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Beschreibung
GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Diese Erfindung betrifft antigene Peptidsequenzen aus den Bakterien Neisseria meningitidis und Neis-
seria gonorrhoeae.

HINTERGRUND

[0002] Neisseria meningitidis und Neisseria gonorrhoeae sind nicht-motile, Gram-negative Diplococcen, wel-
che fur Menschen pathogen sind.

[0003] Basierend auf dem kapsularen Polysaccharid des Organismus wurden 12 Serogruppen von N. menin-
gitidis identifiziert. Gruppe A ist das Pathogen, das am haufigsten epidemische Erkrankungen im subsahari-
schen Afrika verursacht. Die Serogruppen B und C sind fir die grolte Mehrheit von Fallen in den Vereinigten
Staaten und in den meisten Industrielandern verantwortlich. Die Serogruppen W135 und Y sind fiir den Rest
der Falle in den Vereinigten Staaten und in den Industrielandern verantwortlich.

[0004] Der Meningococcen-Impfstoff, welcher derzeit in Verwendung ist, ist ein tetravalenter Polysaccha-
rid-Impfstoff, der aus den Serogruppen A, C, Y & W135 zusammengesetzt ist, aber MenB bleibt ein Problem.
Der Polysaccharid-Ansatz kann nicht angewendet werden, da das kapsulare MenB-Polysaccharid ein Polymer
einer a(2-8)-verknipften N-Acetylneuraminsaure ist, welche auch in Saugergeweben vorhanden ist. Ein An-
satz fur einen MenB-Impfstoff verwendet Gemische von dufleren Membranproteinen (OMPs). Um die antigene
Variabilitdt zu umgehen, wurden multivalente Impfstoffe, die bis zu neun verschiedene Porine enthalten, kon-
struiert [z. B. Poolman JT (1992) Development of a menigococcal vaccine. Infect. Agents Dis. 4: 13-28]. Zu-
sétzliche Proteine zur Verwendung bei AuReren-Membranprotein-Impfstoffen waren die opa und opc-Proteine,
aber keiner dieser Ansatze war in der Lage, die antigene Variabilitdt zu umgehen [z. B. Ala'Aldeen & Borriello
(1996), The meningococcal transferrin-binding Proteins 1 and 2 are both surface exposed and generste bac-
tericidal antibodies capable of killing homologous and heterologous strains. Vaccine 14(1): 49-53].

DIE ERFINDUNG

[0005] Die Erfindung stellt Fragmente des ORF-1-Proteins bereit, das in der internationalen Patenanmeldung
WQ099/24578 offenbart wird, worin die Fragmente mindestens eine antigene Determinante umfassen.

