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Beschreibung
HINTERGRUND DER ERFINDUNG
1. Bereich der Offenbarung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft das Helico-
bacter pylori-Protein, das Gen, das dieses Protein ex-
primiert, und die Verwendung dieses Proteins fir dia-
gnostische Anwendung und Impfanwendungen.

2. Kurze Beschreibung des Fachgebietes

[0002] Helicobacter pylori ist ein spiralférmiges, mi-
kroaerophiles, Gram-negatives Bakterium, das zum
ersten Mal 1982 aus Magenbiopsien von Patienten
mit chronischer Gastritis isoliert wurde, Warren et al.,
Lancet i (1983), 1273-75. Urspringlich Campy-
lo-bacter pylori genannt, wurde es als Teil einer sepa-
raten Gattung mit Namen Helicobacter erkannt,
Goodwin et al., Int. J. Syst. Bacteriol. 39 (1989),
397-405. Das Bakterium besiedelt die menschliche
Magenschleimhaut, und die Infektion kann tber Jahr-
zehnte andauern. Wahrend der letzten Jahre wurde
die Anwesenheit des Bakteriums mit chronischer
Typ-B-Gastritis in Verbindung gebracht, eine Erkran-
kung, die in den meisten infizierten Personen asymp-
tomatisch bleiben kann, jedoch das Risiko eines Ma-
gengeschwirs und eines Magen-Adenokarzinoms
betrachtlich erhéht. Die jingsten Studien deuten
stark darauf hin, dass eine Infektion mit H. pylori ent-
weder eine Ursache oder ein Cofactor fiir Typ B-Gas-
tritis, Magengeschwire und Magentumore sein kdnn-
te, siehe z. B. Blaser, Gastroenterology 93 (1987),
371-83; Dooley et al., New Engl. J. Med. 321 (1989),
1562-66; Parsonnet et al., New Engl. J. Med. 325
(1991), 1127-31. H. pylori wird wahrscheinlich auf
oralem Weg Ubertragen, Thomas et al., Lancet i 340
(1992), 1194, und das Risiko einer Infektion steigt mit
dem Alter, Graham et al., Gastroenterology 100
(1991), 1495-1501, und wird durch Uberbevélkerung
vergoRert, Drumm et al., New Engl. J. Med. 4322
(1990), 359-63; Blaser, Clin. Infect. Dis. 15 (1992),
386-93. In den Industrielandern steigt die Anwesen-
heit von Antikdrpern gegen H. pylori-Antigene von
weniger als 20% auf tber 50% in Menschen im Alter
von 30 bzw. 60 Jahren an, Jones et al., Med. Micro-
bio. 22 (1986), 57-62; Morris et al., N. Z. Med. J. 99
(1986), 657-59, wahrend in den Entwicklungslandern
Uber 80% der Bevdlkerung bereits im Alter von 20
Jahren infiziert sind, Graham et al., Digestive Di-
seases and Sciences 36 (1991), 1084-88.

[0003] Die Beschaffenheit und die Rolle der Viru-
lenzfaktoren von H. pylori werden noch schlecht ver-
standen. Die Faktoren, die bislang identifiziert wur-
den, schlieBen die Flagellen ein, die moglicherweise
fir die Beweglichkeit in der Mucus-Schicht notwendig
sind, siehe z. B. Leying et al., Mol. Microbiol. 6
(1992), 2863-74; die Uresse, die flr die Neutralisie-

rung der sauren Umgebung des Magens notwendig
ist und die anfangliche Besiedelung erlaubt, siehe z.
B. Cussac et al., J. Bacteriol. 174 (1992), 2466-73;
Perez-Perez et al., J. Infect. Immun. 60 (1992),
3658-3663; Austin et al., J. Bacteriol. 174 (1992),
7470-73; PCT-Veroffentlichung Nr. WO 90/04030;
und ein hochmolekulares cytotoxisches Protein, das
von Monomeren mit einem angegebenen Molekular-
gewicht von 87 kDa gebildet wird, das die Bildung
von Vakuolen in eukaryotischen Epithelzellen verur-
sacht und von H. pylori-Stdmmen produziert wird, die
mit Erkrankungen im Zusammenhang stehen, siehe
z. B. Cover et al., J. Bio. Chem. 267 (1992),
10570-75 (Hinweis auf ein "vakuolisierendes Toxin"
mit einer aufgefiihrten N-terminalen Sequenz von 23
Aminosauren); Cover et al., J. Clin. Invest. 90 (1992),
913-18; Leunk, Rev. Infect. Dis. 13 (1991), 5686-89.

[0004] Fur Beispiele diagnostischer Tests auf der
Grundlage von H. pylori-Lysaten oder teilweise gerei-
nigten Antigenen siehe Evans et al., Gastroenterolo-
gy 96 (1989), 1004-08; U.S. 4,882,271; PCT-Verof-
fentlichung Nr. WO 89/08843 (alle betreffen Zusam-
mensetzungen und Tests, die die gleichen hochmole-
kularen Antigene (300-700 kDa) von der Oberflache
der dulReren Membran mit Urease-Aktivitat beinhal-
ten); EPO-Verdffentlichung Nr. 329 570 (betrifft ein
Mittel aus Antigenen zum Nachweis von H. pylori-An-
tikbrpern mit Fragmenten von mindestens einem
Fragment aus der Gruppe mit 63, 57, 45, und 31
kDa).

[0005] Der Prozentsatz von Menschen, die mit H.
pylori infiziert sind, entweder in einer symptomati-
schen oder asymptomatischen Form, ist sowohl in
den Entwicklungslandern als auch in den Industrie-
ldndern sehr hoch, und die Kosten fur Krankenhaus-
aufenthalt und Therapie machen die Entwicklung von
H. pylori-Impfstoffen und weiteren diagnostischen
Tests fur diese Erkrankung wiinschenswert.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0006] Die vorliegende Erfindung beschreibt die Nu-
cleotid- und Aminosduresequenz fir ein H. pylo-
ri-Hauptprotein, das Cytotoxin. Die vollstdndige Ami-
nosauresequenz flr dieses Protein ist nicht bekannt,
und das Gen wurde nicht identifiziert. Die vorliegende
Erfindung betrifft nicht nur dieses gereinigte Protein
und sein Gen, sondern auch damit zusammenhan-
gendes rekombinantes Material, wie Vektoren und
Wirtszellen. Das Verstandnis der Beschaffenheit und
der Rolle dieses Proteins auf molekularer Ebene und
die Verfugbarkeit einer rekombinanten Herstellung
hat bedeutende Folgen fur die Entwicklung neuer Di-
agnostika fur H. pylori und fir den Entwurf von Impf-
stoffen, die die Infektion mit H. pylori verhindern und
die Erkrankung behandeln kénnten.

[0007] Dieses Protein kann daher sowohl in Impfun-
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gen als auch in diagnostischen Anwendungen ver-
wendet werden. Die vorliegende Erfindung schlief3t
Methoden zur Behandlung und zur Diagnose dieser
mit H. pylori assoziierten Erkrankungen ein. Da H. py-
lori mit Typ-B-Gastritis, Magengeschwiren, und dem
Magen-Adenokarzinom in Zusammenhang gebracht
wurde, ist zu hoffen, dass die vorliegende Erfindung
zu einer frihen Erkennung und einer Linderung die-
ser Erkrankungszustande beitragen wird. Gegenwar-
tig beruht die Diagnose hauptsachlich auf Endosko-
pie und histologischer Anfarbung von Biopsien; exis-
tierende Immuntests basieren auf H. pylori-Lysaten
oder teilweise gereinigten Antigenen. Angesichts der
in solchen Ansatzen gefundenen Heterogenitat ist
die Korrelation mit den Erkrankungszustanden noch
nicht gut etabliert. Das Potential fiir rekombinante Im-
muntests auf Basis von Antigenen wie auch Nuclein-
saure-Tests zur Erkennung der Erkrankung ist daher
grolR. Gegenwartig gibt es im Handel keine Impfung
gegen eine H. pylori-Infektion oder zur Behandlung.
Ein rekombinanter Impfstoff ist daher ein Gegenstand
der vorliegenden Erfindung.

KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

[0008] Fig. 1 zeigt die Nucleotidsequenz flir das Cy-
totoxin (CT)-Protein.

[0009] Fig. 2 zeigt die Aminosauresequenz fur das
Cytotoxin (CT)-Protein.

GENAUE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG
A. Allgemeine Methoden

[0010] Die Ausfiihrung der vorliegenden Erfindung
verwendet, wenn nicht anders angegeben, konventi-
onelle Techniken aus Molekularbiologie, Mikrobiolo-
gie, rekombinanter DNA, und Immunologie, die
Stand der Technik des Fachgebietes sind. Diese
Techniken werden ausfuhrlich in der Literatur abge-
handelt. Siehe z. B. Sambrook et al. (1989), MOLE-
CULAR CLONING; A LABORATORY MANUAL
(ZWEITE AUFLAGE); Glover, D. N. (Hrsg.) (1985),
DNA CLONING, BANDE | UND II; Gait, M. J. (Hrsg.)
(1984), OLIGONUCLEOTIDE SYNTHESIS; Hames
B. D. & Higgins S. J. (Hrsg.) (1984), NUCLEIC ACID
HYBRIDIZATION; Hames B. D. & Higgins S. J.
(Hrsg.) (1984), TRANSCRIPTION AND TRANSLATI-
ON; Freshney, R. I. (Hrsg.) (1986), ANIMAL CELL
CULTURE; IMMOBILIZED CELLS AND ENZYMES
(1986), IRL Press; Perbal, B. (1984), A PRACTICAL
GUIDE TO MOLECULAR CLONING; die Serie ME-
THODS IN ENZYMOLOGY, Academic Press, Inc.;
Miller, J. H. and Calos, M. P. (Hrsg.) (1987), GENE
TRANSFER VECTORS FOR MAMMALIAN CELLS,
Cold Spring Harbor Laboratory, Wu and Grossman
(Hrsg.) bzw. Wu (Hrsg.), Methods in Enzymology,
Vol. 154 bzw. Vol. 155, Mayer and Walker (Hrsg.)
(1987), IMMUNOCHEMICAL METHODS IN CELL

AND MOLECULAR BIOLOGY, London: Academic
Press, Scopes (1987), PROTEIN PURIFICATION:
PRINCIPLES AND PRACTICE (Zweite Auflage), N.
Y: Springer Verlag, und Weir, D. M. and Blackwell, C.
C. (Hrsg.) (1986), HANDBOOK OF EXPERIMENTAL
IMMUNOLOGY, BANDE I-IV.

[0011] In dieser Patentbeschreibung werden die
Standardabkiirzungen fiir Nucleotide und Aminosau-
ren verwendet.

B. Definitionen

[0012] "Cytotoxin" oder "Toxin" von H. pylori be-
zeichnet das Protein, und Fragmente davon, dessen
Nucleotidsequenz und Aminosauresequenzen in
Fig. 1 bzw. Fig. 2 gezeigt werden, und ihre Derivate,
und dessen Molekulargewicht ungeféahr 140 kDa be-
tragt. Dieses Protein dient als Vorlaufer eines Prote-
ins mit einem ungefahren Molekulargewicht von 100
kDa und mit cytotoxischer Aktivitdt. Das Cytotoxin
verursacht Vakuolisierung und Tod einer Anzahl eu-
karyotischer Zelltypen und wurde aus H. pylori-Kul-
turliberstanden aufgereinigt. Darliberhinaus ist das
Cytotoxin proteinds und hat ein scheinbares, durch
Gelfiltration bestimmtes Molekulargewicht von unge-
fahr 950-972 kDa. Denaturierende Gelelektrophore-
se von gereinigtem Material hatte friiher ergeben,
dass die Hauptkomponente des 950-972 kDa Mole-
kils angeblich ein Polypeptid mit einem scheinbaren
Molekulargewicht von 87 kDa war, Cover et al., J. Bi-
ol. Chem. 267 (1992), 10570-75. Es wird jedoch hier
vorgeschlagen, dass das urspriinglich beschriebene
87 kDa Protein entweder aus einer weiteren Prozes-
sierung des 100 kDa Proteins oder aus dem proteo-
lytischen Abbau eines gréfReren Proteins wahrend
der Aufreinigung hervorgeht.

[0013] Beispiele von Proteinen, die in der vorliegen-
den Erfindung verwendet werden kdnnen, schlieRen
Polypeptide mit geringfiigigen Aminosaurevariatio-
nen der natlirlichen Aminosauresequenz des Prote-
ins ein; insbesondere konservative Aminosaureaus-
tausche werden betrachtet. Konservative Austau-
sche sind solche, die innerhalb einer in ihren Seiten-
ketten verwandten Familie ablaufen. Genetisch co-
dierte Aminosauren sind im Allgemeinen in vier Fami-
lien unterteilt: (1) sauer = Aspartat, Glutamat; (2) ba-
sisch = Lysin, Arginin, Histidin; (3) unpolar = Alanin,
Valin, Leucin, Isoleucin, Prolin, Phenylalanin, Methio-
nin, Tryptophan; und (4) ungeladen polar = Glycin,
Asparagin, Glutamin, Cystein, Serin, Threonin, Tyro-
sin. Phenylalanin, Tryptophan, und Tyrosin werden
manchmal gemeinsam als aromatische Aminosauren
klassifiziert. Zum Beispiel ist es ziemlich vorhersag-
bar, dass ein isolierter Austausch eines Leucins ge-
gen ein Isoleucin oder Valin, eines Aspartats gegen
ein Glutamat, eines Threonins gegen ein Serin, oder
ein ahnlicher konservativer Austausch einer Amino-
saure mit einer strukturell verwandten Aminosaure
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keinen wesentlichen Einfluss auf die biologische Ak-
tivitat haben wird. Polypeptidmolekile mit einer im
Wesentlichen gleichen Aminosauresequenz wie das
Protein, aber mit geringfligigen Aminosaureaustau-
schen, die die funktionellen Aspekte nicht grundle-
gend beeinflussen, liegen innerhalb der Definition
des Proteins.

[0014] Ein wesentlicher Vorteil der Produktion des
Proteins durch rekombinante DNA-Techniken gegen-
Uber der Isolierung und Reinigung eines Proteins aus
naturlichen Quellen besteht darin, dass gleichwertige
Proteinmengen aus weniger Ausgangsmaterial pro-
duziert werden koénnen, als fir eine Isolierung des
Proteins aus einer nattrlichen Quelle erforderlich wa-
re. Die Produktion eines Proteins durch rekombinan-
te Techniken erlaubt auch die Isolierung des Proteins
in Abwesenheit einiger Molekule, die normalerweise
in Zellen vorhanden sind. In der Tat kénnen leicht
Proteinpraparationen hergestellt werden, die ganz-
lich frei von jeder Spur humaner Protein-Kontaminan-
ten sind, weil das einzige Humanprotein, das von der
rekombinanten nicht-humanen Wirtszelle hergestellt
wird, das betreffende rekombinante Protein ist. Mog-
liche virale Wirkstoffe aus natlrlichen Quellen und fir
den Menschen pathogene virale Bestandteile werden
dadurch ebenso vermieden.

[0015] Der Begriff "rekombinantes Polynucleotid",
wie hier verwendet, meint ein Polynucleotid genomi-
schen, cDNA-, teilsynthetischen, oder synthetischen
Ursprungs, das aufgrund seines Ursprungs oder Ma-
nipulation: (1) nicht mit dem vollstandigen oder einem
Teil des Polynucleotides verbunden ist, mit dem es in
der Natur verbunden ist, (2) mit einem anderen Poly-
nucleotid verbunden ist als demjenigen, mitdem es in
der Natur verbunden ist, oder (3) in der Natur nicht
vorkommt. Dieser Begriff schliet daher auch den
Umstand ein, in dem das H. pylori-Bakteriengenom
genetisch verandert wird (z. B. durch Mutagenese),
um ein oder mehrere veranderte Polypeptide herzu-
stellen.

[0016] Der Begriff "Polynucleotid”, wie hier verwen-
det, bezeichnet die polymere Form eines Nucleotids
jeglicher Lange, bevorzugt Desoxyribonucleotide,
und wird hier austauschbar mit den Begriffen "Oligo-
nucleotid” und "Oligomer" verwendet. Der Begriff be-
zieht sich nur auf die Primarstruktur des Molekiils.
Der Begriff schlie3t daher doppel- und einzelstrangi-
ge DNA, sowie Antisense-Polynucleotide ein. Er
schlief3t auch bekannte Arten der Modifikation ein,
zum Beispiel, die Anwesenheit von Markierungen,
die auf dem Fachgebiet bekannt sind, Methylierung,
Kopfgruppen (End-"Caps"), Ersatz von einem oder
mehreren der natlrlich vorkommenden Nucleotide
durch ein Analogon, Internucleotid-Modifikationen
wie, zum Beispiel, Austausch gegen bestimmte Ty-
pen ungeladener Verknipfungen (z. B. Methylphos-
phonate, Phosphortriester, Phosphoramidate, Carba-

mate, usw.) oder geladener Verknipfungen (z. B.
Phosphorothioate, Phosphorodithioate, usw.), Ein-
fihrung hangender Einheiten, wie, zum Beispiel, Pro-
teine (eingeschlossen Nucleasen, Toxine, Antikorper,
Signalpeptide, Poly-L-Lysin, usw.), Intercalatoren (z.
B. Acridin, Psoralen, usw.), Chelatoren (z. B. Metalle,
radioaktive Spezies, Bor, oxidative Einheiten, usw.),
alkylierende Verbindungen (z. B. alpha-anomerische
Nucleinsauren, usw.).

[0017] Mit "genomisch" ist eine Sammlung oder
eine Genbank von DNA-Molekilen gemeint, die sich
aus Restriktionsfragmenten ableiten, die in Vektoren
cloniert wurden. Dies kann das gesamte oder einen
Teil des genetischen Materials eines Organismus
einschlielen.

[0018] Mit "cDNA" st eine komplementare
mRNA-Sequenz gemeint, die mit einem komplemen-
taren mRNA-Strang hybridisiert.

[0019] Der Begriff "Oligomer", so wie hier verwen-
det, bezieht sich sowohl auf Primer als auch auf Son-
den und wird hier austauschbar mit dem Begriff "Po-
lynucleotid" verwendet. Der Begriff Oligomer bedeu-
tet nicht zugleich die GroRRe des Molekiils. Typischer-
weise sind Oligomere jedoch nicht langer als 1000
Nucleotide, typischer nicht langer als 500 Nucleotide,
noch typischer nicht langer als 250 Nucleotide; sie
kénnen nicht Ianger als 100 Nucleotide, und sie kdn-
nen nicht Ianger als 75 Nucleotide sein, und sie kdn-
nen auch nicht Ianger als 50 Nucleotide sein.

[0020] Der Begriff "Primer", so wie hier verwendet,
bezeichnet ein Oligomer, das als Startpunkt fur die
Synthese eines Polynucleotidstrangs bei Anwendung
geeigneter Reaktionsbedingungen fungieren kann.
Der Primer ist vollstandig oder im Wesentlichen kom-
plementér zu einem Bereich des Polynucleotidstran-
ges, der kopiert werden soll. Der Primer lagert sich
daher unter Bedingungen, die eine Hybridisierung
begtinstigen, an den komplementaren Bereich des
Analytstrangs an. Nach Zugabe geeigneter Reakti-
onspartner (z. B. eine Polymerase, Nucleotidtriphos-
phate, und ahnliche), wird der Primer durch den poly-
merisierenden Wirkstoff verlangert, um eine Kopie
des Analytstrangs zu bilden. Der Primer kann einzel-
strangig oder in einer anderen Ausfuhrungsform
auch teilweise oder vollstandig doppelstrangig sein.

[0021] Die Begriffe "Analytpolynucleotid” und "Ana-
lytstrang" beziehen sich auf ein einzel- oder doppel-
strangiges Nucleinsauremolekil, von dem angenom-
men wird, dass es eine Zielsequenz enthalt, und das
in einer biologischen Probe vorhanden sein kann.

[0022] Wie hier verwendet, bezieht sich der Begriff
"Sonde" auf eine aus einem Polynucleotid bestehen-
de Struktur, die aufgrund der Komplementaritat we-
nigstens einer Sequenz in der Sonde mit einer Se-
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quenz im Bereich des Zieles eine Hybridstruktur mit
einer Zielsequenz bildet. Die Polynucleotidbereiche
der Sonden kdnnen sich aus DNA, und/oder RNA,
und/oder synthetischen Nucleotidanaloga zusam-
mensetzen. Eingeschlossen in die Sonden sind
"Fangsonden" und "Markierungssonden”.

[0023] Der Begriff "Zielbereich", so wie hier verwen-
det, bezieht sich auf einen Bereich der Nucleinsaure,
der amplifiziert und/oder detektiert werden soll. Der
Begriff "Zielsequenz" bezieht sich auf eine Sequenz,
mit der eine Sonde oder ein Primer ein stabiles Hyb-
rid unter den erwiinschten Bedingungen bildet.

[0024] Der Begriff "Fangsonde", so wie hier verwen-
det, bezieht sich auf eine Polynucleotidsonde, die ein
mit einem Bindungspartner gekoppeltes einzelstran-
giges Polynucleotid enthalt. Das einzelstrangige Po-
lynucleotid enthalt eine Ziel-Polynucleotidsequenz,
die komplementar zu einer Zielsequenz in einem Ziel-
bereich ist, die in dem Analytpolynucleotid nachge-
wiesen werden soll. Dieser komplementare Bereich
ist ausreichend lang und komplementar zur Zielse-
quenz, um einen stabilen Doppelstrang zu ermdgli-
chen, der ausreichend ist, um das Analytpolynucleo-
tid an einer festen Oberflache (liber die Bindungs-
partner) zu immo-bilisieren. Der Bindungspartner ist
spezifisch fir einen zweiten Bindungspartner; der
zweite Bindungspartner kann an die Oberflache ei-
nes festen Tragers gebunden sein, oder kann indirekt
Uber andere Strukturen oder Bindungspartner mit ei-
nem festen Trager verbunden sein.

