 150
Ala val Gln Pro Lys His His

155 157

Patentanspriiche

1. Verfahren zum Identifizieren einer medizinischen Verbindung, umfassend den Schritt des Testens der
Wirkung des Modulierens der DNA-Gyrase-inhibierenden Aktivitat eines Proteins, ausgewahlt aus der Gruppe,

bestehend aus
(i) einem Protein, das von einer DNA oder dem Komplement davon, welche mit einem DNA-Fragment, das die

durch SEQ ID NR: 6 oder SEQ ID NR: 8 dargestellte Basensequenz umfalit, unter stringenten Bedingungen
hybridisiert, kodiert wird, wobei die Hybridisierung unter stringenten Bedingungen derart ausgefiihrt wird, daf}
die Hybridisierung in einer Hybridisierungslésung mit 5 x SSPE oder einer mit entsprechender Salzkonzentra-
tion fur 12 bis 18 Stunden unter der Temperaturbedingung von 37 bis 42°C angewandt wird, das Vorwaschen,
wenn erforderlich, in 5 x SSPE oder einer Lésung mit einer dem entsprechenden Salzkonzentration ausgefiihrt
wird und das Waschen in 1 x SSPE oder einer Losung mit einer entsprechenden Salzkonzentration unter der
Temperaturbedingung von 50 bis 65°C ausgefihrt wird, und

(i) einem Protein, welches entweder

(1) die durch SEQ ID NR: 7 dargestellte Aminosauresequenz,

(2) eine Aminosauresequenz, worin 1 bis 30 Aminosauren in der durch SEQ ID NR: 7 dargestellten Aminosau-

resequenz deletiert, substituiert oder hinzugefigt sind,
(3) die durch SEQ ID NR: 9 dargestellte Aminosauresequenz oder
(4) eine Aminosauresequenz, worin 1 bis 30 Aminosauren in der durch SEQ ID NR: 9 dargestellten Aminosau-

resequenz deletiert, substituiert oder hinzugefligt sind, umfaft.
2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die medizinische Verbindung ein antimikrobielles Mittel ist.

3. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 2, wobei das Protein ein Protein ist, das von einer DNA, wel-
che die durch SEQ ID NR: 6 oder SEQ ID NR: 8 dargestellte Basensequenz umfal}t, kodiert wird.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 2, wobei das Protein ein Protein ist, das entweder (1) die
durch SEQ ID NR: 7 dargestellte Aminosauresequenz oder (2) die durch SEQ ID NR: 9 dargestellte Aminosau-

resequenz umfafit.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 2, wobei das Protein von einem Mikroorganismus, der zur
Gattung Escherichia gehort, stammt.

6. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 2, wobei das Protein von einem Mikroorganismus, der zur
Gattung Shigella gehort, stammt.
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7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 2, wobei das Protein von einem Mikroorganismus, der zur
Gattung Citrobacter, zur Gattung Pseudomonas, zur Gattung Bacillus, zur Gattung Enterococcus oder zur Gat-
tung Staphylococcus gehort, stammit.

8. Verwendung eines Proteins, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus
(i) einem Protein, das von einer DNA oder dem Komplement davon, welche mit einem DNA-Fragment, das die
durch SEQ ID NR: 6 oder SEQ ID NR: 8 dargestellte Basensequenz umfalit, unter stringenten Bedingungen
hybridisiert, kodiert wird, wobei die Hybridisierung unter stringenten Bedingungen derart ausgefiihrt wird, daf}
die Hybridisierung in einer Hybridisierungslésung mit 5 x SSPE oder einer mit entsprechender Salzkonzentra-
tion fiir 12 bis 18 Stunden unter der Temperaturbedingung von 37 bis 42°C angewandt wird, das Vorwaschen,
wenn erforderlich, in 5 x SSPE oder einer Lésung mit einer dem entsprechenden Salzkonzentration ausgefuhrt
wird und das Waschen in 1 x SSPE oder einer Losung mit einer entsprechenden Salzkonzentration unter der
Temperaturbedingung von 50 bis 65°C ausgefihrt wird, und
(i) einem Protein, welches entweder
(1) die durch SEQ ID NR: 7 dargestellte Aminosauresequenz,
(2) eine Aminosauresequenz, worin 1 bis 30 Aminosauren in der durch SEQ ID NR: 7 dargestellten Aminosau-
resequenz deletiert, substituiert oder hinzugefigt sind,
(3) die durch SEQ ID NR: 9 dargestellte Aminosauresequenz oder
(4) eine Aminosauresequenz, worin 1 bis 30 Aminosauren in der durch SEQ ID NR: 9 dargestellten Aminosau-
resequenz deletiert, substituiert oder hinzugefligt sind, umfafit,
zur Herstellung einer medizinischen Verbindung zum Behandeln einer bakteriellen Infektion.

Es folgen 5 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Fig. 1
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: < Relaxierte DNA
= <— Superhelikale DNA

a: Fraktion Nr. 32 nicht hinzugefiigt
b: Fraktion Nr. 32 hinzugefiigt

c: relaxierte DNA

d: superhelikale DNA

Fig. 4
pCA18  pCA17  pLEX
TrpInduktion + — + — 4+ -
N N
— "l 974
66.2
45.0
31.0
DGl
215
14.4

Spur 1, 2: E. coli (pCA18)

Spur 3, 4: E. coli (pCA17)

Spur 5, 6: E. coli (pLEX)

(Spur 1, 3 und 5 wurden durch Tryptophan induziert)
Spur M (nicht gezeigt): Molekulargewichtsmarker (kDa)
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Spur 1: 6 pg/mi DGI hinzugefugt

Spur 2: Kontrolle, kein DGI hinzugefugt
Spur 3: 3 pg/ml DGI hinzugefugt

Spur 4: 1,5 pg/ml DGI hinzugefagt
Spur 5: Kontrolle, kein DGI hinzugefagt
Spur 6: superhelikale DNA

Spur 7: relaxierte DNA

Fig. 6
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Proliferationskurve (pCA15: A ,pCA16; A) von
E. coli JM109 (pCA15) und E. coli JM108 (pCA16)
und B-Galakiosidase Aktivitat (PCA15: O , pCA16; @)
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Fig. 7

(A, A)

Zahl der lebenden Zellen cfu/mi

Zeit (Std.)

@ A Kein Tryptophan hinzugefiigt
O A Tryptophan hinzugefligt bei der Zeit = 0
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Fig. 8
1 2 3
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215 || | <— DGI
144 | ==

Spur 1: Molekulargewichtsmarker (kDa)
Spur 2: Zellextrakt, gefirbt mit CBB
Spur 3: Zellextrakt, gefarbt mit anti-DGI Antikorper Peroxidase
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