[0006] Spezifisch stellt die Erfindung ein Protein, umfassend eh Fragment von SEQ ID 650 aus W099/24578:
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MKTTDKRTTETHRKAPK TGRIRFSPAYLAICLSTGILPQAWAGHTYFGINYQY
YRDFAENKGKFAVGAKDIEVYNKKGELVGKSMTK APMIDFSVVSRNGVAAL
VGDOYIVSVAHNGGYNNVDFGAEGRNPDOHRFTYKIVKRNNYKAGTKGHPY
GGDYHMPRLHK FVTDAEPVEMTSYMDGRK Y IDQNNYPDRVRIGAGRQYWRS
DEDEPNNRESSYHIASAYSWLVGGN TFAQNGSGGGTVNLGSEKIKHSPYGELP
TGGSFGDSGSPMETY DAQKOKWLINGVLOTGNPYIGKSNGIQLVRKDWFYDEI
FAGDTHSVEYEPRONGK YSENDDNNGTGKINAKHEHNSLPNRLK TRTVQLEFN
VSLSETAREPVYHAAGGVNSYRPRLNNGENISFIDEGKGELILTSNINQGAGGL
YFQGDFIVSPENNETWQGAGVHISEDSTVTWK VNG VANDRLSKIGKGTLHVQ
AKGENQGSISVGDG I'VILDQOADDKGKKQAFSEIGLVSGRGTVOLNADNQFNP
DKLYFGFRGGRLDLNGHSLSFHRIQNTIEG AMIVNHNODKESTVTITGNKDIA
TTGNNNSLDSKKEIAYNGWEFGEKDTTKTNGRLNLV YQPAAEDR TLLLSGGTN
LNGNITOTNGK LFFSGRPTPHAYRHLNDHWSQKEGIPRGEIVWDNDWINRTFK
AENFQIKGGQAVVSRNVAK VRGDWHLSNHAQAVFGVAPHQSHTICTRSDWT
GLTNCVEKTITDDKVIASLTK TDISGNVDLADHAHINL TGLATLNGNLSANGD
TRYTVSHNATONGNLSLVONAQATFNQATLNGNTSASGNASENLSDHAVONG
SLTLSGNAKANVSHSALNGNVSLADKAVFHFESSRETGQISGGKDTALHLKDS
EWTLPSGTELGNLNLDNATITLNSAYRHDAAGAQTGSATDAPRRRSRRSRRSL
LSVTPPTSVESRFNTLTVNGKLNGQGTFRFMSELFGYRSDKLKLAESSEGTY TL
AVNNTGNEPASLEQLTVVEGKDNKPLSENLNFTLONEHVDAGAWRYQLIRKD
GEFRLINPVKEQELSDKLGKAEAKKQAEKDNAQSLDALIAAGRDAVEKTESY
AEPARQAGGENVGIMQAEEEKKRVQADKDTALAKQREAETRPATTAFPRARR
ARRDLPQLQPQPOPOPORDLISRY ANSGLSEFSATLNSVFAVQDELDRVFAEDR
RNAVWTSGIRDTKHYRSODFRAYRQQTDLRQIGMOKNLGSGRVGILFSHNRT
ENTFDDGIGNSARLAHGAVFGQYGIDRFYIGISAGAGFSSGSLEDGIGGKIRRRY
LHYGIOARYRAGFGGFGIEPHIGATRYFVQKADYRYENVNIATPGLAFNRYRA
GIKADYSTKPAQHISITPYLSLSY TDAASGK VR TRVNTAVLAQDEGKTRSAEW
GVNALIKGFTLSLHAAAAKGPQLEAQISAGIKLGYRW

bereit,
wobei das Fragment:
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(a) ein oder mehrere der Aminosaurefragmente  9-18, 71-73, 83-87, 118-120, 174.

179, 191-193, 351-354, 360-363, 368-372, 381-384, 404497, 545-549, 650-657, 696-
780, 708-711, 732-741, 74R-752, 771-775, 809-811, §74.878, 926-932, 934-939, 972.
977, 1001-1004. 1007-1014, 1055-1059, 1064-1069, 1074-1076, 1084-1087, 1093-
1108, 1153-1156, 1182-1186, 1188-1192, 1197-1202, 1214-1224, 1228-1232, 1243.
1246, 1261-1271, 1302-1305, 1391-13%94, 1410-1415, 1-21, 66-87, 115-120, 124-161,
168-175, 178-218, 229-231, 233-241, 246-236, 260-270, 276-279, 293-299, 301-308,
316-319, 322.359, 367-375, 383-394, 396405, 410-415, 425-435, 441-448, 435-467,
471-486, 490-501, 516-525, 559-566, 570-591, 593-608, 615-621, 632-640, 642-65D,
653-667, 671-690, 693-710, 719-722, 727-748, 752-764, 779-790, 793-T99, §15-827,
825-835, 843-849, 860-862, 865-904, 914-544, 5948-957, 961970, 980-994, 1000~
1008, 1013.1027, 1034-1037, 1045-1054, 1056-1081, 1090-1113, 1117-1160, 1162-
1175, 1177-1184, 1197-1211, 1215-1238, 1240-1250, 1256-1273, 1286-1288, 1293-
1295, 1297-1314, 1321-1319, 1334-1337, 1345-1352, 1363-1379, 1391-1403, 1410~
1419, 1424-1427, 1437-1450, 56-64, 66-82, 124136, 140-151, 180-187, 190-199, 202-
217, 237-239, 246-253, 263-268, 324-328, 331-359, 369-375, 385-393, 428-432, 44]-
447, 455-464, 471477, 519-523, 560-566, 571-577, 582-391, 596-606, 658-667, 697-
703, 737-748, 752-756, 761-764, 782-788, 369-873, §78-892, 916-912, 927-943, 950-
956, 964-967, 981-993, 1002-1008, 1015-1025, 1090-1111, 1117-1144, 1149-1159,
1165-1174, 1197-1210, 1243-1249, 1257.1269, 1271-1273, 1301-1304, 1306-1314,
1321-1325, 1346-1352, 1364-1371, 1373-1375, 1395-1403, 1411-1419, 1437-1447,
53-64, 162-175, 174-218, 300-308, 381-394, 490-503, 545-534, 560-566, 642-657,
650-667, 693-711, 727-752, 748-764, 1000-1014, 1007-1027, 1162-1178, 1174-1184,
1214-1238, 300-304, 368-375, 545-554, 678-686, 6%96-703, 732-748, 748-756, 874-
882, 926-943, 1001-1008, 1002-1014, 1055-1083, 1165-1178, 1287-1771, 1261-1273,
1301-1305, 926-939, 1182-1192, 1162-1184, 229-241, 293-308, 383-405, 570-608,
632-650, 815-835, 1045-1083, 1117-1175, 1162-1184, 1215-1250, 1293-1314, 56-82,
66-86, 1257-1273, 1301-1314 und/oder 1364-1375 von: SEQ ID 650 umfasst,