[0025] Der Begriff "zielende Polynucleotidsequenz”,
so wie hier verwendet, bezieht sich auf eine Polynu-
cleotidsequenz, die Nucleotide enthalt, die komple-
mentar zu einer Ziel-Nucleotidsequenz sind; die Se-
quenz ist ausreichend lang und komplementar zur
Zielsequenz, um einen Doppelstrang zu bilden, der
eine ausreichende Stabilitdt fliir den vorgesehenen
Zweck hat.

[0026] Der Begriff "Bindungspartner”, so wie hier
verwendet, bezieht sich auf ein Molekiil, das in der
Lage ist, ein Ligandenmolekiil mit hoher Spezifitat zu
binden, wie zum Beispiel ein Antigen und ein daflr
spezifischer Antikorper. Im Allgemeinen missen die
spezifischen Bindungspartner mit ausreichender Affi-
nitat binden, um den Doppelstrang aus Analytko-
pie/Komplementarstrang (im Falle der Fangsonden)
unter den Bedingungen der Isolierung zu immobilisie-
ren. Spezifische Bindungspartner sind auf dem Fach-
gebiet bekannt, und schlieRen, zum Beispiel, Biotin
und Avidin oder Streptavidin, IgG und Protein A, die
zahlreichen Rezeptor-Liganden-Paare, und komple-
mentare Polynucleotidstrange ein. Im Falle von kom-
plementaren Polynucleotid-Bindungspartnern sind
die Partner normalerweise mindestens 15 Basen
lang, und kénnen mindestens 40 Basen lang sein; zu-
satzlich haben sie einen G- und C-Gehalt von min-

destens ungefahr 40% bis hin zu ungefahr 60%. Das
Polynucleotid kann aus DNA, RNA oder syntheti-
schen Nucleotidanaloga bestehen.

[0027] Der Begriff "gekoppelt”, wie hier verwendet,
bezieht sich auf die Verknipfung durch kovalente
Bindungen oder durch starke nicht-kovalente Wech-
selwirkungen (z. B. hydrophobe Wechselwirkungen,
Wasserstoffbrickenbindungen, usw.). Kovalente Bin-
dungen kdnnen zum Beispiel Ester-, Ether-, Phos-
phorester-, Amid-, Peptid-, Imid-, Kohlenstoff-Schwe-
fel-Bindungen, Kohlenstoff-Phosphor-Bindungen,
und ahnliche sein.

[0028] Der Begriff "Trager" bezieht sich auf jede fes-
te oder halbfeste Oberflache, an der ein gewlnschter
Bindungspartner verankert sein kann. Geeignete Tra-
ger schlielen Glas, Plastik, Metall, Polymer-Gele
und ahnliche ein, und kénnen die Form von Kugel-
chen, Vertiefungen, Messstaben, Membranen, und
ahnliche haben.

[0029] Der Begriff "Markierung", wie hier verwendet,
bezieht sich auf jedes Atom oder jede Einheit, das
oder die zur Erzeugung eines nachweisbaren (vor-
zugsweise quantifizierbaren) Signals verwendet und
mit einem Polynucleotid oder Polypeptid verknupft
werden kann.

[0030] Wie hier verwendet, bezieht sich der Begriff
"Markierungssonde" auf eine Polynucleotidsonde,
die eine zielsuchende Polynucleotidsequenz enthalt,
die zu einer im Analytpolynucleotid nachzuweisen-
den Zielsequenz komplementar ist. Dieser komple-
mentare Bereich ist ausreichend lang und komple-
mentar zur Zielsequenz, um einen Doppelstrang aus
der "Markierungssonde" und der "Zielsequenz" zu er-
moglichen. Die Markierungssonde ist entweder direkt
mit einer Markierung, oder indirekt tber eine Gruppe
von Ligandenmolekilen mit hoher Spezifitat fir ein-
ander, eingeschlossen Multimere, gekoppelt.

[0031] Der Begriff "Multimer", wie hier verwendet,
bezieht sich auf lineare oder verzweigte Polymere
der gleichen, sich wiederholenden einzelstrangigen
Polynucleotideinheit oder verschiedener einzelstran-
giger Polynucleotideinheiten. Mindestens eine der
Einheiten hat eine Sequenz, eine Lange und eine Zu-
sammensetzung, die es ihr erlaubt, spezifisch an
eine erste einzelstrangige Nucleotidsequenz von In-
teresse zu hybridisieren, typischerweise an einen
Analyt oder an eine an einen Analyt gebundene Po-
lynucleotidsonde (z. B. eine Markierungssonde). Um
eine solche Spezifitdt und Stabilitdt zu ermdglichen,
ist diese Einheit mindestens ungefahr 15 Nucleotide
lang, typischerweise nicht mehr als 50 Nucleotide
lang, und bevorzugt ungefahr 30 Nucleotide lang;
daruberhinaus betragt der G- und C-Gehalt norma-
lerweise mindestens ungefahr 40% und hdéchstens
ungefahr 60%. Zusatzlich zu einer solchen Einheit
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(solchen Einheiten) schlief3t das Multimer eine Viel-
zahl von Einheiten ein, die in der Lage sind, spezi-
fisch und stabil an ein zweites einzelstrangiges Nuc-
leotid von Interesse, typischerweise ein markiertes
Polynucleotid oder ein anderes Multimer, zu hybridi-
sieren. Diese Einheiten haben im Allgemeinen etwa
die gleiche GroRe und Zusammensetzung wie die
oben angefiihrten Multimere. Wenn ein Multimer ent-
worfen wird, um mit einem anderen Multimer hybridi-
siert zu werden, sind die erste und die zweite Oligo-
nucleotideinheit heterogen (verschieden), und hybri-
disieren unter den Bedingungen des ausgewahlten
Assays nicht miteinander. Daher kdnnen Multimere
Markierungssonden sein, oder Liganden, die die
Markierung an die Sonde koppeln.

[0032] Ein "Replikon" ist jedes genetische Element,
z. B. ein Plasmid, ein Chromosom, ein Virus, ein Cos-
mid, usw., das sich wie eine eigenstandig replizieren-
de Polynucleotideinheit innerhalb einer Zelle verhalt;
d. h., befahigt zur Replikation unter seiner eigenen
Kontrolle. Dies kann selektierbare Marker einschlie-
Ren.

[0033] "PCR" bezieht sich auf die Technik der Poly-
merase-Kettenreaktion wie beschrieben in Saiki et
al., Nature 324 (1986), 163; und Scharf et al., Sci-
ence 233 (1986), 1076-1078; und US 4,683,195; und
US 4,683,202.

[0034] Wie hier verwendet, ist x "heterolog" in Be-
zug auf y, wenn x nicht nattrlicherweise mit y in der
identischen Weise verbunden ist; d. h., x istin der Na-
tur nicht mit y verbunden oder x ist nicht in der glei-
chen Weise mit y wie in der Natur verbunden.

[0035] "Homologie" bezieht sich auf den Grad der
Ahnlichkeit zwischen x und y. Die Ubereinstimmung
zwischen der Sequenz einer Form mit einer anderen
kann durch im Fachgebiet bekannte Techniken be-
stimmt werden. Zum Beispiel kann sie durch direkten
Vergleich der Sequenzinformation des Polynucleo-
tids bestimmt werden. Alternativ kann die Homologie
durch Hybridisierung der Polynucleotide unter Bedin-
gungen bestimmt werden, bei denen sich stabile
Doppelstrange zwischen homologen Bereichen aus-
bilden (zum Beispiel solche, die vor einem S1-Verdau
verwendet wiirden), gefolgt von einer Spaltung mit ei-
ner fir Einzelstrange spezifischen Nuclease (mit flr
Einzelstrange spezifischen Nucleasen), gefolgt von
einer GroRenbestimmung der gespaltenen Fragmen-
te.

[0036] Ein "Vektor" ist ein Replikon, mit dem ein an-
deres Polynucleotidsegment verbunden ist, so dass
die Replikation und/oder Expression des verbunde-
nen Segmentes bewerkstelligt wird.

[0037] "Kontrollsequenz" bezieht sich auf Polynuc-
leotidsequenzen, die erforderlich sind, um eine Ex-

pression der codierenden Sequenzen zu bewirken,
mit denen sie ligiert sind. Die Beschaffenheit solcher
Kontrollsequenzen differiert in Abhangigkeit vom
Wirtsorganismus; in Prokaryoten schlief’en solche
Kontrollsequenzen meistens einen Promotor, eine
Ribosomen-Bindungsstelle, und eine Transkripti-
ons-Terminationssequenz ein; in Eukaryoten schlie-
Ren solche Kontrollsequenzen meistens Promotoren
und eine Transkriptions-Terminationssequenz ein.
Der Begriff "Kontrollsequenz" soll mindestens alle
Komponenten einschlieRen, deren Anwesenheit flr
eine Expression erforderlich ist, und kann auch zu-
satzliche Komponenten einschliefen, deren Anwe-
senheit vorteilhaft ist, zum Beispiel Signalsequenzen
und Fusionspartnersequenzen.

[0038] "Funktionell verbunden" bezieht sich auf eine
raumliche Nahe, in der sich die so beschriebenen
Komponenten in einer Beziehung befinden, die es ih-
nen erlaubt, in der geplanten Weise zu funktionieren.
Eine mit einer codierenden Sequenz "funktionell ver-
bundene" Kontrollsequenz ist auf solche Art ligiert,
dass die Expression der codierenden Sequenz unter
Bedingungen erreicht wird, die mit der Kontrollse-
quenz kompatibel sind.

[0039] Ein "offener Leserahmen" (ORF) ist der Be-
reich einer Polynucleotidsequenz, der ein Polypeptid
codiert; dieser Bereich kann einen Teil der codieren-
den Sequenz oder die vollstdndige codierende Se-
quenz reprasentieren.

[0040] Eine "codierende Sequenz" ist eine Polynuc-
leotidsequenz, die in ein Poly-peptid Ubersetzt wird,
normalerweise lUber eine mMRNA, wenn sie unter die
Kontrolle geeigneter regulatorischer Sequenzen ge-
stellt wird. Die Grenzen der codierenden Sequenz
werden durch ein Translations-Startcodon am 5'-En-
de und ein Translations-Stopcodon am 3'-Ende be-
stimmt. Eine codierende Sequenz kann cDNA und re-
kombinante Polynucleotidsequenzen einschlief3en,
ist aber nicht darauf beschrankt.

[0041] Wie hier verwendet, bezieht sich der Begriff
"Polypeptid" auf ein Polymer aus Aminosauren und
bezieht sich nicht auf eine bestimmte Lange des Pro-
dukts; daher sind Peptide, Oligopeptide und Proteine
in die Definition von Polypeptid eingeschlossen. Die-
ser Begriff bezieht sich auch nicht auf Modifikationen
des Polypeptids nach der Expression oder schlief3t
diese aus, zum Beispiel Glykosylierungen, Acetylie-
rungen, Phosphorylierungen und dergleichen. Einge-
schlossen in die Definition sind, zum Beispiel, Poly-
peptide, die ein oder mehrere Analoga einer Amino-
saure enthalten (eingeschlossen, zum Beispiel, nicht
nattrliche Aminosauren, usw.), Polypeptide mit sub-
stituierten Bindungen, wie auch andere im Fachge-
biet bekannte Modifikationen, die sowohl naturlich als
auch nicht nattrlich vorkommen.
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[0042] Ein Polypeptid oder eine Aminosaurese-
quenz "abgeleitet von" einer bestimmten Nucleinsau-
resequenz bezieht sich auf ein Polypeptid, das eine
Sequenz identisch zu der eines in dieser Sequenz
codierten Polypeptids besitzt, oder einen Teil davon,
wobei der Teil aus mindestens 3-5 Aminosauren be-
steht, und starker bevorzugt mindestens 8-10 Ami-
nosauren, und besonders bevorzugt mindestens
11-15 Aminosauren, oder das mit einem in dieser Se-
quenz codierten Polypeptid immunologisch identifi-
zierbar ist. Diese Terminologie schliet auch ein
durch eine bestimmte Nucleinsauresequenz expri-
miertes Polypeptid ein.

[0043] "Immunogen" bezieht sich auf die Fahigkeit
eines Polypeptids, eine humorale und/oder zellulare
Immunantwort hervorzurufen, entweder alleine oder
verbunden mit einem Trager, in Gegenwart oder Ab-
wesenheit eines Adjuvans. "Neutralisierung" bezieht
sich auf eine Immunantwort, die die Infektitsitat eines
infektiosen Wirkstoffes entweder teilweise oder voll-
standig blockiert.

[0044] "Epitop" bezieht sich auf eine antigene De-
terminante eines Peptids, Polypeptids oder Proteins;
ein Epitop kann drei oder mehr Aminosauren in einer
dem Epitop eigenen raumlichen Konformation ent-
halten. Im Allgemeinen besteht ein Epitop aus min-
destens 5 solcher Aminosduren und, eher Ublich, aus
mindestens 8-10 solcher Aminosduren. Methoden
zur Bestimmung der raumlichen Konformation von
Aminosauren sind auf dem Fachgebiet bekannt und
schlieRen, zum Beispiel, Rdntgenkristallographie und
zweidimensionale Kernmagnetresonanz ein. Antikor-
per, die das gleiche Epitop erkennen, kénnen in ei-
nem einfachen Immuntest bestimmt werden, der die
Fahigkeit eines Antikorpers zeigt, die Bindung eines
anderen Antikdrpers an ein Zielprotein zu blockieren.

[0045] "Behandlung", wie hier verwendet, bezieht
sich auf Prophylaxe und/oder Therapie (d. h. die Mo-
dulation jeglicher Krankheitssymptome). Ein "Indivi-
duum" weist auf ein Tier hin, dass empfanglich fiur
eine Infektion mit H. pylori ist und schlie3t Primaten,
eingeschlossen Menschen, ein, ist aber nicht darauf
beschrankt. Ein "Impfstoff" ist ein immunogenes,
oder anderweitig befahigtes, einen Schutz, ob teil-
weise oder vollstédndig, gegen H. pylori hervorrufen-
des, zur Behandlung eines Individuums verwendbare
Mittel.

[0046] Die H. pylori-Proteine kénnen fiir die Herstel-
lung von entweder monoclonalen oder polyclonalen
Antikérpern verwendet werden, die spezifisch fir die
Proteine sind. Die Verfahren zur Herstellung dieser
Antikorper sind auf dem Fachgebiet bekannt.

[0047] "Rekombinante Wirtszellen", "Wirtszellen",
"Zellen", "Zellkulturen" und ahnliche Begriffe bezeich-
nen, zum Beispiel, Mikroorganismen, Insektenzellen

und Saugerzellen, die als Empfanger fir einen re-
kombinanten Vektor oder andere Ubertragene DNA
verwendet werden kdnnen oder verwendet wurden,
und schliefen die Nachkommen der urspriinglich
transformierten Zelle ein. Es versteht sich, dass die
Nachkommen einer einzelnen Mutterzelle aufgrund
von naturlichen, zufélligen oder absichtlichen Mutati-
onen nicht notwendigerweise in Morphologie oder
der genomischen oder gesamten DNA vollstédndig
identisch zur urspringlichen Mutterzelle sein mus-
sen. Beispiele fur Sduger-Wirtszellen schliel3en Eier-
stockzellen Chinesischer Hamster (CHO) und Affen-
nierenzellen (COS) ein.

[0048] "Zelllinie", wie hier verwendet, bezieht sich
spezifisch auf eine Population von Zellen, die zu be-
stdndigem oder verlangertem Wachstum und Teilung
in vitro befahigt sind. Haufig sind Zelllinien von einer
einzelnen Vorlduferzelle abgeleitete clonale Populati-
onen. Auf dem Fachgebiet ist weiterhin bekannt,
dass spontane oder induzierte Veranderungen im
Karyotyp wahrend der Lagerung oder des Transfers
solcher clonaler Populationen auftreten kénnen. Da-
her missen Zellen, die sich von der bezeichneten
Zelllinie ableiten, nicht exakt identisch mit den Vor-
lauferzellen oder -kulturen sein, und die bezeichnete
Zelllinie enthalt solche Varianten. Der Begriff "Zellli-
nie" schliet auch immortalisierte Zellen ein. Zelllini-
en schlielen bevorzugt nicht-hybride Zelllinien oder
Hybridome aus nur zwei Zellarten ein.

[0049] Wie hier verwendet, schlie3t der Begriff "Mi-
kroorganismen" prokaryotische und eukaryotische
mikrobielle Spezies ein, wie Bakterien und Pilze, wo-
bei letztere Hefen und filamentose Pilze einschlie-
Ben.

[0050] Wie hier verwendet, bezieht sich "Transfor-
mation" auf die Insertion eines exogenen Polynucle-
otids in eine Wirtszelle, ungeachtet des fir die Inser-
tion verwendeten Verfahrens, zum Beispiel direkte
Aufnahme, Transduktion, Ubertragung durch F-Plas-
mide oder Elektroporation. Das exogene Polynucleo-
tid kann als nicht-integrierter Vektor, zum Beispiel als
Plasmid erhalten bleiben, oder kann in einer anderen
Ausfihrungsform in das Wirtsgenom integriert wer-
den.

[0051] "Gereinigt" und "isoliert" mit Bezug auf eine
Polypeptid- oder Nucleotidsequenz bedeutet, dass
das angegebene Molekul praktisch frei von anderen
biologischen Makromolekilen der gleichen Art vor-
liegt. Der Begriff "gereinigt", wie hier verwendet, be-
deutet die Anwesenheit von bevorzugt mindestens
75 Gew.-%, starker bevorzugt mindestens 85
Gew.-%, noch starker bevorzugt mindestens 95
Gew.-% und besonders bevorzugt mindestens 98
Gew.-% biologischer Makromolekdle der gleichen Art
(aber Wasser, Puffer und andere kleine Molekdle,
insbesondere Molekulle mit einem Molekulargewicht
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von weniger als 1000, kdnnen anwesend sind).
C. Nucleinsaure-Tests

[0052] Unter Verwendung des Genoms von H. pylori
als Grundlage kénnen Polynucleotid-Sonden von un-
gefahr 8 Nucleotiden oder mehr hergestellt werden,
die mit dem (den) positiven Strang (Strangen) der
RNA oder ihrem Komplement, wie auch mit cDNAs
hybridisieren. Diese Polynucleotide dienen als Son-
den zum Nachweis, zur Isolierung und/oder Markie-
rung von Polynucleotiden, die Nucleotidsequenzen
enthalten, und/oder als Primer fur die Transkription
und/oder Replikation der Zielsequenzen. Jede Sonde
enthalt eine zielsuchende Polynucleotidsequenz, die
Nucleotide enthalt, die zur Ziel-Nucleotidsequenz
komplementar sind; die Sequenz ist ausreichend
lang und komplementar zur Sequenz, um einen fur
die vorgesehene Anwendung genigend stabilen
Doppelstrang zu bilden. Wenn zum Beispiel der
Zweck in der Isolierung eines Analyten, der eine Ziel-
sequenz enthalt, durch Immobilisierung besteht, ent-
halt die Sonde einen Polynucleotidbereich, der aus-
reichend lang und komplementar zur Zielsequenz ist,
um eine ausreichende Doppelstrangstabilitat zu er-
lauben, um den Analyten unter den Bedingungen der
Isolierung an einer festen Oberflache zu immobilisie-
ren. Auch wenn die Polynucleotidsonden zum Bei-
spiel als Primer fir eine Transkription und/oder Rep-
likation von Zielsequenzen dienen sollen, enthalten
die Sonden einen Polynucleotidbereich, der ausrei-
chend lang und komplementar zur Zielsequenz ist,
um die Replikation zu ermdglichen. Auch wenn die
Polynucleotidsonden zum Beispiel als Markierungs-
sonden oder zur Bindung an Multimere verwendet
werden sollen, wirde die zielsuchende Nucleotidse-
quenz ausreichend lang und komplementar sein, um
stabile Hybrid-Doppelstrange mit den Markierungs-
sonden und/oder Multimeren zu bilden, um den
Nachweis des Doppelstrangs zu ermdglichen. Die
Sonden kénnen ein Minimum von etwa 4 zusammen-
hangenden Nucleotiden beinhalten, die komplemen-
tar zur Zielsequenz sind; Ublicherweise bein-halten
die Oligomere ein Minimum von etwa 8 zusammen-
hangenden Nucleotiden, die komplementar zur Ziel-
sequenz sind, und beinhalten bevorzugt ein Minimum
von etwa 14 zusammenhangenden Nucleotiden, die
komplementar zur Zielsequenz sind.

[0053] Die Sonden hingegen miissen nicht nur aus
der Sequenz bestehen, die komplementar zur Zielse-
quenz ist. Sie konnen zusatzliche Nucleotidsequen-
zen oder andere Einheiten enthalten. Wenn die Son-
den zum Beispiel als Primer fir die Amplifizierung
von Sequenzen Uber PCR verwendet werden sollen,
kénnen sie Sequenzen enthalten, die im Doppel-
strang Erkennungsstellen fiir Restriktionsenzyme bil-
den, die die Clonierung der amplifizierten Sequenzen
erleichtern. Auch wenn zum Beispiel die Sonden als
"Fangsonden" in Hybridisierungsansatzen verwendet

werden sollen, sind sie an einen "Bindungspartner",
wie oben definiert, gekoppelt. Hergestellt werden die
Sonden durch auf dem Fachgebiet bekannte Verfah-
ren, eingeschlossen, zum Beispiel, durch Verfahren,
die Ausschneiden, Transkription oder chemische
Synthese einschlief3en.