und
(b) mindestens eine antigenische Determinante von SEQ ID 650 umfasst, und
(c) nicht mehr als 1456 Aminosauren von SEQ ID 650 hat, und
(d) nicht mehr als 1449 Aminosauren von SEQ ID 648 aus W099/24578 hat
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1 METTDERETTE THREAPKTSR 1HEXAAYLAI CLSFGILPOR WRAGHIYFGIN

54 YOYYRDFAEN KOKTAVGAKD IEVYNKEGEL VOHESMTHADM IUESVVSRNG
101 VREBLVGVRYD YEVIGINGGETN RVEDFGREEMN IXDOXRRTYH IVHERRNYHKAGS
181 TKGHPYGGDY HMPRLHEKYXVT DREPVEMTSY MDGRKYIDQNM WYPDRVRIGH
201 CROYWRSUED EPNMRESSYH IAS8....... vovenn- 53 PMFIYDACKD
251 KALTHGVLOT GREYIGKSNSG FOLVRHOWEY DEIFASOTHS WEYEPRQHNSK
301 YSFNDDNNGT GEINAKHEYH SLPNRLETRT VOLTHVSLSE TAREPVYHAR
351 GGVHSYRPRL MNGENISFID ZGKGELILTS NINQGRGGLY FCSDTTVIPE
401 NMNETWOGAGY HISEDSTVTW KVNGVANIRL CKIGKGTL.. . v.eie....

r
147 ve oo« DEVTAS LTETDISZGNY DLADHERRLNL TGLATLHAGHL
181 SRENGDTRYTY SHNATONGNX SLVXNRQATE NOATLNGNTS ASGWASFNLS
801 DHAVOHNGSLT LSGHRKANVE HERLNGNVSL ADKAVEHFES SHFTGUISGEG
851 XDTALELKDS EWTLPSEXEL GNLNLDNATI TILNSAYRHDA AGRUTGSATD
901 APRRRSRRSR HSLLEVTEPT SVESEFNTLT WNCELNGIGT SRFMSELFGY
451 REDKLKLAES SEGTYTLAVN NTGNEPASLE QLTVVEGKDH KPLSCNLNET
1001 LONEEVDAGE Buviiieeen vranss e e seerr et
;f

T 3 . LDRVFXEDR
12¢1 RNABVETSGIR DTEBYRSUDF RAYROOTDLR QIGMIKNLGS GRVGILZSHH
1251 RTENTFDDGI CN3ABRLAMGA WRSQYSIDRE YIGISAGRGE SSGSLSDIIG
1361 XKMRRRVLHY GIQERYRAGE GOPGIEEHIG ATRYTWQHAD YRYINVHIAT
1351 PGLAFNRYRA GCIKADYSFKP AQHISITPYL SLSYTDRASG EVRTRVNTAV

1401 LRQDFGKTRS AEWGVNAEIK GETLSLHABA AKGPOLEACH SAGIKLGYRH, und

(e) nicht mehr als 1448 Aminosauren von SEQ ID 652 aus W099/24578 hat

THRXAPKTGR
KGKFAVGRED
VEVERHRGGY M

PRLHEEVTDA -

GDLEYSHAVL
GEFMFIYDET
HTVNFZPRSEN
ETDEERYYLA
FEGOETVEERE
DAKGENOGSE
QENPDRLYFG
TGRESITOES
BRTXRLLSGE

EIVWDNDHIX
APHOSHTICT
AALZGHENLX
NASESGENASFE
FEMSRETAOL
HORAGROQTEX
ERFMSELEGY

IRFSPATLAL
TEVYNKEKGEL
NYDEFGAEGYH
EEVEMTEDMR
IGGNTHMOGR
KHEKRLIASVLE
GEESFTEMNRN
GEVNOYRIRL
NNETWAGAGY
SYGDETVILD
FRGCGELDLNG
GEWINRL¥YS
MLESNITOTH
RTPKAENPHI
FECHTCLTNG
CHLSANGITR
NLENEAAONG
SGSRXTRLEL
VSDTPRRRSR
KSDKLELARES

CLEFGTLEDA
VGREMTKALY
PRCHRFSYOL
GRT{SUKEKY
GHNGVXSLSS
CTSYFYSCRE
STCTVTETHE
NHGERLSEID
HISEDSTVTW
QOALDKGKKD
ESLSFHRION
KETAYNGHEG
GELFFSCRET
QGEEQLVISRN
VEXAITDDKY
YTVSHNATDN
SLTLSONAKA
KDESEWTLESG
RSLLEVIPET
SEGTYTLAVE

WASHTYFGIN
IDETSVVERNG.
VKRNNYKP DY
PERVRIGSGH
DVRRANDYGP
NGFOLIRKDW
KVSNEELKVO
YGNGKLILSN
KUNGUANDRL
AFSEIGLXSS
TDESRMINXH
EXDTTKTNGR
PHAYNHLGSS
VAKVEGDKHL
IASLTKTING
GNL3LVGNAQ
NUSHSALNGH
TELGSLELDH.
SVESRENTLT
HTGHEFVILD

1 MEKTTDRRTTE
S YQYYRDFAEN
101 VAALVGDQYI
151 SHPYNGDXHM
201 HYWRYDCODEH
251 MPIAGRAGDS
301 FEYDDIYRGDT
351 TVRLEDESLH
401 WINQGAGGLY
451 SKICKGTLRY
501 RGTYSLNADH
551 NWATTTSTVTI
601 LNLVYOPALE
651 WSEMEGLPOS
301  SHHAQAVEGY
751 GYXVELXYNEX
801 ATFNQATLNG
831 VSLADKAVFH
201  ATITIHNSETR
351 VNGKLNYCET
1001 QLTVVEGKDN
1051 OTLEPRLGKA
1101  ENVGIMQAEE
1151 PREOPQEDDQ
1201 HAVETSETIRX
1261 TENMFODSIG
1301 EIEMKVLEYS
1341  GLAFNRYRAS
1401 AQDFSKTRESA