D. Expressionssysteme

[0054] Sobald die entsprechende codierende Se-
quenz von H. pylori isoliert ist, kann sie in einer Viel-
zahl verschiedener Expressionssysteme exprimiert
werden; zum Beispiel in solchen, die Saugerzellen,
Baculoviren, Bakterien und Hefen verwenden.

i. Sduger-Systeme

[0055] Sauger-Expressionssysteme sind auf dem
Fachgebiet bekannt. Ein Sduger-Promotor ist jede
DNA-Sequenz, die RNA-Polymerase aus einem Sau-
getier binden und stromabwarts (3') die Transkription
einer codierenden Sequenz (z. B. eines Struktur-
gens) in mRNA initileren kann. Ein Promotor hat eine
Transkriptions-Initiationsregion, die Ublicherweise
nahe dem 5'-Ende der codierenden Sequenz lokali-
siert ist, und eine TATA-Box, die Uiblicherweise 25-30
Basenpaare (bp) stromaufwarts der Transkripti-
ons-Initiationsstelle liegt. Es wird angenommen, dass
die TATA-Box die RNA-Polymerase Il lenkt, um die
RNA-Synthese an der richtigen Stelle zu beginnen.
Ein Sauger-Promotor enthalt auch ein stromaufwarts
gelegenes Promotorelement, das Ublicherweise in-
nerhalb von 100 bis 200 bp stromaufwarts der TA-
TA-Box liegt. Ein stromaufwarts gelegenes Promo-
tor-Element bestimmt die Rate, mit der die Transkrip-
tion initiiert wird und kann in beiden Orientierungen
funktionieren, Sambrook et al. (1989), Molecular Clo-
ning: A Laboratory Manual (2. Auflage).

[0056] Gene von Sauger-Viren sind oft hoch expri-
miert und haben ein breites Wirtsspektrum; daher lie-
fern Sequenzen, die Gene von Sauger-Viren codie-
ren, besonders nitzliche Promotorsequenzen. Bei-
spiele schlielen den frilhen Promotor von SV40, den
LTR-Promotor des Maus-Mamma-Tumor-Virus, den
spaten Haupt-Promotor von Adenovirus (Ad MLP)
und den Herpes simplex-Viruspromotor ein. Zusatz-
lich liefern von nicht-viralen Genen abgeleitete Se-
quenzen, wie das murine Metallothionein-Gen, nitz-
liche Promotorsequenzen. Die Expression kann ent-
weder Kkonstitutiv oder reguliert (induzierbar) sein,
kann in Abhangigkeit vom Promotor in Hormon-re-
sponsiven Zellen mit Glucocorticoid induziert wer-
den.

[0057] Die Anwesenheit eines Enhancerelements
(Enhancer), zusammen mit den oben beschriebenen
Promotorelementen, erhdht Gblicherweise das Ex-
pressionsniveau. Ein Enhancer ist eine regulatori-
sche DNA-Sequenz, die die Transkription bis zu
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1000fach stimulieren kann, wenn sie mit homologen
oder heterologen Promotoren verbunden ist, wobei
die Synthese am normalen RNA-Startpunkt beginnt.
Enhancer sind auch aktiv, wenn sie stromaufwarts
oder stromabwarts der Transkriptions-Initiationsstelle
lokalisiert sind, entweder in normaler oder umgekehr-
ter Orientierung, oder in einer Entfernung von mehr
als 1000 Nucleotiden vom Promotor entfernt, Mania-
tis et al., Science 236 (1989), 1237; Alberts et al.
(1989), Molecular Biology of the Cell (2. Auflage).
Von Viren abgeleitete Enhancerelemente kdnnen be-
sonders nutzlich sein, da sie Ublicherweise ein breite-
res Wirtsspektrum haben. Beispiele schlieRen den
Enhancer fir das friilhe Gen von SV40, Dijkema et al.,
EMBO J. 4 (1985), 761, und den vom Long Terminal
Repeat (LTR) des Rous-Sarkoma-Virus, Gorman et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79 (1982), 6777, und
vom humanen Cytomegalievirus, Boshart et al., Cell
41 (1985), 5221, abgeleiteten Enhancer/Promotor
ein. Zusatzlich sind manche Enhancer regulierbar
und werden erst in der Anwesenheit eines Induktors,
wie eines Hormons oder eines Metallions, aktiv, Sas-
sone-Corsi et al., Trends Genet. 2 (1986), 215; Mani-
atis et al., Science 236 (1987), 1237.

[0058] Ein DNA-Molekil kann intrazellular in San-
gerzellen exprimiert werden. Eine Promotorsequenz
kann direkt mit dem DNA-Molekll verbunden sein,
wobei dann die erste Aminosaure am N-Terminus
des rekombinanten Proteins immer ein Methionin ist,
das durch das ATG-Startcodon codiert wird. Falls er-
forderlich, kann der N-Terminus vom Protein durch in
vitro-Inkubation mit Bromcyan abgespalten werden.

[0059] In einer anderen Alternative kdnnen Fremd-
proteine auch durch Erzeugung chimarer DNA-Mole-
kile, die ein Fusionsprotein codieren, das ein Lea-
dersequenz-Fragment enthalt, das fiir die Sekretion
des Fremdproteins in Saugerzellen sorgt, aus der
Zelle in das Kulturmedium sekretiert werden. Bevor-
zugt befinden sich codierte Prozessierungsstellen
zwischen dem Leaderfragment und dem Fremdpro-
tein, die entweder in vivo oder in vitro gespalten wer-
den kénnen. Das Leadersequenz-Fragment codiert
Ublicherweise ein aus hydrophoben Aminosauren zu-
sammengesetztes Signalpeptid, das die Sekretion
des Proteins aus der Zelle steuert. Der dreiteilige
Adenovirus-Leader ist ein Beispiel fir eine Leaderse-
quenz, die fir die Sekretion eines Fremdproteins in
Saugerzellen sorgt.

[0060] Ublicherweise sind von Saugerzellen er-
kannte Transkriptions-Terminations- und Polyadeny-
lierungssequenzen regulatorische Bereiche, die sich
3' vom Translations-Stopcodon befinden und daher
zusammen mit den Promotorelementen die codieren-
de Sequenz flankieren. Das 3'-Ende der reifen mRNA
wird durch Erkennungsstellen-spezifische post-trans-
lationale Spaltung und Polyadenylierung gebildet,
Birnstiel et al., Cell 41 (1985), 349; Proudfoot and

Whitelaw (1988), Termination and 3' end processing
of eukaryotic RNA, in: B. D. Hames und D. M. Glover
(Hrsg.), Transcription and splicing; Proudfoot, Trends
Biochem. Sci. 14 (1989), 105. Diese Sequenzen
steuern die Transkription einer mRNA, die in ein Pro-
tein Ubersetzt werden kann, das von DNA codiert
wird. Beispiele fiir Transkriptions-Terminator/Polya-
denylierungssignale schlief3en die von SV40 abgelei-
teten ein, Sambrook et al. (1989), Molecular Cloning:
A Laboratory Manual.

[0061] Einige Gene konnen effizienter exprimiert
werden, wenn Introns (auch intervenierende Sequen-
zen genannt) anwesend sind. Manche cDNAs hinge-
gen wurden effizienter durch Vektoren ohne Spleil3si-
gnale (auch Splei3-Donor- und -Akzeptorstellen ge-
nannt) exprimiert, siehe z. B. Gething and Sambrook,
Nature 293 (1981), 620. Introns sind intervenierende,
nicht-codierende Sequenzen innerhalb einer codie-
renden Sequenz, die Spleil-Donor und -Akzeptor-
stellen enthalten. Sie werden durch einen "Spleillen"
genannten Prozess entfernt, der auf die Polyadeny-
lierung des primaren Transkripts folgt, Nevins, Annu.
Rev. Biochem. 52 (1983), 441; Green, Annu. Rev.
Genet. 20 (1986), 671; Padgett et al., Annu. Rev. Bi-
ochem. 55 (1986), 1119; Krainer and Maniatis (1988),
RNA splicing, in: B. D. Hames and D. M. Glover
(Hrsg.), Transcription and splicing.

[0062] Ublicherweise werden die oben beschriebe-
nen Komponenten, die einen Promotor, ein Polyade-
nylierungssignal und eine Transkription-Terminati-
onssequenz enthalten, in Expressionskonstrukten
zusammengeflgt. Enhancer, Introns mit funktionel-
len Splei-Donor- und -Akzeptorstellen und Leader-
sequenzen kdnnen, falls gewunscht, ebenfalls in ei-
nem Expressionskonstrukt vorhanden sein. Expres-
sionskonstrukte werden oft in einem Replikon, wie ei-
nem extrachromosomalen Element (z. B. einem
Plasmid), aufrechterhalten, das zur stabilen Aufrecht-
erhaltung in einer Wirtszelle, wie in S&ugerzellen
oder Bakterien, befahigt ist. Replikationssysteme aus
Saugern schliefen die von Tier-Viren ein, die in trans
arbeitende Faktoren zur Replikation bendtigen. Zum
Beispiel replizieren sich Plasmide, die die Replikati-
onssysteme von Papovaviren, wie SV40, Gluzman,
Cell 23 (1981), 175, oder Polyomavirus enthalten, zu
extrem hoher Kopienzahl in Gegenwart des entspre-
chenden viralen T-Antigens. Weitere Beispiele fur
Replikons aus Saugern schlieBen die aus bovinem
Papillomavirus und aus Epstein-Barr-Virus abgeleite-
ten ein. Weiterhin kann das Replikon zwei Replikati-
onssysteme haben, wodurch es, zum Beispiel, in
Saugerzellen zur Expression und in einer prokaryoti-
schen Wirtszelle zum Clonieren und zur Amplifikation
aufrechterhalten werden kann. Beispiele fur solche
Sauger-Bakterien-Shuttlevektoren schlielen pMT2,
Kaufman et al., Mol. Cell. Biol. 9 (1989), 946 und
pHEBO ein, Shimizu et al., Mol. Cell. Biol. 6 (1986),
1074.
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[0063] Die Transformations-Methode hangt vom zu
transformierenden Wirt ab. Verfahren zum Einbrin-
gen von heterologen Polynucleotiden in Saugerzel-
len sind auf dem Fachgebiet bekannt und schlieen
Dextran-vermittelte ~ Transfektion,  Calciumphos-
phat-Fallung, Polybren-vermittelte Transfektion, Pro-
toplasten-Fusion, Elektroporation, Einschluss des
(der) Polynucleotids (Polynucleotide) in Liposomen,
und direkte Mikroinjektion der DNA in die Zellkerne
ein.

[0064] Saugerzelllinien, die als Wirtszellen zur Ex-
pression verfligbar sind, sind auf dem Fachgebiet be-
kannt und schlief3en viele immortalisierte Zelllinien
ein, die von der American Type Culture Collection
(ATCC) erhaltlich sind, eingeschlossen, aber nicht
beschrankt auf, Eierstockzellen des Chinesischen
Hamsters (CHO), HelLa-Zellen, Baby-Hamster-Nie-
renzellen (BHK), Affennierenzellen (COS), menschli-
che Zellen aus hepatozellularen Karzinomen (z. B.
Hep G2) und eine Anzahl anderer Zelllinien.

ii. Baculovirus-Systeme

[0065] Das Protein-codierende Polynucleotid kann
auch in einen geeigneten Insekten-Expressionsvek-
tor eingefiigt werden, und ist funktionell mit den Kon-
trollelementen innerhalb des Vektors verbunden. Zur
Konstruktion von Vektoren werden auf dem Fachge-
biet bekannte Techniken verwendet.

[0066] Im Allgemeinen schliefien die Komponenten
des Expressionssystems einen Transfervektor ein,
Ublicherweise ein bakterielles Plasmid, das sowohl
ein Fragment aus dem Baculovirus-Genom als auch
eine geeignete Restriktionsstelle zur Insertion des
oder der zu exprimierenden heterologen Gens oder
Gene enthalt; einen Wildtyp-Baculovirus mit einer zu
dem Baculovirus-spezifischen Fragment im Transfer-
vektor homologen Sequenz (dies ermdglicht die ho-
mologe Rekombination des heterologen Gens in das
Baculovirus-Genom) und geeignete Insekten-Wirts-
zellen und Zichtungsmedien.

[0067] Nach dem Einfligen der Protein-codierenden
DNA-Sequenz in den Transfervektor werden der Vek-
tor und das Wildtyp-Virusgenom in eine Insek-
ten-Wirtszelle transfiziert, wo der Vektor und das vira-
le Genom rekombinieren kénnen. Das verpackte re-
kombinante Virus wird exprimiert und rekombinante
Plaques werden identifiziert und aufgereinigt. Materi-
al und Methoden flr Baculovirus/Insektenzellen-Ex-
pressionssysteme sind im Handel in Kit-Form erhalt-
lich, unter anderem von Invitrogen, San Diego CA
("MaxBac" Kit). Diese Techniken sind dem Fachmann
im Allgemeinen bekannt und vollstandig beschrieben
in Summers and Smith, Texas Agricultural Experi-
ment Station Bulletin No. 1555 (1987), (nachstehend
als "Summers and Smith" bezeichnet).

[0068] Vor der Insertion der Protein-codierenden
DNA-Sequenz in das Baculovirus-Genom werden die
oben beschriebenen Komponenten, die einen Pro-
motor, einen Leader (falls gewlnscht), die codieren-
de Sequenz von Interesse und die Transkripti-
ons-Terminationssequenz umfassen, Ublicherweise
in einem Ubertragenden Zwischenkonstrukt (Trans-
fervektor) zusammengesetzt. Dieses Konstrukt kann
ein einzelnes Gen und funktionell verbundene regu-
latorische Elemente; mehrere Gene, jedes mit sei-
nem eigenen Satz funktionell verbundener regulatori-
scher Elemente; oder mehrere Gene, die durch den-
selben Satz regulatorischer Elemente reguliert wer-
den, enthalten. Ubertragende Zwischenkonstrukte
werden haufig in einem Replikon, wie einem extra-
chromosomalen Element (z. B. Plasmide), aufrecht-
erhalten, das zur stabilen Aufrechterhaltung in einem
Wirt, wie einem Bakterium, befahigt ist. Das Replikon
hat ein Replikationssystem und kann dadurch in ei-
nem geeigneten Wirt zur Clonierung und Amplifikati-
on aufrechterhalten werden.

[0069] Der meistbenutzte Transfervektor zum Ein-
bringen fremder Gene in AcNPV ist gegenwartig
pAc373. Viele andere, dem Fachmann bekannte
Vektoren sind ebenfalls entworfen worden. Diese
schliel®en, zum Beispiel, pVL985 ein (der das Polyhe-
drin-Startcodon von ATG zu ATT andert, und der eine
BamHI-Clonierungsstelle 32 Basenpaare stromab-
warts des ATT einflhrt); siehe Luckow and Summers,
Virology 17 (1989), 31.

[0070] Das Plasmid enthalt Gblicherweise auch das
Polyhedrin-Polyadenylierungssignal (Miller et al.,
Ann. Rev. Microbiol. 42 (1988), 177) und ein prokary-
otisches Ampicillin-Resistenzgen (amp) und einen
Replikationsursprung zur Selektion und Vermehrung
in E. coli.

[0071] Baculovirus-Transfervektoren enthalten Ubli-
cherweise einen Baculovirus-Promotor. Ein Baculovi-
rus-Promotor ist jede DNA-Sequenz, die in der Lage
ist, eine Baculovirus-RNA-Polymerase zu binden und
stromabwarts (5' nach 3') die Transkription einer co-
dierenden Sequenz (z. B. eines Strukturgens) in
MRNA zu initiieren. Ein Promotor hat eine Transkrip-
tions-Initiationsregion, die Ublicherweise nahe dem
5'-Ende der codierenden Sequenz liegt. Diese Trans-
kriptions-Initiationsregion schlie3t Ublicherweise eine
RNA-Polymerase-Bindungsstelle und eine Transkrip-
tions-Initiationsstelle ein. Ein Baculovirus-Transfer-
vektor kann auch eine zweite, Enhancer genannte
Domane besitzen, die, wenn vorhanden, Ublicherwei-
se distal zum Strukturgen liegt. Die Expression kann
entweder reguliert oder konstitutiv sein.

[0072] Strukturgene, die in den spaten Phasen des
viralen Infektionszyklus in gro3er Menge transkribiert
werden, liefern besonders nitzliche Promotorse-
quenzen. Beispiele schliefen von dem Gen fir das
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virale Polyhedrin-Protein abgeleitete Sequenzen,
Friesen et al. (1986), The Regulation of Baculovirus
Gene Expression, in: Walter Doerfler (Hrsg.), The
Molecular Biologe of Baculoviruses; EPO-Veroffentli-
chungen Nr. 127 839 und 155 476; und das das
p10-Protein codierende Gen, Vlak et al., J. Gen. Vi-
rol. 69 (1988), 765, ein.

[0073] Geeignete Signalsequenzen codierende
DNA kann aus Genen fur sekretierte Insekten- oder
Baculovirus-Proteine, wie dem Polyhedrin-Gen von
Baculovirus, erhalten werden (Carbonell et al., Gene
73 (1988), 409). Da die Signale fur posttranslationale
Modifikationen in Saugerzellen (wie die Abspaltung
des Signalpeptids, proteolytische Spaltung und
Phosphorylierung) von Insektenzellen offenbar er-
kannt werden, und die zur Sekretion und Kernlokali-
sierung erforderlichen Signale ebenso zwischen den
Zellen von Invertebraten und Vertebraten offenbar
konserviert sind, kénnen Leadersequenzen nicht-in-
sektoiden Ursprungs, wie die von Genen abgeleite-
ten, die das humane a-Interferon, Maeda et al., Na-
ture 315 (1985), 592; das humane Gastrin-freisetzen-
de Peptid, Lebacg-Verheyden et al., Mol. Cell. Biol. 8
(1988), 3129; das humane IL-2, Smith et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 82 (1985), 8404; das IL-3 der
Maus, Miyajima et al., Gene 58 (1987), 273; und die
humane Glucocerebrosidase, Martin et al., DNA 7
(1988), 99, codieren, in einer anderen Ausflihrungs-
form auch verwendet werden, um die Sekretion in In-
sekten zu ermoglichen.

[0074] Ein rekombinates Polypeptid oder Polyprote-
in kann intrazellular exprimiert oder sekretiert wer-
den, wenn es mit geeigneten regulatorischen Se-
quenzen exprimiert wird. Gute intrazellulare Expres-
sion von nicht-fusionierten Fremdproteinen erfordert
Ublicherweise heterologe Gene, die idealerweise
eine kurze Leadersequenz haben, die geeignete
Translations-Initiationssignale vor einem ATG-Start-
signal enthalt. Falls erforderlich, kann das Methionin
am N-Terminus durch in vitro-Inkubation mit Bromcy-
an vom reifen Protein abgespalten werden.

[0075] In einer anderen Alternative kdnnen rekom-
binante Polyproteine oder Proteine, die natlrlicher-
weise nicht sekretiert werden, durch die Erzeugung
chimarer DNA-Molekiile, die fiir ein Fusionsprotein
codieren, das ein Leadersequenz-Fragment enthalt,
das die Sekretion des Fremdproteins in Insekten er-
maoglicht, aus der Insektenzelle sekretiert werden.
Das Leadersequenz-Fragment codiert Ublicherweise
ein Signalpeptid, das hydrophobe Aminosauren ent-
halt, die die Translokation des Proteins in das endo-
plasmatische Retikulum steuern.

[0076] Nach der Insertion der DNA-Sequenz
und/oder des Gens, das das Vorlaufer-Expressions-
produkt des Proteins codiert, wird eine Insek-
ten-Wirtszelle mit der heterologen DNA des Transfer-

vektors und der genomischen DNA des Wildtyp-Ba-
culovirus kotransformiert — Ublicherweise durch Ko-
transfektion. Der Promotor und die Transkripti-
ons-Terminationssequenz des Konstruktes enthalt
Ublicherweise einen 2-5 kb grof’en Abschnitt des Ba-
culovirus-Genoms. Verfahren zum Einbringen hete-
rologer DNA an die gewinschte Stelle im Baculovirus
sind auf dem Fachgebiet bekannt. (Siehe Summers
and Smith; Ju et al. (1987); Smith et al., Mol. Cell. Bi-
ol. 3 (1983), 2156 und Luckow and Summers (1989)).
Zum Beispiel kann die Insertion in ein Gen wie das
Polyhedrin-Gen durch homologe doppelte Crosso-
ver-Rekombination erfolgen; die Insertion kann auch
in die Erkennungsstelle eines Restriktionsenzyms er-
folgen, die in das gewinschte Baculovirus-Gen ein-
geflhrt wurde. Miller et al., Bioessays 4 (1989), 91.

[0077] Die DNA-Sequenz wird sowohl 5' als auch 3'
von Polyhedrin-spezifischen Sequenzen flankiert,
wenn sie anstelle des Polyhedrin-Gens in den Ex-
pressionsvektor cloniert wird, und ist stromabwarts
des Polyhedrin-Promotors positioniert.

[0078] Der neu gebildete Baculovirus-Expressions-
vektor wird anschlie3end in ein infektioses, rekombi-
nantes Baculovirus verpackt. Die homologe Rekom-
bination erfolgt mit niedriger Haufigkeit (zwischen
etwa 1% und etwa 5%); daher ist der Uberwiegende
Teil des nach der Kotransfektion produzierten Virus
noch Wildtyp-Virus. Daher ist eine Methode zur Iden-
tifizierung rekombinanter Viren erforderlich. Ein Vor-
teil des Expressionssystems besteht in der visuellen
Durchmusterung, die die Unterscheidung rekombi-
nanter Viren gestattet. Das Polyhedrin-Protein, das
vom nativen Virus produziert wird, wird in den Zellker-
nen infizierter Zellen in sehr groRen Mengen in den
spaten Phasen nach der viralen Infektion produziert.
Angesammeltes Polyhedrin-Protein bildet Occlusi-
on-Bodies, die auch eingebettete Partikel enthalten.
Diese bis zu 15 pm groRen Occlusion-Bodies sind
stark lichtbrechend, was ihnen ein hell leuchtendes
Aussehen verleiht, das unter dem Lichtmikroskop
leicht sichtbar gemacht werden kann. Mit rekombi-
nanten Viren infizierte Zellen besitzen keine Occlusi-
on-Bodies. Um rekombinante Viren von Wildtyp-Vi-
ren zu unterscheiden, wird der Transfektionsiber-
stand durch dem Fachmann bekannte Techniken zur
Plaquebildung auf eine einzellige Schicht aus Insek-
tenzellen ausgebracht. Die Plaques werden dann un-
ter dem Lichtmikroskop auf die Anwesenheit (kenn-
zeichnend fur Wildtyp-Virus) oder die Abwesenheit
(kennzeichnend fur rekombinantes Virus) von Occlu-
sion-Bodies durchsucht. Ausubel et al. (Hrsg.)
(1990), Current Protocols in Microbiology, Band 2,
Suppl. 10, Kap. 16.8; Summers and Smith; Miller et
al. (1989).

[0079] Rekombinante Baculovirus-Expressionsvek-
toren wurden fur die Infektion von Zellen mehrerer In-
sektenarten entwickelt. Zum Beispiel wurden rekom-
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binante Baculoviren unter anderem entwickelt fur:
Aedes Aegypti, Autographs californica, Bombyx mori,
Drosophila melanogaster, Spodoptera frugiperda und
Trichoplusia ni (PCT-Veréffentlichung Nr. WO
89/046699; Carbonell et al., J. Virol. 56 (1986), 153;
Wright, Nature 312 (1986), 718; Smith et al., Mol.
Cell. Biol. 3 (1983), 2156; und siehe allgemein, Fra-
ser et al., In vitro Cell. Dev. Biol. 25 (1989), 225).

[0080] Zellen und Zellkulturmedien sind sowohl fir
die direkte als auch fiir die Fusionsexpression hete-
rologer Polypeptide in einem Baculovirus-Expressi-
onssystem im Handel erhaltlich; Zellkulturtechnolo-
gie ist dem Fachmann im Allgemeinen bekannt. Sie-
he z. B. Summers and Smith.

[0081] Die veranderten Insektenzellen kdnnen dann
in einem entsprechenden Nahrmedium gezichtet
werden, das eine stabile Aufrechterhaltung des (der)
in den veranderten Insekten-Wirtszellen anwesen-
den Plasmids (Plasmide) erlaubt. Steht das Gen fir
das Expressionsprodukt unter induzierbarer Kontrol-
le, kbnnen die Wirtszellen zu hohen Dichten geziich-
tet und die Expression induziert werden. Wenn in ei-
ner anderen Ausfiihrungsform die Expression konsti-
tutiv ist, wird das Produkt kontinuierlich in das Medi-
um exprimiert, und das Nahrmedium muss standig
zirkulieren, wobei das gewlnschte Produkt abge-
trennt und verbrauchte Nahrstoffe erganzt werden.
Das Produkt kann durch Techniken wie Chromato-
graphie, z. B. HPLC, Affinitatschromatographie, lo-
nenaustauschchromatographie, usw.; Elektrophore-
se; Dichtegradientenzentrifugation; Losungsmittelex-
traktion, oder ahnliche gereinigt werden. Falls zweck-
mafig, kann das Produkt wie erforderlich weiter ge-
reinigt werden, um im Wesentlichen alle Insektenpro-
teine zu entfernen, die ebenfalls in das Medium se-
kretiert werden oder durch Lyse von Insektenzellen
entstehen, um ein Produkt zu liefern, das zumindest
Uberwiegend frei ist von Bruchstiicken der Wirtszel-
len, wie z. B. Proteinen, Lipiden und Polysacchari-
den.

[0082] Um Proteinexpression zu erhalten, werden
aus den Transformanten abgeleitete rekombinante
Wirtszellen unter Bedingungen inkubiert, die die Ex-
pression der Sequenz erlauben, die das rekombinan-
te Protein codiert. Diese Bedingungen variieren in
Abhangigkeit von der ausgewahlten Wirtszelle. Die
Bedingungen sind jedoch auf Basis des bekannten
Fachwissens fir den Durchschnittsfachmann leicht
zu ermitteln.

iii. Bakterielle Systeme

[0083] Bakterielle Expressionstechniken sind auf
dem Fachgebiet bekannt. Ein bakterieller Promotor
ist jede DNA-Sequenz, die in der Lage ist, eine bak-
terielle RNA-Polymerase zu binden und stromab-
warts (3") die Transkription einer codierenden Se-

quenz (z. B. eines Strukturgens) in mRNA zu initiie-
ren. Ein Promotor besitzt eine Transkriptions-Initiati-
onsregion, die sich ublicherweise in der Nahe des
5'-Endes der codierenden Sequenz befindet. Diese
Transkriptions-Initiationsregion schlief3t Gblicherwei-
se eine Bindungsstelle fur die RNA-Polymerase und
eine Transkriptions-Initiationsstelle ein. Ein bakteriel-
ler Promotor kann auch eine zweite, Operator ge-
nannte Doméane haben, die eine benachbarte Trans-
kriptions-Initiationsstelle Uberlappen kann, an der die
RNA-Synthese beginnt. Der Operator gestattet eine
negativ regulierte (induzierbare) Transkription, da
das Gen-Repressorprotein an den Operator binden
und dadurch die Transkription eines spezifischen
Gens inhibieren kann. Konstitutive Expression kann
in der Abwesenheit negativ regulatorischer Elemen-
te, wie des Operators, stattfinden. Zusatzlich kann
eine positive Regulation durch eine Gen-Aktivator-
protein bindende Sequenz erzielt werden, die sich,
falls vorhanden, Ublicherweise proximal (5') von der
die RNA-Polymerase bindenden Sequenz befindet.
Ein Beispiel fur ein Gen-Aktivatorprotein ist das Cata-
bolite Activator-Protein (CAP), das bei der Initiierung
der Transkription des lac-Operons in E. coli mitwirkt,
Raibaud et al., Annu. Rev. Genet. 18 (1984), 173. Re-
gulierte Expression kann daher entweder positiv oder
negativ sein und dadurch die Transkription entweder
verstarken oder abschwachen.

[0084] Sequenzen, die fir Enzyme von Stoffwech-
selwegen codieren, liefern besonders nitzlich Pro-
motorsequenzen. Beispiele schlielen Promotorse-
quenzen ein, die sich von Enzymen ableiten, die Zu-
cker wie Galactose, Lactose (lac), Chang et al., Na-
ture 198 (1977), 1056, und Maltose metabolisieren.
Weitere Beispiele schliellien Promotorsequenzen von
biosynthetischen Proteinen ein, wie Tryptophan (trp),
Goeddel et al., Nuc. Acids Res. 8 (1980), 4057; Yel-
verton et al., Nuc. Acids Res. 9 (1981), 731; U.S.
4,738,921; EPO-Verdffentlichungen Nr. 036 776 und
121 775. Das B-Lactamase (bla) Promotor-System,
Weissmann (1981), The cloning of interferon and
other mistakes., in: I. Gresser (Hrsg.), Interferon 3,
das Bakteriophage Lambda p, -, Shimatake et al., Na-
ture 292 (1981), 128, und das T5-Promotorsystem,
U.S. 4,689,406, liefern ebenfalls nitzliche Promotor-
sequenzen.

[0085] Zusatzlich funktionieren auch synthetische
Promotoren, die in der Natur nicht vorkommen, als
bakterielle Promotoren. Zum Beispiel kdbnnen Trans-
kriptions-aktivierende Sequenzen eines Bakterien-
oder Bakteriophagen-Promotors mit den Operonse-
quenzen eines anderen Bakterien- oder Bakteriopha-
gen-Promotors verbunden werden, um einen synthe-
tischen Hybridpromotor zu erzeugen, U.S.
4,551,433. Der tac-Promotor zum Beispiel ist ein
trp-lac-Hybridpromotor, der sowohl trp-Promotor- als
auch lac-Operonsequenzen enthalt, und durch den
lac-Repressor reguliert wird, Amann et al., Gene 25
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(1983), 167; de Boer et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 80 (1983), 21. Weiterhin kann ein bakterieller
Promotor natirlich vorkommende Promotoren
nicht-bakteriellen Ursprungs enthalten, die in der
Lage sind, eine bakterielle RNA-Polymerase zu bin-
den und die Transkription zu initiieren. Ein natirlich
vorkommender Promotor nicht-bakteriellen  Ur-
sprungs kann auch mit einer kompatiblen RNA-Poly-
merase gekoppelt werden, um hohe Expressionsni-
veaus einiger Gene in Prokaryoten zu erreichen. Das
RNA-Polymerase/Promotor-System des Bakterio-
phagen T7 ist ein Beispiel eines gekoppelten Promo-
torsystems, Studier et al., J. Mol. Biol. 189 (1986),
113; Tabor et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82
(1985), 1074. Dariberhinaus kann ein Hybridpromo-
tor einen Bakteriophagen-Promotor und einen E. co-
li-Operatorbereich enthalten (EPO-Veroffentlichung
Nr. 267 851).

[0086] Zusatzlich zu einer funktionellen Promotor-
sequenz ist eine effiziente Ribosomen-Bindungsstel-
le fur die Expression von Fremdgenen in Prokaryoten
nuatzlich. In E. coli wird die Ribosomen-Bindungsstel-
le als Shine-Dalgarno-Sequenz bezeichnet und
schliefdt ein Initiationscodon (ATG) und eine 3-9 Nu-
cleotide lange Sequenz in einem Abstand von 3-11
Nucleotiden stromaufwarts des Initiationscodons ein,
Shine et al., Nature 254 (1975), 34. Von der SD-Re-
gion wird angenommen, dass sie die Bindung der
mRNA an das Ribosom durch Basenpaarung zwi-
schen der SD-Sequenz und dem 3'-Ende der E. coli
16S rRNA begiinstigt, Steitz et al. (1979), Genetic si-
gnals and nucleotide sequences in messenger RNA.,
in: R. F. Goldberger (Hrsg.), Biological Regulation
and Development: Gene Expression. Um eukaryoti-
sche Gene und prokaryotische Gene mit schwachen
Ribosom-Bindungsstellen zu exprimieren, Sambrook
et al. (1989), Molecular Cloning: A Laboratory Manu-
al.

[0087] Ein DNA-Molekll kann intrazellular expri-
miert werden. Eine Promotorsequenz kann direkt mit
dem DNA-Molekil verbunden sein, wobei dann die
erste Amino-saure am N-Terminus immer ein Methio-
nin ist, das vom ATG-Startcodon codiert wird. Falls
gewulnscht, kann das Methionin am N-Terminus vom
Protein durch in vitro-Inkubation mit Bromcyan oder
entweder durch in vivo- oder in vitro-Inkubation mit ei-
ner bakteriellen N-terminalen Methionin-Peptidase
abgespalten werden (EPO-Veréffentlichung Nr. 219
237).

[0088] Fusionsproteine bilden eine Alternative zu di-
rekter Expression. Ublicherweise wird eine DNA-Se-
quenz, die den N-terminalen Teil eines endogenen
Bakterienproteins, oder ein anderes stabiles Protein
codiert, an das 5'-Ende der heterologen codierenden
Sequenz fusioniert. Nach der Expression liefert die-
ses Konstrukt eine Fusion von zwei Aminosdurese-
quenzen. Zum Beispiel kann das Zell-Gen des Bak-

teriophagen lambda mit dem 5'-Ende eines Fremd-
gens verbunden und in Bakterien exprimiert werden.
Das entstandene Fusionsprotein beinhaltet bevor-
zugt eine Erkennungsstelle flr ein prozessierendes
Enzym (Faktor Xa), um das Bakteriophagen-Protein
vom Fremdprotein abzuspalten, Nagai et al., Nature
309 (1984), 810. Fusionsproteine kénnen auch mit
Sequenzen des lacZ-Gens, Jia et al.,, Gene 60
(1987), 197, des trpE-Gens, Allen et al., J. Biotech-
nol. 5 (1987), 93; Makoff et al., J. Gen. Microbiol. 135
(1989), 11, und EPO-Verdffentlichung Nr. 324 647,
hergestellt werden. Die DNA-Sequenz an der Verbin-
dungsstelle der beiden Aminosauresequenzen kann
eine spaltbare oder nicht spaltbare Stelle codieren.
Ein anderes Beispiel ist ein Ubiquitin-Fusionsprotein.
Ein solches Fusionsprotein wird unter Verwendung
der Ubiquitin-Region hergestellt, die bevorzugt eine
Erkennungsstelle fir ein prozessierendes Enzym be-
inhaltet (z. B. eine Ubiquitin-spezifische prozessie-
rende Protease), um das Ubiquitin von dem Fremd-
protein abzuspalten. Durch dieses Verfahren kénnen
native Fremdproteine isoliert werden. Miller et al.,
Bio/Technology 7 (1989), 698.

[0089] In einer anderen Alternative kdnnen Fremd-
proteine auch von der Zelle durch Erzeugung eines
chimaren DNA-Molekils sekretiert werden, das ein
Fusionsprotein codiert, das ein Signalpeptidse-
quenz-Fragment enthalt, das die Sekretion des
Fremdproteins in Bakterien ermoglicht, U.S.
4,336,336. Das Signalsequenz-Fragment codiert Ub-
licherweise ein Signalpeptid, das hydrophobe Amino-
sauren enthalt, die die Sekretion des Proteins aus der
Zelle steuern. Das Protein wird entweder in das Kul-
turmedium (Gram-positive Bakterien) oder in das Pe-
riplasma, das sich zwischen innerer und aul3erer Zell-
membran befindet (Gramnegative Bakterien), sekre-
tiert. Bevorzugterweise sind Prozessierungsstellen
zwischen dem Signalpeptidfragment und dem
Fremdgen codiert, die entweder in vivo oder in vitro
gespalten werden kénnen.

[0090] DNA, die geeignete Signalsequenzen co-
diert, kann aus Genen fur sekretierte Bakterienprote-
ine erhalten werden, wie aus dem Gen fir das aul3e-
re Membranprotein (ompA) von E. coli, Masui et al.
(1983), in: Experimental Manipulation of Gene Ex-
pression; Ghrayeb et al., EMBO J. 3 (1984), 2437,
und die Signalsequenz fur die Alkalische Phosphata-
se (phoA) von E. coli, Oka et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 82 (1985), 7212. Als zuséatzliches Beispiel
kann die Signalsequenz des alpha-Amylase-Gens
verschiedener Bacillus-Stamme zur Sekretion hete-
rologer Proteine aus B. subtilis verwendet werden.
Palva et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79 (1982),
5582; EPO-Veroffentlichung Nr. 244 042.

[0091] Ublicherweise sind von Bakterien erkannte
Transkriptions-Terminationssequenzen  regulatori-
sche Regionen, die 3' vom Translations-Stopcodon
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liegen, und daher mit dem Promotor die codierende
Sequenz flankieren. Diese Sequenzen steuern die
Transkription einer mRNA, die in das durch die DNA
codierte Polypeptid translatiert werden kann. Trans-
kriptions-Terminationssequenzen beinhalten haufig
etwa 50 Nucleotide lange DNA-Sequenzen, die
Stamm-Schleifen-Strukturen ausbilden kénnen, die
zur Termination der Transkription beitragen. Beispie-
le schlieBen Transkriptions-Terminationssequenzen
ein, die aus Genen mit starken Promotoren erhalten
wurden, wie den trp-Genen von E. coli und auch an-
deren biosynthetischen Genen.

[0092] Ublicherweise werden die oben beschriebe-
nen Komponenten, die einen Promotor, eine Signal-
sequenz (wenn gewlnscht), eine bestimmte codie-
rende Sequenz, und eine Transkriptions-Terminati-
onssequenz beinhalten, zu einem Expressionskonst-
rukt vereinigt. Expressionskonstrukte werden oft in
einem Replikon, wie einem extrachromosomalen
Element (z. B. Plasmide), aufrechterhalten, das in ei-
nem Wirt, wie einem Bakterium, stabil aufrechterhal-
ten wird. Das Replikon besitzt ein replikatives Sys-
tem, das es ihm erlaubt, in einem prokaryotischen
Wirt entweder zur Expression oder zur Clonierung
und Amplifikation aufrechterhalten zu werden. Wei-
terhin kann ein Replikon entweder ein Plasmid mit
hoher oder niedriger Kopienzahl sein. Ein Plasmid
mit hoher Kopienzahl hat im Allgemeinen eine hohe
Kopienzahl zwischen etwa 5 bis etwa 200, und Ubli-
cherweise etwa 10 bis etwa 150. Eine Wirtszelle, die
ein Plasmid mit hoher Kopienzahl enthalt, enthalt be-
vorzugt mindestens etwa 10, und starker bevorzugt
mindestens etwa 20 Plasmide. Es kann entweder ein
Vektor mit hoher oder niedriger Kopienzahl ausge-
wahlt werden, in Abhangigkeit von der Wirkung des
Vektors und des Fremdproteins auf die Wirtszelle.

[0093] In einer anderen Alternative kann das Ex-
pressionskonstrukt mit einem integrierenden Vektor
in das Bakteriengenom integriert werden. Integrie-
rende Vektoren enthalten ublicherweise mindestens
eine zum Bakterienchromosom homologe Sequenz,
durch die der Vektor integrieren kann. Integrationen
scheinen durch Rekombinationen zwischen homolo-
ger DNA im Vektor und dem Bakterienchromosom zu
entstehen. Zum Beispiel integrieren sich mit der DNA
verschiedener Bacillus-Stamme konstruierte integrie-
rende Vektoren in das Bacillus-Chromosom
(EPO-Verdffentlichung Nr. 127 328). Integrierende
Vektoren kdnnen auch Bakteriophagen- oder Trans-
posonsequenzen enthalten.

[0094] Ublicherweise kénnen extrachromosomale
und integrierende Expressionskonstrukte selektier-
bare Marker enthalten, um die Selektion transfor-
mierter Bakterienstamme zu ermdglichen. Selektier-
bare Marker kdnnen in der bakteriellen Wirtszelle ex-
primiert werden und kénnen Gene einschlieRen, die
Bakterien resistent gegenuber Antibiotika machen,

wie etwa Ampicillin, Chloramphenicol, Erythromycin,
Kanamycin (Neomycin), und Tetracyclin. Davies et
al., Annu. Rev. Microbiol. 31 (1978), 469. Selektierba-
re Marker kénnen auch biosynthetische Gene ein-
schliefen, wie die des Histidin-, Tryptophan-, und
Leucin-Biosynthesewegs.

[0095] In einer anderen Alternative kdnnen einige
der oben beschriebenen Komponenten in Transfor-
mationsvektoren zusammengestellt werden. Trans-
formationsvektoren enthalten Ublicherweise einen
selektierbaren Marker, der entweder in einem Repli-
kon aufrechterhalten oder in einen integrierenden
Vektor entwickelt wird.

[0096] Expressions- und Transformationsvektoren,
entweder als extrachromosomale Replikons oder in-
tegrierende Vektoren, wurden zur Transformation
zahlreicher Bakterienarten entwickelt. Zum Beispiel
wurden Expressionsvektoren, unter anderem, fiir fol-
gende Bakterien entwickelt: Bacillus subtilis, Palva et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79 (1982), 5582;
EPO-Verdffentlichungen Nr. 036 259 und 063 953;
PCT-Veroffentlichung Nr. WO 84/04541; E. coli,
Shimatake et al., Nature 292 (1981), 128; Amann et
al., Gene 40 (1985), 183; Studier et al. J. Mol. Biol.
189 (1986), 113; EPO-Veroffentlichungen Nr. 036
776, 136 829 und 136 907; Streptococcus cremoris,
Powell et al., Appl. Environ. Microbiol. 54 (1988), 655;
Streptococcus lividans, Powell et al., Appl. Environ.
Microbiol. 54 (1988), 655; und Streptomyces lividans,
U.S. 4,745,056.