KELZENLNTT
EAKKLREX DN
ERKAVORDKD
PRQETLYSEYR
THEHYRSQDFR
KSRRLEHGAEV
TCARYERGPG
TKRDYSFEDA
EWGVIALIKG

LONENVDAGE
AQSLDALIZA
SELAKGRERS
NSGLSEFSAT
AYPROSTDLRY
ETDYGIGRFD
GEGIERYIGN
CHXSTTRYNS

TTLAXHARAD KEPQRLERQHE

WEYQLIRENG
GROZABNTES
TREXTTAFPR
LNSVIAVODE
ICHDENLGES
TB1STGACES
TRIFVORADY
LSYTOARSGK
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TFRIBNPVKE
VAEPRRIAGG
REXLRRDLEQ
LIRVTAELRR
EVGILFSENR
IEXLIDGIGG
YT IATE
YRTAVNTAVL
AGIKLGYRW,

und
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(f) nicht mehr als 1467 Aminosduren von SEQ ID 654 aus W099/24578 hat

1 MNETTDRRTTE THRKAPRICR IRFSPAYLAI CLEFCILPQA RAGHTYIGIN
5] YOYYRDTITH ESKTAVGLED IEVYNRESIL VGEHKSMTEAPM IDESVVSBHG
101 VRALAGDOYI WSVAHNGTYN NVDFGREGSN PIOHRFSYRI VERNNYRAGT
151 HSADPYGEGLYH MPRLAEFYTD AESVEMTSYM LOWEYADLWE YPURVELGAS
01 EQYWRSDEDE PHNRESSYHI ASAYSALVGS WTERQNGEGE GTVRLGIENI
251  KHSPYGELPT GOSFEDSSSP MPIVDAQKOK WLINGVLOTGE MPYIGKSKEE
301 QLVREDWTFYD SIFAGDTEEV FYEPHONCEY FTINONNWGEAG KICEREHFEHYS
351 LEYRLETRTV {LFHVSLSET ARFFVYEARAR GVHIYRFRIMN NGENISFIDK
401 CHGELILTSN INQSAGILYFP mGHFTVEPEN NETWIGAGVH TSDCSTVIWK
151 VNGVAKDRLS KISKCTLLVE AXGERDE3YS WODGKVILDD QADLOGKKQA
501 FSELIGLVSCE CTVQLNRENG FNFDELYFEE RGSRLILNGH ZLEFHRIQNT
€41 DEGAMIVHER QDEZSTYTIT CNKDITTIGH NHRLDSKHZI RYNGWFGEKD
§01 MITHTHGCLNL WYPPEEADRT LLLOGETNLE GUITOINGKL FRSGRFTEHA
£51  TNELGCSCWESR MECIPUCEIV WDNDMIDRTI HRENFHIQRG QAVVSRNVAK
701 VEGDWELSKH RQAVEISVAFR QBHTICTRSD WTGLTSCTEK TITDOEVIAS
751 LSETDVRGHEV SLADHMAINL TGLATENGHL VORETRTIRL RANATONGHML
80} SLVGNZQATF NQATLNGHTS ASDRASTNLS RHAVONGSLY LSDNRIANVS
EST  HSRLNZGNVSL ADKLVTHFEN SRIPTUEISGS FDTALHLEDS EWTLESETEL
€01  SNLYLDRAYTI TLNSEYZHOA AGARDOTCOSAAD APRRRSERSL LSVTPFTSRE
451  SRENTLTVNG KLNGDSTFRF MSELIGYRSG KLKLAESSEG TYTLAVRHTG
1001 WIPVBLEQLT VWWECKDRTPL SENLMNETION BEHVIAGAMWRY JLIRBKIGETR
1051 LHNPYEEROBL SONLGEXNGET EBAALTAALRQ LBAKQGHAEKD KAQSLIALLIA
1101  RSREATEKAE SVAEPRMDNG GEWACIMORE EEKERVOARDK DTALRKOREA
1151 ETRPATTAFP RARRARKDLE CPQROPYEQP UHOLISRYAN SGLSEFSATL
1201 HSWFAVODSL DRVFREDRRN AVWTAGIRDT KRYREQOFRA YROITDLRQI
251 GMCKNLESGR VGILFSHMRT GHITDDEIGN SARLAHGRVE GUYGIGRFDI
1301 GISAGAGFEAES GALSDSYIRGK IRRRVLAYGI QERYRAGEGG FLIEPHIGAT
23%1 RYFVOKEDYR YENVNIATEG LAFHRYRAGI KADYSEEPAD #1SITPYLEL
1401  SYTOALSSKY RTEVNTEVLA QLFEKTRSAE WCVHAEIKGE TLSLHARAAK
1451 GEJLEAQHSA GIKLSYRE, und

(g9) nicht SEQ ID 2

MITTOYRTTE THREAPETCRIRSSPAYLAICLS PG TLPOAAAGHTYFD INYQYYRDFAEN
SERFAVGAKD I EVYNKEGELVIRSM TKALPKI DFSVVERNGVALLAYGDLY TVE WRHNGEYN
I DEGAESSN P DOHR F SYQ IVRILINY MASTHOHPY O S DYHAPRLHKF V] DAEPVEMTSYH
DGRKY IDQHNY PDRVR IGAGRQYMRSOEDEPNNRESS YH TAENYSWLYGENT FADNCSEG
CerLGSSRIKHS PYSPL P TOOS PCUSCE PP YORQUCKRLING VLY TN PYIGN NGF
CLVYRKDRFYDE I PAGDTHSVEY P ROGNGKYTRHINNNG TG R IBAFHERNS LEWRLKTRTY
QLFNVSLSETAREPVYHAACGVNSYRERLEHGBHISFIDED KGELILTSNINOCAGCGLYF
G DFTVS PERRETWQAAOVE ISEDSTVTWHVHGVANDRLEK] QRGTLNVQARCENQGSIS
VGBGRYI LDOOADENNEKCAPSELCLYSGRGTVY LMADHOENPORLY FGFRGURIDLIEH
2LE FHRINTOECAM IVHKIEOBZEE S TVT I TONKD CATTORNN S LIS K KE TRYNGNFGEKD
TTETNGRIK LY YOPAREDR TLLLS GG TNLHGR T TUTRGELF FSSRPT PHAVNHLISOWS

(KET IPGTUE I VRDHT N INRT FRAENFRIQGCOAVT & RNVAEVEGTHE LENEAQRVFOVATH

CEHT IR W TS L TN OV RET LTV I AS IR R L SGNY S TADRANLNL TS LAT LML
SANGLTRY TVSHHATONI DLS LYGRACATINGA T INGH TS ASGRASFRLERNAVONGEL T
L AGRA Y ANV S HSA LN S LAD KAV HFES S RF T L SGSEDTALYLY DS EWTLESSTEL
SHNLNLDNAT I TN EAY RHOAAGAQN GS A TEATRRPERESLLS VTR PRASAESHENT LT VNG
KNG TFRIMEEL PG Y RSOEL KL AES SEC TY TLAVIIN I ONE PVS LDO LTV VEG KON ZEL,
SERLNFTLONEREVRACRWRYQL LIRKDGEFRLENEVRKEQELSORKLOFAEARKOAS KONASS
LDALIARGEDAVEXTESVAR PARCASGERVGIMOAL EEEKRVORDRUTALALQORESKTE P
RUTAFPRARRAP A DLEPO PO POF) POPOROLI BN Y ANSSLSEFSATLNS VEAVODELDRY F
AEDRRRAVW IS L RO TRHKYRSOD FRAYROQTOLRD ICH NN LG SGRVE ILFSRNRTENTF
PGS IGNSARLANICAVECIYSIGRFOIGISTRAGFS BSOS LS DDIGS KIRREVLEY 55 DARY
RASFGGRC IEPHIGATR Y FFOEALY RYENVRIRATRULAFNEYRAS [EADYOFR ;‘;&Dil— sy
TPY LS LAY TEAASGEVR TRVENTAY LA ORGRE TR BAL WOVEA R I KA T LS LHARALKG BOL
CROHSASE LLOYRW
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oder SEQ ID 4 aus W0O99/55873 ist

M T T OR T TR A R T GR LRI PAY LA LB PO L P ORI FE IR Y QY Y ROFRIEN
LT AVGAKD I EV YR ERCE VO SN T A P I DF SV VS REGVRALYCDOY T VEVARNDSYN
HV O CARGRR DGR R BT Y TV RN Y KAG TG PY S D YHME REREFVTOAS IVEITA Y