[0097] Verfahren zum Einbringen exogener DNA in
bakterielle Wirtszellen sind auf dem Fachgebiet wohl-
bekannt, und schlieRen Ublicherweise die Transfor-
mation mit CaCl, oder anderen Mitteln, wie divalen-
ten Kationen und DMSO, behandelter Bakterien ein.
DNA kann auch durch Elektroporation in Bakterien-
zellen eingebracht werden. Das Transformationsver-
fahren andert sich mit der zu transformierenden Bak-
terienspezies. Siehe z. B. Masson et al., FEMS Mic-
robiol. Lett. 60 (1989), 273; Palva et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 79 (1982), 5582; EPO-Veroffentli-
chungen Nr. 036 259 und 063 953; PCT-Veroffentli-
chungen Nr. WO 84/04541, fur Bacillus; Miller et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85 (1988), 856; Wang et
al., J. Bacteriol. 172 (1990), 949, fir Campylobacter;
Cohen et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69 (1973),
2110; Dower et al. Nucleic Acids Res. 16 (1988),
6127; Kushner (1978), An improved method for trans-
formation of E. coli with ColE1-derived plasmids, in:
H. W. Boyer and S. Nicosia (Hrsg.), Genetic Enginee-
ring: Proceedings of the International Symposium an
Genetic Engineering; Mandel et al., J. Mol. Biol. 53
(1970), 159; Taketo, Biochim. Biophys. Acta 949
(1988), 318, fuir Escherichia; Chassy et al., FEMS Mi-
crobiol. Lett. 44 (1987), 173, fir Lactobacillus; Fiedler
et al., Anal. Biochem. 170 (1988), 38, flir Pseudomo-
nas; Augustin et al., FEMS Microbiol. Lett. 66 (1990),
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203, fur Staphylococcus; Barany et al., J. Bacteriol.
144 (1980), 698; Harlander (1987), Transformation of
Streptococcus lactis by electroporation, in: J. Ferretti
and R. Curtiss Il (Hrsg.), Streptococcal Genetics;
Perry et al., Infec. Immun. 32 (1981), 1295; Powell et
al., Appl. Environ. Microbiol. 54 (1988), 655; Somkuti
et al., Proc. 4" Evr. Cong. Biotechnology 1 (1987),
412, fir Streptococcus.

iv. Expression in Hefe

[0098] Hefeexpressionssysteme sind dem Durch-
schnittsfachmann ebenfalls bekannt. Ein Hefepromo-
tor ist jede DNA-Sequenz, die in der Lage ist, eine
Hefe-RNA-Polymerase zu binden und stromabwarts
(3') die Transkription einer codierenden Sequenz (z.
B. eines Strukturgens) in mRNA zu initiieren. Ein Pro-
motor besitzt eine Transkriptions-Initiationsregion,
die sich Ublicherweise in der Nahe des 5'-Endes der
codierenden Sequenz befindet. Diese Transkripti-
ons-Initiationregion schlie3t Ublicherweise eine Bin-
dungsstelle fir die RNA-Polymerase (die "TA-
TA-Box") und eine Transkriptions-Initiationsstelle ein.
Ein Hefepromotor kann auch eine zweite,
Upstream-Activator-Sequenz (UAS) genannte Do-
mane haben, die sich, wenn vorhanden, ublicherwei-
se distal zum Strukturgen befindet. Die UAS gestattet
eine regulierte (induzierbare) Expression. Konstituti-
ve Expression findet in der Abwesenheit einer UAS
statt. Regulierte Expression kann entweder positiv
oder negativ sein und dadurch die Transkription ent-
weder verstarken oder abschwachen.

[0099] Hefe ist ein fermentierender Organismus mit
einem aktiven Stoffwechselgeschehen, daher liefern
Sequenzen, die Enzyme der Stoffwechselwege co-
dieren, besonders nutzliche Promotorsequenzen.
Beispiele schlieRen Alkohol-Dehydrogenase (ADH)
(EPO-Verdffentlichung Nr. 284 044), Enolase, Gluco-
kinase, Glucose-6-phosphat-lsomerase, Glycerinal-
dehyd-3-phosphat-Dehydrogenase = (GAP  oder
GAPDH), Hexokinase, Phosphofructokinase,
3-Phosphoglycerat-mutase, und  Pyruvatkinase
(PyK) (EPO-Vertffentlichung Nr. 329 203) ein. Das
PHO5-Gen der Hefe, das eine saure Phosphatase
codiert, liefert ebenfalls nitzliche Promotorsequen-
zen, Myanohara et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80
(1983), 1.

[0100] Dariiberhinaus funktionieren synthetische
Promotoren, die nicht in der Natur vorkommen, eben-
falls als Hefepromotoren. Zum Beispiel kdnnen
UAS-Sequenzen eines Hefepromotors mit der Trans-
kriptions-aktivierenden Region eines anderen Hefe-
promotors verbunden werden, um einen syntheti-
schen Hybridpromotor zu erzeugen. Beispiele fiir sol-
che Hybridpromotoren schlieen die mit der Trans-
kriptions-aktivierenden Region von GAP verbundene
regulatorische Sequenz von ADH ein (U.S.
4,876,197 und U.S. 4,880,734). Andere Beispiele fir

Hybridpromotoren schlieRen Promotoren ein, die aus
regulatorischen Sequenzen des ADH2-, des GAL4-,
des GAL10- oder des PHO5-Gens bestehen, die mit
der Transkriptions-aktivierenden Region eines Gens
fir ein glykolytisches Enzym, wie etwa GAP oder
PyK, kombiniert sind (EPO-Veroffentlichung Nr. 164
556). Darliberhinaus kann ein Hefepromotor natiir-
lich vorkommende Promotoren, die nicht aus Hefe
stammen, beinhalten, die die Fahigkeit besitzen, die
RNA-Polymerase der Hefe zu binden und die Trans-
kription zu initiieren. Beispiele fiir solche Promotoren
schlief3en, unter anderem, Cohen et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 77 (1980), 1078; Henikoff et al., Na-
ture 283 (1981), 835; Hollenberg et al., Curr. Topics
Microbiol. Immunol. 96 (1981), 119; Hollenberg et al.
(1979), The Expression of Bacterial Antibiotic Resis-
tance Genes in the Yeast Saccharomyces cerevisiae,
in: K. N. Timmis and A. Puhler (Hrsg.), Plasmids of
Medical, Environmental and Commercial Importance;
Mercerau-Puigalon et al., Gene 11 (1980), 163; Pan-
thier et al., Curr. Genet. 2 (1980), 109, ein.

[0101] Ein DNA-Molekill kann intrazellular in Hefe
exprimiert werden. Eine Promotor-sequenz kann di-
rekt mit dem DNA-Molekll verbunden sein, wobei
dann die erste Aminosaure am N-Terminus des re-
kombinanten Proteins immer ein Methionin ist, das
vom ATG-Startcodon codiert wird. Falls gewinscht,
kann das Methionin am N-Terminus vom Protein
durch in vitro-Inkubation mit Bromcyan abgespalten
werden.

[0102] Fusionsproteine stellen eine weitere Mdg-
lichkeit fur Hefe-Expressionssysteme dar, wie auch in
Sauger-, Baculovirus-, und bakteriellen Expressions-
systemen. Ublicherweise wird eine DNA-Sequenz,
die den N-terminalen Teil eines endogenen Hefepro-
teins oder ein anderes stabiles Protein codiert, an
das 5'-Ende der heterologen codierenden Sequenz
fusioniert. Nach der Expression liefert dieses Kon-
strukt eine Fusion von zwei Aminosauresequenzen.
Zum Beispiel kann das Gen der Superoxid-Dismuta-
se (SOD) aus Hefe oder Mensch mit dem 5'-Ende ei-
nes Fremd-Gens verbunden und in Hefe exprimiert
werden. Die DNA-Sequenz an der Verbindungsstelle
der beiden Aminosauresequenzen kann eine spalt-
bare oder nicht spaltbare Stelle codieren. Siehe z. B.
EPO-Verdffentlichung Nr. 196 056. Ein anderes Bei-
spiel ist ein Ubiquitin-Fusionsprotein. Ein solches Fu-
sionsprotein wird unter Verwendung der Ubiqui-
tin-Region hergestellt, die bevorzugt eine Erken-
nungsstelle flr ein prozessierendes Enzym beinhal-
tet (z. B. eine Ubiquitin-spezifische Prozessie-
rungs-Protease), um das Ubiquitin von dem Fremd-
protein abzuspalten. Durch dieses Verfahren kdnnen
daher native Fremdproteine isoliert werden (siehe z.
B. PCT-Verdffentlichung Nr. WO 88/024066).

[0103] In einer anderen Alternative kdbnnen Fremd-
proteine auch durch Erzeugung chimarer DNA-Mole-
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kils, die ein Fusionsprotein codieren, das ein Leader-
sequenz-Fragment enthalt, das die Sekretion des
Fremdproteins in Hefe ermoglicht, von der Zelle se-
kretiert werden. Bevorzugterweise sind Prozessie-
rungsstellen zwischen dem Leaderfragment und dem
Fremdgen codiert, die entweder in vivo oder in vitro
gespalten werden kénnen. Das Leaderfragment co-
diert Ublicherweise ein Signalpeptid, das hydrophobe
Aminosauren enthalt, die die Sekretion des Proteins
aus der Zelle steuern.

[0104] DNA, die geeignete Signalsequenzen co-
diert, kann aus Genen fur sekretierte Hefeproteine er-
halten werden, wie aus dem Gen der Hefe-Invertase
(EPO-Verdffentlichung Nr. 012 873; JPO-Verdffentli-
chung Nr. 62,096,086) und dem Gen des a-Faktors
(U.S. 4,588,684). In einer anderen Ausfiihrungsform
gibt es Leader, die nicht aus Hefe stammen, wie etwa
ein Interferon-Leader, und ebenfalls die Sekretion in
Hefe ermdglichen (EPO-Verdéffentlichung Nr. 060
057).

[0105] Eine bevorzugte Klasse von Sekretionslea-
dern sind solche, die ein Fragment des alpha-Fak-
tor-Gens aus Hefe verwenden, das sowohl eine
"Pra"-Signalsequenz als auch eine "Pro"-Region ent-
halt. Die Arten von alpha-Faktor-Fragmenten, die
verwendet werden konnen, schlieRen sowohl den
Voll-Langen-Prapro-alpha-Faktor-Leader (etwa 83
Aminosaurereste) als auch verklrzte alpha-Fak-
tor-Leader (Ublicherweise etwa 25 bis etwa 50 Ami-
nosaurereste) ein (U.S. 4,546,083 und U.S.
4,870,008; EPO-Veréffentlichung Nr. 324 274). Zu-
satzliche Leader, die ein alpha-Faktor-Leaderfrag-
ment verwenden, das Sekretion ermdglicht, schlie-
Ren hybride alpha-Faktor-Leader ein, die aus der
Prasequenz des alpha-Faktors einer ersten Hefe,
aber mit der pro-Region des alpha-Faktors aus einer
zweiten Hefe hergestellt wurden. (Siehe z. B.
PCT-Veroffentlichung Nr. WO 89/ 02463).

[0106] Ublicherweise sind von Hefen erkannte Tran-
skriptions-Terminationssequenzen regulatorische
Regionen, die 3' vom Translations-Stopcodon liegen,
und daher mit dem Promotor die codierende Se-
quenz flankieren. Diese Sequenzen steuern die Tran-
skription einer mRNA, die in das durch die DNA co-
dierte Polypeptid translatiert werden kann. Beispiele
fur Transkriptions-Terminationssequenzen und ande-
re von Hefe erkannten Terminationssequenzen, wie
solche, die flr glykolytische Enzyme codieren.

[0107] Ublicherweise werden die oben beschriebe-
nen Komponenten, die einen Promotor, einen Leader
(wenn gewlinscht), eine codierende Sequenz von In-
tersse, und eine Transkriptions-Terminationssequenz
beinhalten, zu einem Expressionskonstrukt vereinigt.
Expressionskonstrukte werden oft in einem Replikon,
wie einem extrachromosomalen Element (z. B. Plas-
mide), aufrechterhalten, die in einem Wirt, wie einer

Hefe oder einem Bakterium, stabil aufrechterhalten
werden. Das Replikon kann zwei Replikationssyste-
me haben, wodurch es, zum Beispiel, in Hefe zur Ex-
pression und in einer prokaryotischen Wirtszelle zum
Clonieren und zur Amplifikation, aufrechterhalten
werden kann. Beispiele fir solche Hefe-Bakteri-
en-Shuttlevektoren schlielen YEp24, Botstein et al.,
Gene 8 (1979), 17-24; pCl/1, Brake et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 81 (1984), 4642-4646; und YRp17,
Stinchcomb et al., J. Mol. Biol. 158 (1982), 157, ein.
Weiterhin kann ein Replikon entweder ein Plasmid
mit hoher oder niedriger Kopienzahl sein. Ein Plas-
mid mit hoher Kopienzahl hat im Allgemeinen eine
hohe Kopienzahl von etwa 5 bis etwa 200, und Ubli-
cherweise von etwa 10 bis etwa 150. Eine Wirtszelle,
die ein Plasmid mit hoher Kopienzahl enthalt, enthalt
bevorzugt mindestens etwa 10, und starker bevor-
zugt mindestens etwa 20 Plasmide. Es kann entwe-
der ein Vektor mit hoher oder niedriger Kopienzahl
ausgewahlt werden, in Abhangigkeit der Wirkung des
Vektors und des Fremdproteins auf die Wirtszelle.

[0108] In einer anderen Alternative kann das Ex-
pressionskonstrukt mit einem integrierenden Vektor
in das Hefegenom integriert werden. Integrierende
Vektoren enthalten Ublicherweise mindestens eine
zum Hefechromosom homologe Sequenz, durch die
der Vektor integrieren kann, und enthalten bevorzugt
zwei homologe Sequenzen, die das Expressionskon-
strukt flankieren. Integrationen scheinen durch Re-
kombinationen zwischen homologer DNA im Vektor
und dem Hefechromosom zu entstehen, Orr-Weaver
et al., Methods in Enzymol. 101 (1983), 228-245. Ein
integrierender Vektor kann durch Auswahl der geeig-
neten homologen Sequenz als Teil des Vektors zu ei-
nem spezifischen Genort in der Hefe gesteuert wer-
den. Eines oder mehrere der Expressionskonstrukte
kénnen integrieren, und dadurch die Menge des pro-
duzierten rekombinanten Proteins beeinflussen, Rine
etal., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80 (1983), 6750. Die
im Vektor enthaltenen chromosomalen Sequenzen
kdnnen entweder als einzelnes Segment im Vektor
vorliegen, was zur Integration des gesamten Vektors
fuhrt, oder zwei Segmente, die homolog zu aneinan-
der angrenzenden Segmenten im Chromosom sind,
flankieren das Expressionskonstrukt im Vektor, was
zu einer stabilen Integration des Expressionskonst-
rukts alleine fihren kann.

[0109] Ublicherweise kénnen extrachromosomale
und integrierende Expressionskonstrukte selektier-
bare Marker enthalten, um die Selektion transfor-
mierter Hefestdmme zu ermdglichen. Selektierbare
Marker kénnen biosynthetische Gene einschlief3en,
die in der Hefe-Wirtszelle exprimiert werden kdnnen,
wie ADE2, HIS4, LEU2, TRP1 und ALG7, und das
G418-Resistenzgen, das den Hefezellen Resistenz
gegen Tunicamycin bzw. G418 verleiht. Dartberhin-
aus kann ein geeigneter selektierbarer Marker der
Hefe die Fahigkeit zum Wachstum in Anwesenheit to-
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xischer Verbindungen, wie Metallen, verleihen. Zum
Beispiel ermdglicht die Anwesenheit von CUP1 der
Hefe das Wachstum in Gegenwart von Kupferionen.
Butt et al., Microbiol. Rev. 51 (1987), 351.

[0110] In einer anderen Alternative kénnen einige
der oben beschriebenen Komponenten in Transfor-
mationsvektoren zusammengestellt werden. Trans-
formationsvektoren enthalten Ublicherweise einen
selektierbaren Marker, der entweder in einem Repli-
kon aufrechterhalten oder in einen integrierenden
Vektor entwickelt wird.

[0111] Expressions- und Transformationsvektoren,
entweder als extrachromosomale Replikons oder in-
tegrierende Vektoren, wurden zur Transformation
zahlreicher Hefen entwickelt. Zum Beispiel wurden
Expressionsvektoren, unter anderem, fir folgende
Hefen entwickelt: Candida albicans, Kurtz et al., Mol.
Cell. Biol. 6 (1986), 142; Candida maltosa, Kunze et
al., J. Basic. Microbiol. 25 (1985), 141; Hansenula po-
lymorpha, Gleeson et al., J. Gen. Microbiol. 132
(1986), 3459; Roggenkamp et al., Mol. Gen. Genet.
202 (1986), 302; Kluyveromyces fragilis, Das et al., J.
Bacteriol. 158 (1984), 1156; Kluyveromyces lactis,
De Louvencourt et al., J. Bacteriol. 154 (1983), 737;
Van den Berg et al., Bio/Technology 8 (1990), 135; Pi-
chia guillerimondii, Kunze et al., J. Basic Microbiol. 25
(1985), 141; Pichia pastoris, Cregg et al., Mol. Cell.
Biol. 5 (1985), 3376; U.S. 4,837,148 und U.S.
4,929,555; Saccharomyces cerevisiae, Hinnen et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75 (1978), 1929; lto et al.,
J. Bacteriol. 153 (1983), 163; Schizosaccharomyces
pombe, Beach et al., Nature 300 (1981), 706; und
Yarrowia lipolytica, Davidow et al., Curr. Genet. 10
(1985), 39; Gaillardin et al., Curr. Genet. 10 (1985),
49.

[0112] Verfahren zum Einbringen exogener DNA in
Hefe-Wirtszellen sind auf dem Fachgebiet wohlbe-
kannt, und schlieen Ublicherweise entweder die
Transformation von Spharoplasten oder von mit Alka-
li-Kationen behandelten Hefezellen ein. Die Transfor-
mationsverfahren andern sich ublicherweise mit der
zu transformierenden Hefespezies. Siehe z. B. Kurtz
et al., Mol. Cell. Biol. 6 (1986), 142; Kunze et al., J.
Basic. Microbiol. 25 (1985), 141, fir Candida;, Glee-
son et al., J. Gen. Microbiol. 132 (1986), 3459; Rog-
genkamp et al., Mol. Gen. Genet. 202 (1986), 302, fur
Hansenula; Das et al., J. Bacteriol. 158 (1984), 1156;
De Louvencourt et al., J. Bacteriol. 154 (1983), 737;
Van den Berg et al., Bio/Technology 8 (1990), 135, fur
Kluvveromyces; Cregg et al., Mol. Cell. Biol. 5 (1985),
3376; Kunze et al., J. Basic Microbiol. 25 (1985), 141;
U.S. 4,837,148 und U.S. 4,929,555, fur Pichia; Hin-
nen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75 (1978),
1929; Ito et al., J. Bacteriol. 153 (1983), 163 fiir Sac-
charomyces; Beach et al., Nature 300 (1981), 706,
fir Schizosaccharomyces; Davidow et al., Curr. Ge-
net. 10 (1985), 39; Gaillardin et al., Curr. Genet. 10

(1985), 49, fir Yarrowia.
E. Impfstoffe

[0113] Das hierin beschriebene H. pylori-Protein
kann als alleiniger Kandidat fir einen Impfstoff oder
in Kombination mit einem oder mehrereren Antige-
nen, letztere entweder von H. pylori oder von ande-
ren pathogenen Quellen, verwendet werden. Bevor-
zugt sind "Cocktail"-Impfstoffe, die zum Beispiel das
Cytotoxin-(CT) Antigen, das CAIl-Protein und die
Uresse enthalten. Zusatzlich kann das hsp zu einer
oder mehreren dieser Komponenten hinzugeflugt
werden. Diese Impfstoffe kdnnen entweder prophy-
laktisch (zur Vorbeugung einer Krankheit) oder thera-
peutisch (zur Krankheitsbehandlung nach Infektion)
sein.

[0114] Diese Impfstoffe enthalten ein H. pylori-Anti-
gen oder -Antigene, Ublicherweise in Kombination mit
"pharmazeutisch vertraglichen Tragern", die jeden
Trager einschlielen, der nicht selbst die Produktion
von fur das Individuum, das das Mittel erhalt, schad-
lichen Antikdrpern verursacht. Geeignete Trager sind
typischerweise grof3e, langsam metabolisierte Ma-
kromoleklle wie Proteine, Polysaccharide, Poly-
milchsauren, Polyglycolsduren, polymere Aminosau-
ren, Aminosaure-Copolymere, Lipid-Aggregate (wie
etwa Oltrépfchen oder Liposomen), und inaktive Vi-
ruspartikel. Diese Trager sind dem Durchschnitts-
fachmann wohlbekannt. Zusétzlich kénnen diese
Trager als immunstimulierende Mittel wirken ("Adju-
vantien"). Daruberhinaus kann das Antigen mit einem
bakteriellen Toxoid, wie etwa dem Toxoid des Diphte-
rie-, Tetanus-, Cholera-, H. pylori-, und ahnlicher
Krankheitserreger versetzt sein.

[0115] Bevorzugte Adjuvantien zur Verbesserung
der Wirksamkeit eines Mittels schliefsen ein, sind
aber nicht beschrankt auf: (1) Aluminium-Salze
(Alaun), wie etwa Aluminiumhydroxid, Aluminium-
phosphat, Aluminiumsulfat, usw.; (2) Ol-in-Was-
ser-Emulsions-Formulierungen (mit oder ohne ande-
re spezifische immunstimulierende Mittel wie etwa
Muramylpeptide (siehe unten) oder Bakterienzell-
wand-Komponenten), wie zum Beispiel (a) MF59
(PCT-Veroffentlichung Nr. WO 90/14837) mit 5%
Squalen, 0.5% Tween 80, und 0.5% Span 85 (das op-
tional verschiedene Mengen MTP-PE (siehe unten)
enthalt, obgleich nicht erforderlich) in einer Submik-
ron-Partikel-Formulierung, hergestellt unter Verwen-
dung eines Gerats zur Tropfenzerkleinerung, wie
etwa Modell 110Y Microfluidizer (Microfluidics, New-
ton, MA), (b) SAF mit 10% Squalen, 0.4% Tween 80,
5% Pluronic-geblocktem Polymer L121, und thr-MDP
(siehe unten), entweder in eine Submicron-Emulsion
mikrofluidisiert oder verwirbelt zur Erzeugung einer
Emulsion mit gréRerer PartikelgroRe, und (c) Ribi™
Adjuvant System (RAS), (Ribi Immunochem, Hamil-
ton, MT) mit 2% Squalen, 0.2% Tween 80, und einer
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oder mehreren Bakterienzellwand-Komponenten aus
der Gruppe, bestehend aus Monophospholipid A
(MPL), Trehalosedimycolat (TDM), und Zell-
wand-Skelett (CWS), bevorzugt MPL + CWS (De-
tox™); (3) Saponin-Adjuvantien, wie etwa Stimulon™
(Cambridge Bioscience, Worcester, MA) oder daraus
erzeugte Partikel wie etwa ISCOMs (immunstimulie-
rende Komplexe) kdnnen verwendet werden; (4) Voll-
standiges Freund'sches Adjuvans (CFA) und Unvoll-
standiges Freund'sches Adjuvans (IFA); (5) Cytokine,
wie Interleukine (IL-1, IL-2, usw.); Makrophagen-Ko-
lonie stimulierender Faktor (M-CSF), Tumornekrose-
faktor (TNF), usw.; und (6) andere Substanzen, die
als immunstimulierende Mittel zur Verstarkung der
Wirksamkeit des Mittels wirken. Alaun und MF59
werden bevorzugt.

[0116] Wie oben erwahnt, schlieRen Muramylpepti-
de N-Acetylmuramyl-L-threonyl-D-isoglutamin
(thr-MDP), N-Acetyl-normuramyl-L-alanyl-D-isoglut-
amin (nor-MDP), N-Acetylmuramyl-L-alanyl-D-iso-
glutaminyl-L-alanin-2-(1'-2'-dipalmitoyl-sn-glyce-
ro-3-hydroxyphosphoryloxy)-ethylamin ~ (MTP-PE),
usw. ein, sind aber nicht darauf beschrankt.

[0117] Die immunogenen Mittel (z. B. das Antigen,
ein pharmazeutisch vertraglicher Trager, und ein Ad-
juvans) enthalten typischerweise Verdiinnungsmittel,
wie Wasser, Salzlésung, Glycerin, Ethanol, usw. Zu-
satzlich konnen Hilfssubstanzen, wie etwa befeuch-
tende oder emulgierende Mittel, pH-puffernde Sub-
stanzen, und ahnliche in diesen Mitteln vorhanden
sein.

[0118] Typischerweise werden die immunogenen
Mittel injizierbar hergestellt, entweder als fliissige L6-
sungen oder Suspensionen; feste Formen, die sich
zur Lésung oder Suspension in flissigen Mitteln vor
der Injektion eignen, kénnen ebenfalls hergestellt
werden. Die Zubereitung kann auch als Emulsion
oder eingeschlossen in Liposomen fiir eine verstark-
te Adjuvantien-Wirkung erfolgen, wie oben unter
"pharmazeutisch vertragliche Trager" erortert.

[0119] Immunogene Mittel, die als Impfstoff verwen-
det werden, beinhalten, wie erforderlich, eine immu-
nologische wirksame Menge des antigenen Polypep-
tids, sowie eine beliebige andere der oben erwahnten
Komponenten, wie notwendig. Mit "immunologisch
wirksame Menge" ist gemeint, dass die Verabrei-
chung dieser Menge an ein Individuum, entweder als
Einzeldosis oder als Teil einer Serie, wirksam zur Be-
handlung oder Pravention ist. Diese Menge variiert in
Abhéngigkeit von Gesundheitszustand und physi-
scher Verfassung des zu behandelnden Individuums,
der taxonomischen Gruppe des zu behandelnden In-
dividuums (z. B. Nicht-Mensch-Primat, Primat, usw.),
der Kapazitat des Immunsystems des Individuums
zur Antikorpersynthese, dem gewiinschten Grad des
Schutzes, der Formulierung des Impfstoffs, der Ein-

schatzung der medizinischen Situation durch den be-
handelnden Arzt, und anderen relevanten Faktoren.
Es ist zu erwarten, dass die Menge in einen relativ
breiten Rahmen fallt, der durch Routineversuche be-
stimmt werden kann.

[0120] Die immunogenen Mittel werden herkdmm-
lich parenteral, z. B. durch entweder subkutane oder
intramuskulare Injektion verabreicht. Weitere Formu-
lierungen, die sich fir andere Arten der Verabrei-
chung eignen, schlieRen orale und pulmonale For-
mulierungen, Suppositorien und transdermale Appli-
kationen ein. Orale Formulierungen werden fir H. py-
lori-Proteine besonders bevorzugt. Die Dosierung
der Behandlung kann nach einem Einzeldosisplan
oder einem Mehrfachdosisplan erfolgen. Der Impf-
stoff kann zusammen mit anderen immunregulatori-
schen Mitteln verabreicht werden.

F. Immundiagnostische Tests

[0121] H. pylori-Antigene kdnnen in Immuntests
zum Nachweis von Antikérper-Spiegeln verwendet
werden (oder umgekehrt kénnen H. pylori-Antikdrper
zum Nachweis von Antigen-Spiegeln verwendet wer-
den) und es kann ein Zusammenhang zwischen gas-
troduodenalen Erkrankungen und besonders duode-
nalen Geschwiren hergestellt werden. Immuntests
auf Basis gut definierter rekombinanter Antigene kon-
nen entwickelt werden, um die invasiven diagnosti-
schen Verfahren zu ersetzen, die heute angewendet
werden. Antikdrper gegen H. pylori-Proteine in biolo-
gischen Proben, eingeschlossen, zum Beispiel, Blut-
oder Serum-Proben, kdnnen nachgewiesen werden.
Immuntests kdnnen auf sehr unterschiedliche Weise
aufgebaut werden, und verschiedene Moglichkeiten
dazu sind auf dem Fachgebiet bekannt. Protokolle fur
Immuntests kdnnen zum Beispiel auf Kompetition,
oder direkter Reaktion, oder Tests vom Sand-
wich-Typ beruhen. Die Protokolle kdnnen zum Bei-
spiel auch feste Trager verwenden, oder kénnen mit
Immunoprazipitation arbeiten. Die meisten Tests um-
fassen die Verwendung markierter Antikdrper oder
Polypeptide; die Markierungen kénnen zum Beispiel
fluoreszierende, chemiluminiszente, radioaktive oder
Farbstoff-Molekiile sein. Tests, die die Signale der
Sonde verstarken, sind ebenfalls bekannt; Beispiele
dafir sind Tests, die Biotin und Avidin verwenden,
und Enzym-markierte und indirekte Immuntests, wie
etwa ELISA-Tests.

[0122] Kits, die sich zur Immundiagnostik eignen
und die entsprechenden markierten Reagentien ent-
halten, werden durch Verpacken der entsprechenden
Substanzen, einschliellich der erfindungsgemalien
Mittel, in geeignete Behalter zusammengestellt, zu-
sammen mit den anderen Reagentien und Substan-
zen (zum Beispiel geeigneten Puffern, Salzlésungen,
usw.), die zur Testdurchfiihrung erforderlich sind, wie
auch einer geeigneten Zusammenstellung von Test-
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vorschriften.
G. Beispiele

[0123] Die im Folgenden dargestellten Beispiele
sind als weitere Anleitung fiir den Durchschnittsfach-
mann bestimmt, und sollen in keinster Weise als Be-
schrankung der Erfindung ausgelegt werden.

1. Material und Methoden
a. Clonierung

[0124] Zwei Mischungen degenerierter Oligonucle-
otide wurden unter Verwendung eines Applied Bio-
systems Modell 380B DNA-Synthesizers syntheti-
siert. Diese Mischungen wurden in einer 4-mikromo-
laren Konzentration in einer 100-Mikroliter-Polymera-
se-Kettenreaktion mit 200 Nanogramm gereinigter
DNA unter Verwendung des Genamp PCR-Kits nach
Vorschrift des Herstellers verwendet. Die Reaktion
wurde fur 1 Minute bei 94°C, 2 Minuten bei 48°C und
2 Minuten bei 56°C inkubiert. Die Reaktionsmischung
durchlief 30 Zyklen unter diesen Bedingungen.

[0125] Die Analyse der Reaktionsprodukte durch
Agarose-Gelelektrophorese ergab ein markantes
DNA-Fragment von ungefahr 87 bp. Nach Spaltung
mit den Restriktionsenzymen Xbal und EcoRI wurde
das Fragment in das zuvor ebenfalls mit Xbal und
EcoRI gespaltene Plasmid Bluescript SK+ (Stratage-
ne) ligiert. Der Ligierungsansatz wurde zur Transfor-
mation kompetenter E. coli durch Elektroporation bei
2000 V und 25 Mikrofarad (200 Q) mit einem BioRad
Gene Pulser (Kalifornien) verwendet. Transformierte
E. coli wurden durch Anzucht auf L-Agarplatten se-
lektiert, die 100 Mikrogramm Ampicillin pro Milliliter
enthielten. Plasmid-DNA wurde aus positiven E. co-
li-Isolaten extrahiert und einer Sequenzanalyse unter
Verwendung des Sequenase 2-DNA-Sequenzie-
rungskits (United States Biochemical Corporation)
nach Vorschrift des Herstellers unterzogen.

b. Anlegen von Genbanken
1) Genbank aus Hindlll-Fragmenten

[0126] Sieben Mikrogramm gereinigter DNA wurden
vollstandig mit dem Restriktionsenzym Hindlll ge-
spalten. Drei Mikrogramm Bluescript SK+-Plasmid
wurden vollstandig mit Hindlll gespalten, dann mit
Phosphatase aus Kalberdarm behandelt. Beide
DNA-Gemische wurden durch Ausschiitteln mit Was-
ser-gesattigtem Phenol gereinigt, dann durch Zuga-
be von Ethylalkohol auf 67% (v/v) gefallt. Beide DNAs
wurden in 50 Mikroliter Wasser resuspendiert. 0.7 Mi-
krogramm der DNA-Fragmente wurden mit 0.3 Mikro-
gramm der Bluescript-DNA in 50 Mikroliter einer L6-
sung gemischt, die 25 mM Tris pH 7.5, 10 mM MgCl,
und 5 Units T4 DNA-Ligase enthielt. Diese Mischung

wurde bei 15°C fir 20 Stunden inkubiert, wonach die
DNA mit Wasser-gesattigtem Phenol extrahiert und
mit Ethylalkohol gefallt wurde. Daraufhin wurde die
DNA in 50 Mikrol. Wasser resuspendiert. Die Einfuh-
rung von 1 Mikrol. dieser DNA in E. coli durch Elek-
troporation erbrachte ungefahr 3000-10,000 Ampicil-
lin-resistente Bakterienkolonien.

2) Genbank aus EcoRI-Fragmenten

[0127] Etwa 0.7 Mikrog EcoRI-gespaltener DNA
wurden gereinigt und mit 0.45 Mikrogramm Blue-
script SK+ Plasmid gemischt, das zuvor mit EcoRI
gespalten und mit Phosphatase aus Kalberdarm be-
handelt worden war. Die Fragmente wurden in 50 Mi-
krol. L6sung ligiert. Nach Reinigung und Fallung wur-
de die DNA in 50 Mikrol. Wasser resuspendiert. Elek-
troporation von E. coli mit 1 Mikrol. dieser Lésung er-
brachte ungefahr 200 Ampicillin-resistente Bakterien-
kolonien.

[0128] Um geeignete Restriktionsfragmente aus
dem Genom fiir die weitere Clonierung zu identifizie-
ren, wurde das Plasmid einheitlich mit **P markiert
und als Sonde verwendet, um DNA des Stammes
CCUG zu analysieren, die mit verschiedenen Restrik-
tionsenzymen gespalten, Uber Agarose-Gelelektro-
phorese aufgetrennt und auf Nitrocellulose-Filter
Ubertragen wurde. Die Sonde zeigte ein einzelnes
Hindlll-Restriktionsfragment von ungeféhr 3.5 kb.
Eine Genbank aus Hindlll-gespaltenen DNA-Frag-
menten wurde hergestellt und in den Bluescript-Plas-
midvektor cloniert. Diese Genbank wurde mit der
P-markierten DNA abgesucht, die dem zuvor clo-
nierten 87 bp Fragment entsprach. Zwei Clone, die
identische Hindlll-Fragmente von ungefahr 3.3 kbp
enthielten, wurden identifiziert.

[0129] Die DNA-Sequenzierung dieser Hindlll-Frag-
mente ergab Sequenzen, die die 23 Aminosauren co-
dieren kdnnen, die mit dem Aminoterminus des zuvor
beschriebenen 87 kDa-Cytotoxins Ubereinstimmen.
Diese Sequenzen enthalten den Teil eines offenen
Leserahmens mit ungefahr 300 Nucleotiden, der am
Rand des Fragments endet, das durch die Hindl-
[I-Restriktionsstelle begrenzt wird. Die Sequenz zeig-
te ebenso das Vorhandensein einer EcoRI-Restrikti-
onsstelle innerhalb des vermuteten offenen Leserah-
mens in 120 bp Entfernung von der HindllI-Stelle.

[0130] Eine *P-markierte Sonde, die mit der Se-
quenz zwischen der EcoRI-Stelle und der Hindl-
[I-Stelle Gbereinstimmte, wurde zum Absuchen einer
Genbank aus EcoRI-DNA-Fragmenten, cloniert in
den Bluescript SK+ Vektor, verwendet. Diese Sonde
ergab zwei Clone, die Fragmente von ungefahr 7.3
kbp enthielten. Die DNA-Sequenzierung dieser Frag-
mente ergab einen durchgehenden offenen Leserah-
men, der sich mit den aus den 3.2 kbp Hindlll-Frag-
menten bestimmten Sequenzen Uberschnitt. Die
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DNA-Sequenz dieser Uberlappenden Fragmente und
die konzeptionelle Translation des darin enthaltenen
einzelnen offenen Leserahmens sind in Fig. 1 bzw.

Fig. 2 gezeigt.

[0131] Es soll angemerkt werden, dass sich diese
Clone als extrem instabil erwiesen. Die beim Absu-
chen identifizierten urspriinglichen Kolonien waren
so klein, dass sie schwierig zu finden waren. Die Ver-
mehrung dieser Clone durch herkdmmliche Verfah-
ren der nachfolgenden Ziichtung fiir 16-18 Stunden
ergab sehr heterogene Plasmidpopulationen auf-
grund von DNA-Umlagerungen und Deletionen. Aus-
reichende Mengen dieser Clone wurden durch nach-
folgende Ziichtung fir 8-10 Stunden ohne Antibioti-
ka-Selektion angezogen. Obwohl die Plasmidaus-
beuten relativ gering waren, wurden auf diese Weise
Selektion und Wachstum von Bakterien verhindert,
die ein vermehrungsfahiges umgelagertes Plasmid
enthielten.

c. Absuchen von DNA-Genbanken

[0132] Das Produkt der PCR-Reaktion, das das
markante 87 bp-Fragment enthielt, wurde mit 2P
durch Random Priming unter Verwendung des Pri-
me-a-gene Kits (Promega) markiert. Diese markierte
Sonde wurde in einer Hybridisierungsreaktion mit an
Nitrocellulosefiltern immobilisierter DNA von unge-
fahr 3000 Bakterienclonen verwendet. Die Hybridi-
sierungsreaktion wurde bei 60°C in einer 0.3 M
NaCl-Loésung durchgeflhrt. Ein positiver Bakterien-
clon wurde vermehrt und die Plasmid-DNA wurde
prapariert. Das Plasmid enthielt ein Insert von unge-
fahr 3.3 kb DNA und wurde TOXHH1 genannt.

[0133] Ein 120 bp-Fragment, das die in Fig. 1 ge-
zeigte Sequenz zwischen Position 292 und 410 ent-
hielt, wurde aus dem Plasmid TOXHH1 gewonnen
und zum Absuchen von ungefahr 400 Kolonien der
Genbank aus EcoRI-Fragmenten verwendet. Ein po-
sitiver Clon, der ungefahr 7.3 kb DNA-Sequenzen
enthielt, wurde isoliert und TOXEE1 genannt.

[0134] DieinFig. 1 gezeigte Nucleotidsequenz wur-
de aus den Clonen TOXHH1 und TOXEE1 unter Ver-
wendung des Sequenase 2-Sequenzierungskits er-
halten. Die Nucleotide zwischen Position 1 und 410 in
Fig. 1 wurden aus TOXHH1 und die zwischen 291
und 3507 aus TOXEE1 erhalten. E. coli, die die Plas-
mide TOXHH1 und TOXEE1 enthielten, wurden bei
der American Type Culture Collection hinterlegt, sie-
he unten.

d. Herstellung von Antiseren gegen das Cytotoxin

[0135] Ein den Nucleotiden 116-413 der in Fig. 1
gezeigten Sequenz entsprechendes DNA-Fragment
wurde so in den bakteriellen Expressionsvektor pex
34 A cloniert, dass durch Induktion des Bakterienpro-

motors ein Fusionsprotein produziert wurde, das ei-
nen Teil des MS2-Polymerase-Polypeptids enthielt,
das mit den Aminosauren des Cytotoxin-Polypeptids
fusioniert war und die zuvor identifizierten 23 Amino-
sauren einschloss. Ungefahr 200 Mikrogramm die-
ses Fusionsproteins wurden durch Acrylamid-Gele-
lektrophorese teilweise gereinigt und zur Immunisie-
rung von Kaninchen durch Standardverfahren ver-
wendet.

[0136] Antiseren dieser Kaninchen, die nach 3 Im-
munisierungen im Abstand von je 1 Monat entnom-
men wurden, wurden zur Untersuchung von Protein-
extrakten eines Cytotoxin-positiven und eines Cyto-
toxin-negativen H. pylori-Stammes in tblichen Immu-
noblot-Experimenten verwendet.

[0137] Die Antiseren reagierten mit einem Polypep-
tid, das in der denaturierenden Polyacrylamid-Gele-
lektrophorese mit einem scheinbaren Molekularge-
wicht von 100 kDa wanderte. Dieses Polypeptid wur-
de in Proteinextrakten des Cytotoxin-positiven, aber
nicht des Cytotoxin-negativen Stammes gefunden.
Vor der Immunisierung gewonnenes Serum reagierte
nicht mit diesem Polypeptid.

e. Teilweise Aufreinigung der vakuolisierenden Aktivi-
tat

[0138] Vollstandige H. pylori-Membranen wurden in
einer Konzentration von 6 mg/ml in einer Losung mit
1% CHAPS, 0.5 M NaCl, 10 mM Hepes pH 7.4, 2.5
mM EDTA, 20% Saccharose fiir 1 Stunde bei 4°C so-
lubilisiert. Dieses Gemisch wurde auf einen diskonti-
nuierlichen Saccharose-Gradienten mit Stufen von
30%, 35%, 40% und 55% Saccharose aufgetragen
und einer Ultrazentrifugation fur 17 Stunden bei
20000 x g unterzogen. Der Gradient wurde fraktio-
niert und jede Fraktion wurde auf vakuolisierende Ak-
tivitdt und auf Uresse-Aktivitat getestet. Mit der Ures-
se-Aktivitdt assoziierte vakuolisierende Aktivitat wur-
de in mehreren Fraktionen des Gradienten gefunden.
Ein Signal der vakuolisierenden Aktivitat wurde eben-
falls in den obersten Fraktionen des Gradienten ge-
funden und diese Fraktionen waren praktisch frei von
Uresse-Aktivitat.

[0139] Diese Uresse-unabhangige vakuolisierende
Aktivitat wurde durch stufenweise Fallung mit Ammo-
niumsulfat-Konzentrationen von 20% bis 34% weiter
fraktioniert. Denaturierende Polyacrylamid-Gelelekt-
rophorese der bei verschiedenen Ammoniumsul-
fat-Konzentrationen gefallten Proteine ergab ein mar-
kantes Polypeptid von etwa 100 kDa, das zusammen
mit der vakuolisierenden Aktivitadt gereinigt wurde.
Dieses Polypeptid wurde von den gegen die oben be-
schriebenen rekombinanten Fusionsproteine gewon-
nenen Kaninchen-Antiseren erkannt.
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2. Ergebnisse

[0140] Zwei Uberlappende Fragmente, die etwa 10
kbp des H. pylori-Genoms entsprechen, wurden clo-
niert. Diese Clone enthalten ein Gen mit 3960 bp (ge-
zeigt in Fig. 1), das fur ein Polypeptid mit 1296 Ami-
nosauren codieren kann (gezeigt in Fig. 2). Das Mo-
lekulargewicht dieses mutmalRlichen Polypeptids be-
tragt 139.8 kDa. Die Nucleotidsequenz AGGAAG 9
bp stromaufwarts des Methionin-Codons an Position
18 in Fig. 1 dhnelt stark der Shine-Dalgarno-Consen-
sussequenz und unterstitzt die Hypothese, dass die-
ses Methionin das Initiator-Methionin fir die Synthe-
se des Polypeptids reprasentiert. Eine 30 bp-Nucleo-
tidsequenz, die 10 bp stromabwarts des vermuteten
Stopcodons an Position 3906 in Fig. 1 beginnt, ah-
nelt stark der Struktur eines prokaryotischen Trans-
kriptions-Terminators und reprasentiert wahrschein-
lich das Ende der codierenden Sequenzen der Bo-
ten-RNA.