DGREY IDCINY PORVRISKGROYWREDEDS PNRRES S YHT ASLY BRIV EOITTITAONGEGS
CTVNLOSENI RN DY GFLP DGESESDICS PHYEY YUNGECEHNL ING VLG TGRY IGKSNG P
QLVREDHFYDE ] FAGDTEIVEYSPRONCGHYS FRDDNHO DG INARHEHY S LONRLKTRTY
QLIS LSBT AR ECVYIAAGSYNSYR FRANNGENTS FlDEGRGELILTEN I NOOASSLY S
QGOFTVS PERNETWOGAGVHISEDS TYTHENCVANDRLS KICHOTLHVDAKBERDGEIS
VGRS TV I WONADDRBRINQAFBEISLYSS RGO A DONQ PN PO RLY FOERGER LDLI'TGQ
SLSTHRIGNTOZGAMTVINHND DI ES TVTITONLD TATICHINSLDSERETAYHOWIGEKD
TTETHGRELNLYY QPAREDR TLLLSCSTHLRON I TOTES ELFTEGRPTPHAYNHLN DS
KECIPRCETVRDNDRINETPRAENSQZ HCBOANY SRV ARV DL SHHADBVEGVADPH
QERTICTRSOVTOLTNCVERTITODEVINELTITD L SGNVILADRAHLNLTS LATLIGHL
BARSDTREYTVESHNATONGHLS LG AOATFIOATING N TSASGHAS Y LODHAVONGELT
LEGRAKARVEHIALNSNVE LIDEAY FHFESSRFTGQISOORD TALMLEDSSWTLD SCTEL
G LELDRATE TS AV IHDARGAC T RS ATOAPRERSRE SRRELLSVTP T3 VESSFNTLT
VHGRIISOITTR FMESELPSY RS DR LK LAESS B TYTLAVRNTSNEFAS LEQLTWIRSKEN
KPLSERPRPTLONENTASAWRYC LIRSS TRLHNPVEEQELSDKLS ERZREKGAREKDN
ADELOALIDASRDAVE ﬁasvmmomsmn@mmmmmmmrmmam
TEFATTATFRARRARR DL P Lo PO PO PRI L ISR Y ANSSLSEFSAT LRSVFAVUDELD
RV EREERRNAVIHT B [RUT KA RSODY RAYROUOTOLRQ IGMQ KN LGSCRVO T LESHINR T
HTPDDG 1GNNS AR LK AV PAOYIIDE P Y IS I SACALFS SGS LSDGIGOKIRRRVLHYEIO
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[0007] Die erfindungsgemafen Proteine kénnen natirlich mit verschiedenen Mitteln (z. B. rekombinante Ex-
pression, Reinigung aus Zellkultur, chemische Synthese etc.) und in verschiedenen Formen hergestellt werden
(z. B. native, C-terminale und/oder N-terminale Fusionen etc.). Sie werden bevorzugt in im Wesentlichen reiner
Form hergestellt (d. h. im Wesentlichen frei von anderen Neisseria- oder Wirtszellproteinen). Kurze Proteine
werden bevorzugt unter Verwendung chemischer Peptidsynthese hergestellt.

[0008] Gemal einem weiteren Aspekt stellt die Erfindung Antikorper bereit, welche die erfindungsgemalien
Fragmente erkennen, unter der Vorraussetzung, dass die Erfindung in ihrem Geltungsbereich nicht Antikérper
umfasst, welche eine von 446 vollstandigen Proteinsequenzen in W099/24578 erkennen. Die Antikdrper kon-
nen polyclonal oder vorzugsweise monoclonal sein und kédnnen mit beliebigen geeigneten Mitteln hergestellt
werden.

[0009] Die Erfindung stellt auch Proteine bereit, umfassend Peptidsequenzen, welche durch diese Antikdrper
erkannt werden. Diese Peptidsequenzen schlieRen natirlich Fragmente der Neisseria-Proteine in
WQ099/24578 ein, sie umfassen aber auch Peptide, welche die antigene Struktur der Neisseria-Peptide imitie-
ren, wenn sie an Immunglobulin gebunden sind.