[0141] Das Cytotoxin-Gen wird durch folgende Kri-

terien definiert, den Polypeptid-Vorlaufer der vakuoli-

sierenden Aktivitat von H. pylori zu codieren:
(i) Das mutmalliche Polypeptid enthalt die 23
Aminosauren lange Sequenz (Fig. 2, Positionen
34-56), die als Aminoterminus des zuvor be-
schriebenen 87 kDa vakuolisierenden Proteins
identifiziert wurden, Clover et al., J. Biol. Chem.
267 (1992), 10570-75. Dieser Sequenz gehen 33
Aminosauren voraus, die einer prokaryotischen
Leadersequenz dhneln; daher reprasentiert diese
Sequenz wahrscheinlich den Aminoterminus ei-
nes reifen Proteins;
(i) Kaninchen-Antiseren, die fir ein 100 Amino-
sauren langes Fragment des mutmalfilichen Poly-
peptids spezifisch sind, das den vorgeschlagenen
Aminoterminus enthalt, erkannten ein 100
kDa-Polypeptid in einem Cytotoxin-positiven,
nicht hingegen in einem Cytotoxin-negativen H.
pylori-Stamm. Dieses 100 kDa-Polypeptid wird
zusammen mit der vakuolisierenden Aktivitat aus
H. pylori-Membranen aufgereinigt.

[0142] Zusammengenommen codiert das hier be-
schriebene Gen ein ungefahr 140 kDa-Polypeptid,
das zu einem 100 kDa-Polypeptid prozessiert wird,
das mit der cytotoxischen Aktivitat von H. pyloriin Zu-
sammenhang steht. Das zuvor beschriebene 87
kDa-Polypeptid muss entweder durch weitere Pro-
zessierung des 100 kDa-Polypeptids oder durch pro-
teolytischen Abbau wahrend der Aufreinigung entste-
hen.

H. Hinterlegung von biologischem Material

[0143] Das folgende Material wurde bei der Ameri-
can Type Culture Collection (ATCC), 12301 Parklawn
Drive, Rockville, Maryland, Telefon (301) 231-5519,
gemal den Bedingungen des Budapester Vertrags

zur Internationalen Anerkennung der Hinterlegung
von Mikroorganismen zum Zweck des Patentverfah-
rens hinterlegt.

[0144] Fir das cytotoxische Protein (CT):
ATCC Nr. 69157 E. coli TG1, enthaltend Plasmid
TOXHH1

[0145] Diese Hinterlegungen sind zum Vorteil des
Fachmanns bereitgestellt. Die Nucleinsauresequen-
zen dieser Hinterlegungen, wie auch die Aminosau-
resequenzen der dadurch codierten Polypeptide,
sollten im Falle eines jeglichen Fehlers in den hier be-
schriebenen Sequenzen im Vergleich zu den Se-
quenzen der Hinterlegungen als Bezug genannt wer-
den. Eine Lizenz zur Herstellung, Gebrauch, oder
Verkauf des hinterlegten Materials kann erforderlich
sein, und keine solche Lizenz wird hiermit bewilligt.

Patentanspriiche

1. Protein, ausgewahlt aus der Gruppe beste-
hend aus:
(a) einem Helicobacter pylori-Cytotoxin mit der Ami-
nosauresequenz wie in Fig. 2 gezeigt;
(b) einem Helicobacter pylori-Cytotoxin mit der Ami-
nosauresequenz wie in Fig. 2 gezeigt, modifiziert
durch eine oder mehrere konservative Aminosau-
reaustausche;
(c) einem Protein, welches (i) immunologisch identifi-
zierbar ist durch einen Antikérper, welcher spezifisch
mit dem Helicobacter pylori-Cytotoxin von (a) reagiert
und (ii) ein N-terminales Met aufweist;
(d) einem Helicobacter pylori-Cytotoxin, umfassend
die Aminosaure-Signalsequenz
MEIQQTHRKINRPLVSLALVGALVSITPQQSHA;
(e) einem Protein, umfassend (i) ein N-terminales
Met und (ii) ein Fragment der Aminosauresequenz
wie in Eig. 2 gezeigt, wobei das Fragment ein Teil von
mindestens 8 Aminosauren dieser Sequenz ist.

2. Protein nach Anspruch 1, welches markiert
oder an einen festen Trager gekoppelt ist.

3. Protein nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, zur
Verwendung in der Behandlung einer Helicobacter
pylori-Infektion.

4. Protein nach Anspruch 1 oder Anspruch 2 zur
Verwendung als Impfstoff.

5. Impfstoff oder therapeutische Zusammenset-
zung, umfassend das Protein nach Anspruch 1 oder
Anspruch 2 und einen pharmazeutisch vertraglichen
Trager.

6. Impfstoff oder therapeutische Zusammenset-
zung nach Anspruch 5, weiterhin umfassend ein oder
mehrere der folgenden:

i) Helicobacter pylori-Cytotoxin-assoziertes immuno-
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dominantes Antigen oder Vorlaufer davon;

i) rekombinantes Helicobacter pylori-Hitzeschock-
protein;

iii) Helicobacter pylori-Uresse.

7. Impfstoff oder therapeutische Zusammenset-
zung nach Anspruch 5 oder Anspruch 6, weiterhin
umfassend ein Adjuvans.

8. Verfahren zur Herstellung eines Impfstoffs
oder einer therapeutischen Zusammensetzung nach
einem der Anspriche 5 bis 7, umfassend das Zusam-
menbringen eines oder mehrerer Proteine nach An-
spruch 1 oder Anspruch 2 mit einem pharmazeutisch
vertraglichen Trager und, gegebenenfalls, einem Ad-
juvans.

9. In-vitro-immundiagnostischer Test, umfassend
mindestens einen Schritt, der als mindestens einen
Bindepartner ein Protein nach Anspruch 1 oder An-
spruch 2 beinhaltet, welches gegebenenfalls markiert
oder an einen festen Trager gekoppelt ist.

10. Kit zur Immundiagnose zur Durchfiihrung ei-
nes Tests nach Anspruch 9, umfassend mindestens
ein Protein nach Anspruch 1 oder Anspruch 2.

11. Verwendung eines oder mehrerer Prote-
ins/Proteine nach Anspruch 1 oder 2 fir die Herstel-
lung eines Medikaments zur Behandlung oder Ver-
hinderung einer Helicobacter pylori-Infektion.

12. Polynucleotid, ausgewahlt aus der Gruppe
bestehend aus:
(a) einem Polynucleotid, welches ein Protein nach
Anspruch 1 codiert;
(b) einem Polynucleotid mit der Nucleotidsequenz,
die den Nucleotiden 291-3507 der in Fig. 1 gezeig-
ten Sequenz entspricht;
(c) einem Polynucleotid, das ein Fragment der Nucle-
otidsequenz unter (b) umfasst, wobei das Fragment
ein Protein von mindestens 8 Aminosauren codiert.

13. Polynucleotid-Einfangsonde, umfassend
mindestens 8 zusammenhdngende Nucleotide (a)
des Polynucleotids nach Anspruch 12 oder (b) des
Komplements von (a).

14. Einfangsonde nach Anspruch 13, umfassend
mindestens 14 zusammenhangende Nucleotide von
(a) oder (b).

15. Nucleinsaure-Test, wobei in mindestens ei-
nem Schritt die Sonde nach Anspruch 13 oder An-
spruch 14 verwendet wird.

16. Kit zur Durchfihrung eines Nucleinsdu-
re-Tests, umfassend mindestens eine Polynucleo-
tid-Sonde nach Anspruch 13 oder 14.

17. Polynucleotid-Amplifikationsverfahren, in
dem ein Polynucleotidprimer verwendet wird, wobei
mindestens ein Primer ein Polynucleotid ist, welches
mindestens 14 zusammenhangende Nucleotide (a)
des Polynucleotids nach Anspruch 12 oder (b) des
Komplements von (a) umfasst.

18. Kit zur Durchflhrung eines Polynucleo-
tid-Amplifikationsverfahrens, in dem ein Polynucleo-
tidprimer verwendet wird, wobei mindestens ein Pri-
mer ein Polynucleotid ist, welches mindestens 14 zu-
sammenhangende Nucleotide (a) des Polynucleotids
nach Anspruch 12 oder (b) des Komplements von (a)
umfasst.

19. Vektor, umfassend ein rekombinantes Poly-
nucleotid nach Anspruch 12.

20. Wirtszelle, transformiert mit einem Vektor
nach Anspruch 19.

21. Verfahren zur Herstellung eines rekombinan-
ten Polypeptids nach Anspruch 1 oder 2, umfassend
das Zlchten einer Wirtszelle nach Anspruch 20 und
Isolieren des rekombinanten Polypeptids.

Es folgen 14 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

AAAAAGAAAG GAAGAAAATG
CGCCCTCTEG TTTCTCTCGC
GCAACAAAGT CATGCCGCCT
TTGGEGETAT CGCTACAGGC
AGCTGGGGGC TCAAACAAGC
CGATAAAGTT TGGCGCATTC
ACAAGGAATA CGACTTATAC
6GTTGEGATT GGGEGAATGC
ACAGAATAAG CTTGAAGTGG
TATCAGGGCT TAGAAACTTT
AAAGCCACTT TACGCTTGGG

TAAGGATAGT GCTGATCGCA

GAAATACAAC AAACACACCG
TTTAGTAGGA GCATTAGTCA
TTTTCACAAC CGTGATCATT
ACCGCTBTAG GAACGGTCTC
CGAAGAAGCC AATAAAACCC
AAGCAGGAAA AGGCTTTAAT
AGATCCCTTT TATCCAGTAA
CGCTAGGCAT TATTGGGTCA
ATATGAAAGA CGCTGTAGGE
ACTGGTGGGG ATTTAGATGT
CCAATTCAAT GGCAATTCTT
CCACGAGAGT GATTTCAACG

CTCAATTGAT
GGGAGGAAAG
CACTAGCGAT
ATTTGGCTTC
TTGCAATACG
TTCAAAAGTA
AAAACGCCGC
ACACTGGATT
AGGTGGCTAT
ABAACGACAA
AATAATAGTA
AGAAGTTCAA
ACACGGTTGT
AGAGTGGGAG
TATCGGCAAA

AATTTTGCAG
CCAGCTCTAC
AAAAACGCTG
AAGCAGCGTT
TGGGAGCGTA
ACAGGGGAAG
TCAAGCGGGC
TGTGGCAAAG
AAGGATAAAC
AMATGAAAGC
ACACTCAGGT
CCCACGCAAG
CAATATCAAC

AAATCAACAA

CTCGTGTGGE

GGTTTTGACT TTGCAAGCTT
AAATTTCTCT TTATGATGGT
AAATTAATGG GTAATGTGTG
TTTGGCCCCT TCATACAGCA
TGAATTTTAA CCACCTCACT
ATTATCGCTA ATAAAAAGAC
CGCCGGGTTA AACATTATCG
CCARTAATAC CCCTTCTCAA
GCTAAAAACG ACAAACAAGA
CATTAACCCA CCCAATAGTG
TCATTGATGG GCCTTTTGCG
CGCATCAACA CTAACGCTGA

CAAAATCAAT
GCATCACACC
CCAGCCATTG
AGGGCTTCTT
CAGATAAACC
GAATTCCCTA
GATTGATGGA
AAGGCGGGCA
ACTTATACCT
CAATATGCAA
TTACAAGCTA
CTAAARATAT
TTCTGGAGCC
CAGAAGGGAT
6CCACGCTCA
GATGEGCCET
CGATAAACAC
6TTGGCGATA
TAATATTGGC
CTCCTCCAGA
AGTGGTGCTA
GAGCAGTCAA
CGCAAAAAAC
G6CGGCAAAG
TGGCACGATT

GGTTTAAAGC TTCTCTTACC ACCAATGCGG CTCATTTGCA
GGCGGTGTCA ATCTGTCCAA TCAAGCGAGC GGGCGCTCTC

FIG. 1A
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TTATAGTGGA AAATCTAACT GGGAATATCA CCGTTGATGG GCCTTTAAGA
GTGAATAATC AAGTGGGTGG CTATGCTTTG GCAGGATCAA GCGCGAATTT
TGAGTTTAAG GCTGETACGS ATACCAAAAA CGGCACAGCC ACTTTTAATA
ACGATATTAG TCTGGGAAGA TTTGTGAATT TAAAGGTGGA TGCTCATACA

GCTAATTTTA AAGGTATTGA
TTTTAGTGGC GTTACAGACA
CCACTAATGT GGCCGTTAAA
ACCAATGGGA TAAGTGTGGE
CAGTCAATCG CGCATCAATA

TACGGGTAAT
AAGTCAATAT
AACTTCAACA
GGAATATACT
CCETGCETTT

1801 TTTTCTCTGG GGGTGTTAAA TTTAAAGGTG

1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651

GAGTTTTACT ATAGCCCTTG

GCACATCAAA ACTTATGTTC
ATGGATTATA GCCAATTTIT
CAATCAAGGC ACTATCAACT
TAAGCGTAGG CAATGCAGCA
GCGACCGGAT TTTACAAACC
CATTAAAAAT ACAGAACATG
GTAATGTTTC TACAGGTACC
CAATTCAAAG AGCGCCTAGC
TTGTGTGETG CGAAATACTG
GCGATCAAAG CATGGTGAAC
AAGGCATGGA AAAATATAGG
TTCGGTGTAT TATTTAGGCA
CCACAAATTT ACCCACAAAC
GCCCTTGCAC AAAACGCTCC
AGTCGCTATC AATCAGCATG

GAATTATTTI

TGTTGAAATC ACCAATAAAC TTGCTTTTGG

ARTAATCTAA
AAATTTAACC
ATCTGGTCCS
GCTATGATGT
GCTCATCAAG
TTITTATTGAA
ARTGGCATTA
CCTTTATAAC
ATGACATTAA
AACCCTGACA

GATCAGCAAA

ATTCTACGCC
ACCACTAGCA
TTTCGCTCAA

GGTGETTTCA ACACCTTAGA
'CAACAAGCTC ATTACGGCTT
TTAATGAATT GATTGTTAAA
CATTTTAGCG AAGATATAGS
GGAAACTEGC ACTAGGTCAC .
GCGAAAAATT GGTTATAGAT
GACGCTAGAA ATATTAAAAA
ACCTCAAGGA AGTCCTTGGG
CCCTAGGTCA AAATGCGGTC
ATTCAAGGGG ATTTCATCAA
AGETGGGAAA GTGGCAACCT
TTAATAATGA TATAGACAGC
ATTAACAGCE CFCAAGATCT
AGCGAAAATC ATTGGTTATE
GTAATGTTAA TCTAGAAGAG
AACAATAACC GCATGGATAC
AGCATGCGET ATGECTATCG
ATTACAAGTA TCTTATCGST
ACAGCTAATG GCTCTAARAT
TACTGAGAAT GGTGGCAATA
ATGCACGTTC TGCCAACAAC
CCTAGTGCTA CTCCTAATTT

ATTTTGGCAC TATTGARAGC GTGTTTGAAT

FiG. 1B
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T6GCTAACCG
CAAGGCAGGG
TTATGCCAGA
AATTGAATAC
ARAACCAGCE
TTCTCETTTA
TCGCCAAACG
AGCGCGGCAG
CAATGTTTEE
ACGCTTCATT
CAAGTGGAAG
TAATAATCGT
GCGTGTATAG
CAAGGGGCAC
ATTACAAGAT
CAAGAGCGAG
TTAAAACCAA
TAAAAGCAAC
AGCATTTATT
GACACTTCAT
TETTEECTCT
CTCGCAACCC
AAATTAGCTA
TTTGATTTCC
GTTTCTAAAT
TTACAAAACA

CTCTAAAGAT ATTGACACGC
ATCTCTTACA AACCTTATTG
AAAATGATTG ATGCTACAAG
GGCCACTACC ACTTTAAACA
GCTTACAAAC TTTGAGCTTG
GTCAATCTCT CCAGGAGACA
CTTACAAGCT TTAAAAGACC

AAGTGTTGTA
GCTRACGCTA
GTATGGCACA
CCATTGTGGE
GCGAACTCCC
CCGTATTTTA
TAGGGAGCGA
TTGAATCAAA
CTATGGTTAT
GCGTGGGTGT
AGCACCAATC
CAACGCTAGC
ACTTCTACAT
AATAACGCCG
TTTARATACC
AAGAAGTGTT
AATATAGGCC

ACCGCTCTTA

TCAATTTGCC
TTGGGGGAAC
AGCGCGE6CS
CGGTTTTGGA
TTAACTCTGG
ACCAACCAGC
TCAATCAAGC
GCTATCATTA
GACTTCGCGT
GAGCTATAAC
AAGTGGCTTT
GCTAATGTGE
GAATGCTGGA
CGTCTTTAAA
CATGCCAGAG
TTTGAATTTG

TTITATGCTAA CTCAGGCGCT
ATTGATAGCC ATGATGCGGG
CGCTAATGAA ATCACCAAGC
ACATAGCCAG TTTAGAGCAT
AGTAATGCGA TGATTTTAAA
CACCAACCAT ATTGACTCGT
AAAAATTCGC TTCTTTAGAA
CCTAAATATG AAAAACCTAC
GAGCTTGAAT AATGECTCTA
TAGACGCTTA CCTTAACGGS
AGCTATGETT ATAGCTCTTT
GGCCAATAAC ACTAATTTTG
ATGAATTTGA CTTTGAAGCT
TTGAATTTCA ARAGCECTCT
CTTAGCCTAT AGCGCTGCAA
TTTTTAGGAA CGCTTTAGTG
CATTTAGGTT CAACCAACTT
GAABAATEEC TCTAGCAGTC
AAGCGCGCTA TTATTATGGG
GTTTTACAAG AGTTCGCTCA
CACCTTTAAA GTGAATGCCG
TGATGATGGE TEGGGAATTA
6GCGTTETTT ATTTGCACAA

ATTTCGCTTC CAATTTAGGA ATGAGGTATA
AACCCATGCT CAAAGCATGG GTTTGAAATC

FiG. 1C
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MEIQQTHRKI
GTAVGTVSGL
YRSLLSSKID
FTGGDLDVNM
QKSTTRVGSG
VKLMGNVHMG
GITANKKTNI
SAKNDKQESS
NRINTNADGT
TGNITVDGPL

RFVNLKVDAH

KNFNINELIV
KFKGEEKLYI
FNNLTLGANA
AAMMENNDID
TNGISNVNLE
NNPDNYKYLI
NTTSNARSAN
DIDTLYANSE
TTLNNIASLE
ALKDQKFASL
TSAGVDAYLN
LTNQHEFDFE
YDFAFFRNAL
SANVEARYYY
THARVMMGGE

NRPLVSLALV GALVSITP@Q SHAAFFTTVI IPAIVGGIAT
LSWGLKQAEE ANKTPDKPDK VWRIQAGKGF NEFPNKEYDL

GGWDWGNAAR
QKATLRLGQF
AGRKASSTVL
RLQYVGAYLA
GTLDLWQSAG
QNNSNTQVIN

"TRVGGFKASL

RVNNQVGGYA
TANFKGIDTG

KTNGISVGEY

DEFYYSPWNY
VMDYSQFLNL
SATGFYKPLI
EQFKERLALY
GKAWKNIGIS
NALAGNAPFA
AQGRDLLGTL
HKTSGLATLS
ESAAEVLYQF
GQVEAIVGGF
AQGALGSDAS
VLKPSVGVSY
GDTSYFYMNA
LKLAKEVFLN

HYWVKGGQON KLEVDMKDAV
NGNSFTSYKD SADRTTRVIS
TLOASEGITS DKNAEISLYD

GTYTLSGLRN
TLKISQLIIL
GATLNLASSS

PSYSTINTSK VTGEVNFNHL TVGDKNAAQA

LNIIAPPEGG YKDKPNNTPS
PPNSAQKTEV QPTQVIDGPF
TTNAAHLHIG KGGVNLSNQA
LAGSSANFEF KAGTDTKNGT
NGGFNTLDFS GVTDKVNINK

THFSEDIGS@ SRINTVRLET

FDARNIKNVE ITNKLAFGPQ
TIQEDFINNG GTINYLVRGG
KINSAGDLIK NTEHVLLKAK
NNNNRMDTCV VRNTDDIKAC
KTANGSKISV YYLGNSTPTE
QPSATPNLVA INQHDFGTIE
LIDSHDAGYA RKMIDATSAN
LSNAMILNSR LVNLSRRHTN
APKYEKPTNV WANATGGTSL
GSYGYSSFNN RANSLNSGAN
SLNFKSALL@ DLNGSYHYLA
NHLGSTNFKS NSTNGVALKN
GVLQEFAHVG SNNAASLNTF
LGVVYLHNLT SNIGHFASNL

FiG. 2 -
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CTCCATTTTAAGCAACTCCATAGACCACTAAAGAAACTTTTTTTGAGGCTATCTTTGAAA
GCTTAATTATACATGCTATAGTAAGCATGACACACAAACCAAACTATTTTTAGAACGCTT
TCAARAAGATTCATTTCTTATTTCTTGTTCTTATTAAAGTTCTTTCATTTTAGCAAATTT
CTTTTTTCAATATTAATAATGATTAATGAAARAAAAAARAAAATGCTTGATATTGTTGTAT
TTGACACTAACAAGATACCGATAGGTATGAAACTAGGTATAGTAAGGAGAAACAATGACT
M T
AATAATCTTCAAGTAGCTTTTCTTAAAGTTGATAACGCTGTCGCTTCATACGATCCTGAT
232NN L @V AFLKYDNAVASYTDPD
CAATTAAGGGAAGAATACTCCAATAAAGCGATCAAAAATCCTACCAAAAAGAATCAGTAT
3¢ L R EEY S NKATIKNPTIKI KNG GY
GAATCTTCCACAAAGAGCTTTCAGAAATTTGEGGATCAGCOTTACCGAATTTTCACAAGT
13E § S T K SF &@ KF6D@RYRTIFTS
GAAAATATCATACAACCCCCTATCCTTGATGATAAAGAGAAAGCGGAGTTTTTGAAATCT
43 N T T @ PP I1LDDKETI KAETFTLIKS
ATGEGCGTGTTTGATGAGTCCTTGAAAGAAAGGCAAGAAGCAGAAAAARATGGAGAGCCT
183M 6 V-F D ESLKERUEAETIKNGEF?P
GATGTCAAAGAAGCAATCAATCAAGAACCAGTTCCCCATGTCCAACCAG&TATAGCCACT
223D V K EA T NQ@QEPV PHV@PDIAT
AATTTTTCTAAATTCACTCTTGGCGATATGGAAATGTTAGATGTTGAGGGAGTCGCTBAC
263N F S K F TLGDMEMLTDVETGV-AD
TTAATGGGGAGTCATAATGGCATAGAACCTGAAAAAGTTTCATTGTTGTATGGGGGCAAT
303L M GSHNGTIEPEIKVSLLYG6 6N
ARCAATGTGGCTACAATAATTAATGTGCATATOAAARACGGCAGTGGCTTAGTCATAGCA
33N NV AT I I NVHMWMKNGS 6L VI A
GGCTCACAACGAGCATTAAGTCAAGAAGAGATCCAAAACAAAATAGATTTCATGGAATTT
3836 S @ R AL S@EET Q@NKTIDFMETF
ACTGAGATTAAAGATTTCCAAAAAGACTCTAAGGCTTATTTAGACGCCCTAGGGAATGAT
423 T E I K D F @ KD S KA Y LD ALGNTD
AATGGGGATTTGAGCTACACTCTCAAAGATTATGEGAAAAAAGCAGATAAAGCTTTAGAT
463N 6 D L S YT L KDY 6 KKADIKATLTD
TATTCTAATTTCAAATACACCAACGCCTCCAAGAATCCCAATAAGGGTGTAGGCGTTACG

FIG. 4A
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ATCTETCCTATTGATTTIGTTTTCCATTTTGTTTCCCATGTGGATCTTGTGBATCACAAAC
CATGTGCTCACCTTGACTAACCATTTCTCCAACCATACTTTAGCGTTGCATTTGATTTCT
TTGTTAATTGT66GTAAAAATGTGAATCGTCCTAGCCTTTAGACGCCTECAACGATCGGE
AATGAGAATGTTCAAAGACATGAATTGACTACTCAAGCGTGTAGCGATTTTTAGCAGTCT
‘AACGAAACCATTGACCAACAACCACAAACCGAAGCGGCTTTTAACCCECAGCAATTTATC
NETIDOG@GPQ@TEAAFNPGRQFI
CAAAAACCAATCOTTGATAAGAACGATAGGGATAACAGGCAAGCTTTTGAAGGAATCTCG
Q@ KPI VDX NDRDRNR® QAFETGTIS
TTTTCAGACTTTATCAATAAGAGCAATGATTTAATCAACAAAGACAATCTCATTGATGTA
F SDFINIKSNDLTINKIDNLTIDY
TG6GTGTCCCATCAAAACGATCCGTCTAAAATCAACACCCGATCGATCCGARATTTTATG
WV S HQ@NDPSI KTINTRSIRNTFM
GCCAAACAATCTTTTGCAGGAATCATTATAGGGAATCAAATCCGAACGGATCAAAARGTTC
A K Q@ SF AGTITI I G6NOGTIRTDA QKTF
 ACTGGTGGEGATT6GTTGEATATTTTTCTCTCATTTATATTTGACAAARAACAATCTTCT
T 66 DWLDTI FLSFIFDIKIKT @SS
ACCACCACCGACATACAAGGCTTACCGCCTGAAGCTAGAGATTTACTTGATGAAAGGEGT
T TTDIQGLPUPEABWRDLLTIDETRSE
ATTGATCCCAATTACAAGTTCAATCAATTATTGATTCACAATAACGCTCTGTCITCTGTG
1 DPNVY KF NG@TLTLTIHNNALSSYV
GETGGTCCTEGAGCTAGGCATGATTGGAACGCCACCGTTGGTTATAAAGACCAACAAGGC
G 6 P GARHUDMWNATVYVGY KDSAEQQGE
GETGGTEAGAAAGGGATTAACAACCCTAGTTTTTATCTCTACAAAGAAGACCAACTCACA
6 6 E KG6INNPSTFYLYKETD®SLT
CTTGCACAAAATAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGAGAAAGAGAAGGARAAATTCCGA
L A Q@ NNAKTULTDNTLTSETKTE-KETZKTFHR
CETATTGCTTTTGTTTCTAAAAAAGACACAAAACATTCAGCTTTAATTACTGAGTTTGET
R 1 AFV SKZ KTDTU KHSALTITETFSEG
AGGGAGAAAAATGTTACTCTTCAAGGTAGCCTAAAACATGATGGCGTGATGTTTGTTGAT
REKNVTL®Q@SG6 SLKHDGVMFUVD
AATGGCGTTTCCCATTTAGAAGTAGGCTTTAACAAGGTAGCTATCTTTAATTTGCCTGAT

FIG. 4B
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503Y S N F KYTNASKNPNIKGVYV & VT
TTAAATAATCTCGCTATCACTAGTTTCOTAAGGCGRAATTTAGAGGATARACTAACCACT
s43L N N L A.I T S FVRRNLTCDKLTT
. GAATTGGTTGGAAAAACTTTAAACTTCAATAAAGCTGTAGCTGACGCTAAAAACACAGGC
5833E L V 6 K T L NF NKAVY ADAKNTSE
 CATTTAGAGAAAGAAGTAGAGAAAAAATTGGAGAGCAAAAGCGGCAACAAAAATAAAATG
623 H L E K E VE K KLESKSGBGENEKNIK M
GCTAATAGAGACGCAAGAGCAATCGCTTACGCTCAGAATCTTAAAGGCATCAAAAGGGAA
663 A N R D A R A I A Y A Q@ N LK 61 K R-E
GAATTCAAAAATGGCAAAAATAAGGATTTCAGCAAGGCAGAAGAAACACTAAAAGCCCTT
703F F K N 6 K N K D F S KA EE T L K AL
AATGCAGCTTTGAATGAATTCAAAAATGGCAAAAATAAGGATTTCAGCAAGGTAACGCAA
743N A AL NEF KNG KNZKDTFSKVTS®
AAAGTTGATAATCTCAATCAAGCGGTATCAGTGGCTAAAGCAACGGGTGATTTCAGTAGG
783 K V D N L N Q AV SV AKATG?DTF SR
CAAAAAAATGAAAGTCTCAATGCTAGAAAAAAATCTGAAATATATCAATCCOTTAAGAAT
823Q@ K N E S L NARKIKSETIY® .SV KN
AAAAACTTTTCGGACATCAAGAAAGAGTTGAATGCAAAACTTGGAAATTTCAATAACAAT
83K N F DI KKELNAKLGNTFIN NN
 CAAGCAGCTAGCCTTGAAGAACCCATTTACGCTCAAGTTGCTAAAAAGGTAAATGCAAAA
903 Q@ A A S L EE P T Y AJG VA KI KV NAK
CCTTTGAAAAGGCATGATAAAGTTGATGATCTCAGTAAGGTAGGGCTTTCAAGGAATCAA
943 P L K R H D K VD DL S KVJG LS RN®
TTTGGCAATCTAGAGCAAACGATAGACAAGCTCAAAGATTCTACAAAACACAATCCCATG
983 F 6 N L E @ T I DKULIKDSTI KT HNTPM
TACGCTACTAACAGCCACATACGCATTAATAGCAATATCAAAAATGGAGCAATCAATGAA

FiG.4C
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N 6VSHLEVGFNEKVYVAIFNLPTD
AAAGGATTETCCCCACAAGAAGCTAATAAGCTTATCAAAGATTTTTTGAGCAGCAACAAA
K 6 LS P QEANIKTLTIIKDFLSSNEK
AATTATGATGAAGTGAAAARAGCTCAGAAAGATCTTGAAAAATCTCTAAGGAAACGAGAG
N YDEV KKAGIKTDLETKST SLRIEKTR RE
GAAGCAAAAGCTCAAGCTAACAGCCAARAAGATGAGATTTTTGCGTTGATCAATAAAGAG
FE A KAQANTGSGQKTDETITFALTILINIKE
TTGTCTGATAAACTTGAARATGTCAACAAGAATTTGAAAGACTTTGATAARTCTTTTGAT
L SDKLTEMSMNVNIEKNLIEKTDFDKSTFT?D
 AAAGGTTCGGTGAAAGATTTAGGTATCAATCCAGAATGEATTTCAARAGTTGAARACCTT
K6 S VY KDLGINPEWTISKVYEHNTL
GCAAAAAGCGACCTTGAAAATTCCGTTAAAGATGTGATCATCAATCAAAAGGTAACGGAT
A KSDLENSVKDVIING GKVTD

' GTAGAGCAAGCETTAGCCGATCTCAAAAATTTCTCAAAGGAGCAATTGGCCCAACAAGCT
VEQALADTLTEKNETSIEKES GLAS® QR QA
GETETGAATGGAACCCTAGTCGGTAATGEGTTATCTCAAGCAGARGCCACAACTCTTTCT
6 VNGETLVYV G6NGLSGAEATTALS
AACAATAATGGACTCAAAAACGAACCCATTTATGCTAAAGTTAATAAAAAGAAAGCAGGG
NNmMe6LKNEPTY AKVNEKEKEKASE
ATTGACCGACTCAATCAAATAGCAAGTGGTTTAGGTGTTGTAGGECAAGCAGCGEGCTTC
I DR LNAQGTIASGLGVYEGQAAGEGIE_
GAATTGGCTCAGAAAATTGACAATCTCAATCAAGCGGTATCAGAAGCTARAGCAGGTTTT
E L AQ@KTDNLNG GAVSEHA BAKABAETF
AATCTATGGGTTGAAAGTGCAAAAARAGTACCTECTAGTTTGTCAGCGAAACTAGACAAT
N L WVEGSAKTEKVYPASLSAKTLTDHN
AMAGCGACCGGCATGCTAACGCAAAAAAACCCTGAGTEGCTCAAGCTCGTGAATGATAAG

FIG.4D
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Y ATNSHTIRTING SNI.KNGATIN
RTAGTTGCGCATAATGTAGGAAGCOGTTCCTTTGTCAGAGTATGATAAAATTGGCTTC
I vV AHNYVY G6SVPLSEYDKTIGTF
GTAAAAGACACTAATTCTGGCTTTACGCAATTTTTAACCAATGCATTTTCTACAGCA
VKDTNSGFT®&FLTNAFST A
GETTTCCAAAAATCTTAAAGGATTAAGGAATACCAAARACGCAAAAACCACCCCTTG
6 F @ K S
TGAATGCTACCAATTCATGGTATCATATCCCCATACATTCGTATCTAGCGTAGGAAG
AACTCTGTAAAATCCCTATTATAGEGACACAGAGTGAGAACCAARCTCTCCCTACGE
GACAGACACTAACGAAAGGCTTTGTTCTTTAAAGTCTGCATGOATATTTCCTACCCC
CGAAAATTAATTAAGGGTTATAAAGAGAGCATAAACTAGAAAAAACAAGTAGCTATA
GAAAAATCAGAAAAACCATAGGAATTATCACACCTTATAATGCCCAAAAAAGACGCT
ATGCCTTTCAAGGTGAAGAGGCAGATATTATTATTTATTCCACCGTGAAAACTTETG
ATCTCATTTTTGTGGGTAARAAAGTCTTTCTTTGAGAATTTATGAAGCGATGAGAAGA
CATTCTTCGCTTCAAAACGCTTTCATAAATCTCTCTAAAGCGCTTTATAATCAACAC
TTATTAGCGTTACAATTTGAGCCATTCTTTAGCTTGTTTTTCTAGCCAGATCACATC
CTGCAAATATCCTACAATAGCATCGCCCGAATGGATGAGTAGGGGGGGTGTTGAAAG
TAAAATAATCACTTCGGGAAAATCTTTAAGGGAGTGAAATAATAACGCATGCAAGTT
TGCGAAACATTCAAATAGCCTTGTTGTTTCAGGGCATTGTCATAAGCGTTBGATTGE
GCTAAAATGCTTGGCTCAATCACGCCCACAATAGGGATTTTGGAATGCTTTTGCATC
TTGAAAARATCCAAAGCCTCTAAGCCAAATTGCTTGATCGTAGTGGGGTCTTTAGTG
AGGCTTTTTAAAACGCTAAACCCTCCCACACCGCTATCAAAAACGCCTATTTTCATG
TCTTCATTGTCCTTAGTTTGTTGCATTTTAGAATAGACAAAGCTT 5925

- FIG. 4E
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EKATGEMLTA@KNPEWLIKLVNTDEK
AACCAGAAGAATATGAAAGATTATTCTGATTCGTTCAAGTTTTCCACCAAGTTGAACAATGCT
NQ@KNMKDY SDSFKFSTIKLNHNA
TCTTATTACTGCTTGGCGAGAGAAAATGCGEAGCATGEAATCAAGAACGTTAATACAAAAGGT
SYYCLARENAEHGI KNVNTIKSG
CTAAAAGCGAGGGRTTTTTTAATACTCCTTAGCAGAAATCCCAATCGTCTTTAGTATTTGGGA

TGTGCAAAGTTACGCCTTTGGAGATATGATGTGTGAGACCTETAGGGAATGCGTTGGAGCTCA

GCAACATCAGCCTAGGAAGCCCAATCGTCTTTAGCGETTGGECACTTCACCTTAAAATATCCE

~ AAAAAGACTTAACCCTTTGCTTAAAATTAAGTTTEATTGTGCTAGTGGGTTCGTGCTATAGTG
ACAAAGATCAAGTTCAAAAAATCATAGAGCTTTTAGAGCAAATTGATCGCGCTCTTAACCAAA
TGCGATCAGAAGTGGAAAAATACGGCTTCAAGAATTTTGATGAGCTCAAAATAGACACTGTGG
- GTAATCTTTCTTTCTTGCTAGATTCTAAACGCTTGAATGTGGCTATTTCTAGGGCAAAAGAAA
ATATCTTTAGCGCTATTTTGCAAGTCTGTAGATAGGTAATCTTTTCCARAGATAATCATTAGA
ARTACCCTTATAGTGTGAGCTATAGCCCCTTTTTGGGAATTGAGTTATTTTGACTTTAAATTT
GCCGCTCGCATGAAATTCCACTTTAGGGAATGCETGTGCATTTTTTTTAAGGGCGTATTTTTG
GGCAAAATGCTCCATAAAATAGCCCTCAATTTTTTGAGCGATTAAGGGAAAATGCGTGCAACC
TCTAACAATTCGCCCTCTAAAATACTTTCTTCAATCAAAGGCACAAAAAGAGAAGTGGCTAAA
ATCGTCGCTTTTGTCCCTAGCACTAAAATAGGGGCGTTTTTATCTTTTACTTGTCGCTTGATC
TCTTCTAAAGCTAGAGCGCTCGCTGTGTTGCATGCCACAATCAATAATTCAATCTGGTGCGGT
CCATAAGGCACTCTAGCCGTATCGCCATAATAGATGATTTCATCAAATAATTGCGCTTTTAAA
ACACTTTTTTAATTTAATGGGATTAATTAGGGATTTTATTTTTCATTCATTAAGTTTAAAAAT

FIG. 4F
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10 30 50
AMGCTTGCTETCATGATCACAAARAACACTAAAAAACATTATTATTAAGGATACAAAATG
| ~ _ M
70 50 110

GCAAAAGAAATCAAATTTTCAGATAGTGCGAGAAACCTTTTATTTGAAGGCGTGAGECAA
A KEI KFSDSARNTLLTFEGSGVRDQ®
130 150 170
CTCCATGACGCTGTCAAAGTAACCATGG6GCCAAGAGGCAGGAATGTATTGATCCAARAA
LHDAVEKYTMGPRGRNYLTIQCK
190 210 230
AGCTATGGCGCTCCAAGCATCACCAAAGACGGCETGAGCGTGECTAAAGAGATTGAATTA
SYGAPSTITIKDGY SV AKETIE.HL
250 - 270 290 |
AGTTGCCCAGTAGCTAACATGGGECECTCAACTCGTTAAAGAAGTAGCGAGCARAACCECT
S CPVANMSGARQLVYEKEVHASEKT A
310 330 350
GATGCTGCEGGCGATGECACGACCACAGCGACCETGCTAGCTTATAGCATTTTTAAAGAA
D AAGDGTTTATVLAYSTIFEKE
370 390 110
GETTTGAGGAATATCACGGCTGEEGCTAACCCTATTGAAGTGAAACGAGGCATGGATAAA
6 LRNITTAGANPTIEVZKRGMDK
30 450 470
GCTECTGAAGCGATCATTAATGAGCTTARAAAAGCGAGCAAAAAAGTAGECGGTARAGAA
A A EAITITNETLTEKEKASEKTEKVGEEGEKE
430 510 530
GAAATCACCCAAGTGBCGACCATTTCTGCAAACTCCGATCACAATATCG6GAAACTCATC
E1T@Q@VATTISANSDHNTIGKTL.I
550 570 590 |
GCTGACGCTATGGAAAAAGTGGETAAAGACGECGTGATCACCGTTGAGGAAGCTAAGGGE
ADAMETKVY 6 KDGEVITVYETEA ATEKSE
610 630 650
ATTGAAGATGAATTGGATGTCGTAGAAGECATGCAATTTGATAGAGGCTACCTCTCCCCT
I EDE LDV VEGMQFDRGYLS®P

FIG. BA

34/36



DE 693 34 197 T2 2008.12.11

670 690 710
- TATTTTGTAACGAACGCTGAGAAAATGACCGCTCAATTGGATAATGCTTACATCCTTTTA
Y FVTNAEKMTAQLDNAYTLL

730 750 770
ACGGATAAAAAAATCTCTAGCATGAAAGACATTCTCCCGCTACTAGAARAAACCATGAAA
TDKKISSMKDILPLLETEKTHMEK

790 -810 . HindIIl
GAGGGCAAACCGCTTTTAATCATCGCTGAAGACATTGAGGECGAAGCTTTAACGACTCTA
EGGKPLLTITITAEDTIEGEALTTIL

850 870 890
GTGGTGAATAAATTAAGAGGCGTGTTGAATATCGCAGCGGTTAAAGCTCCAGGCTTTGGE
VV.NKLRG6VYLNTIAAVKAPSGTFG

910 . 930 : 950 ‘
GACAGAAGAAAAGAAATGCTCAAAGACATCGCTATTTTAACCGGCGGTCAAGTCATTAGC
DRRKEMLIKDTIAILTGG Q@@ VIS

870 930 - 1010
GAAGAATTGGGCTTGAGTCTAGAAAACGCTGAAGTGGAGTTTTTAGGCAAAGCTGGAAGG
EELG6L SLENAEVETFLGIKAGHR

1030 1050 - 1070
ATTGTGATTGACAAAGACAACACCACGATCGTAGATGGCAAAGGCCATAGCGATGATGTT
1 VI DKDNTTIVDGKSGHSDIDYV

1080 1110 1130
AAAGACAGAGTCGCGCAGATCAAAACCCAAATTGCAAGTACGACAAGCGATTATGACAAA
KDRV AQTI KT@QTIASTTSDYDK

1150 1170 - 1190
GAAAAATTGCAAGAAAGATTGGCTAAACTCTCTGGCGGTGTGGLTGTGATTAAAGTGGEE
EKLQ@ERLAKLSGSGV AV IKVEGE

1210 : 1230 1250
GCTGCGAGTGAAGTGGAAATGAAAGAGAAAAAAGACCGGGTGGATGACGCGTTGAGCEEE
A°AS EVEMIKEIKIKTDRYDDALTS A

1270 1290 1310
ACTAAAGCGGCGGTTGAAGAAGGCATTGTGATTGGTGGCGETGCGGCTCTCATTCGCGEE
T KAAVEEGTIVI GGG AALTIRA

FIG. 5B
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1330 1350 ‘ 1370 .
GCTCAAAAAGTGCATTTGAATTTGCACGATGATGAAAAAGTGGGCTATGAAATCATCATG
A Q KV HLNLGBHDDETKVSGYTEITITM

1390 1410 1430
CG6CGCCATTAAAGCCCCATTAGCTCAAATCECTATCAACGCTGGTTATGATGGCGGTATG
R A'I KAPLARQTIAINAGYTDGSG V

1450 _ 1470 1490 ,
GTCGTGAATGAAGTAGAAAAACACGAAGGGCATTTTGETTTTAACGCTAGCAATGGCAAG
VVNEVETKUHEGHTFGTFHNASNGK

1510 1530 1550
TATGTGGATATGTTTAAAGAAGGCATTATTGACCCCTTAAAAGTAGAAAGGATCECTCTA
Y VDMFIEKTETGGTIIDPLIKVETRTIA AL
. 1570 , 1590 1610
CAAAATGCGGTTTCEGTTTCAAGCCTGCTTTTAACCACAGAAGCCACCGTGCATGAAATC
@ NAVSYVY S SLLLTTEARATVHE.!I

1630 1650 1670
AAAGAAGAAAAAGCGACTCCGGCAATGCCTGATATGGGTGECATEGGCEETATCGGAGGE
K EEKATPAMPIDMGOGMGGE™MG 6

, 1690 - 1710 © 1730 .
ATGGGCGGCATGATGTAAGCCCGCTTGCTTTTTAGTATAATCTGCTTTTAAAATCCCTTC
M 6 G MM =

1750 1770 1790

TCTAAATCCCCCCCTTTCTAAAATCTCTTTTTTEG6GGGETGCTTTGATAAAACCGCTCE

1810 : 1830
CTTGTAAAAACATGCAACAAAAAATCTCTETTAAGCTT

FIG. 6C
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