[0010] GemaR einem weiteren Aspekt stellt die Erfindung Nucleinsauren bereit, welche die erfindungsgema-
Ren Fragmente und Proteine codieren, unter der Voraussetzung, dass die Erfindung innerhalb ihres Umfangs
nicht Nucleinsduren umfasst, welche eine der 446 Proteinsequenzen in W099/24578 codieren.

[0011] Zusatzlich stellt die Erfindung Nucleinsauren bereit, welche Sequenzen umfassen, die homolog zu die-
sen Sequenzen sind (d. h. mit Sequenzidentitat dazu). Weiterhin stellt die Erfindung Nucleinsauren bereit, wel-

che an diese Sequenzen hybridisieren kdnnen, vorzugsweise unter Bedingungen ,hoher Stringenz" (z. B. 65°C
in einer L6ésung von 0,1 x SSC, 0,5% SDS).

[0012] Es sollte auch anerkannt werden, dass die Erfindung Nucleinsauren bereitstellt, welche Sequenzen
umfasst, die komplementéar zu den vorstehend beschriebenen sind (z. B. zu Antisense- oder Sondenzwecken).

[0013] Erfindungsgemafie Nucleinsduren kénnen natirlich auf vielen Wegen hergestellt werden (z. B. durch
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chemische Synthese, aus genomischen oder cDNA-Genbanken, aus dem Organismus selbst etc.) und kénnen
verschiedene Formen annehmen (z. B. Einzelstrang, Doppelstrang, Vektoren, Sonden etc.). Zusatzlich um-
fasst der Begriff ,Nucleinsaure" DNA und RNA und auch ihre Analoge wie jene, die ein modifiziertes Rickgrat
enthalten, und auch Peptid-Nucleinsduren (PNA) etc.

[0014] Gemal einem weiteren Aspekt stellt die Erfindung Vektoren bereit, welche die erfindungsgemalien
Nucleotidsequenzen (z. B. Expressionsvektoren) umfassen, und Wirtszellen, die mit solchen Vektoren trans-
formiert sind.

[0015] Gemal einem weiteren Aspekt stellt die Erfindung Zusammensetzungen bereit, welche erfindungsge-
maRes/n Protein, Antikdrper und/oder Nucleinsdure enthalten. Diese Zusammensetzungen kénnen zum Bei-
spiel als Impfstoffe oder als diagnostische Reagenzien oder als immunogene Zusammensetzungen geeignet
sein.

[0016] Die Erfindung stellt auch erfindungsgemafe Nucleinsauren, Proteine oder Antikdrper zur Verwendung
als Medikamente (z. B. als Impfstoffe oder als immunogene Zusammensetzungen) oder als diagnostische Re-
agenzien bereit. Sie stellt auch die Verwendung von erfindungsgemafen Nucleinsauren, Proteinen oder Anti-
kérpern bei der Herstellung von: (i) einem Medikament zur Behandlung oder Vorbeugung von Infektionen
durch Neisseria-Bakterien, (ii) einem diagnostischen Reagens zum Nachweis der Anwesenheit von Neisse-
ria-Bakterien oder von Antikdrpern, die gegen Neisseria-Bakterien hervorgerufen wurden, und/oder (iii) einem
Reagens, welches Antikdrper gegen Neisseria-Bakterien hervorrufen kann, bereit. Die Neisseria-Bakterien
kénnen von einer/m beliebigen Art oder Stamm sein (wie N. gonorrhoeae), sie sind aber vorzugsweise N. me-
ningitidis, insbesondere Stamm A oder Stamm B.

[0017] Eine Zusammenfassung der Standardtechniken und -verfahren, welche angewendet werden kdénnen,
um die Erfindung auszufihren (z. B. um die offenbarten Sequenzen zur Impfung oder zu diagnostischen Zwe-
cken zu verwenden) folgt. Diese Zusammenfassung ist keine Einschrankung der Erfindung, sondern gibt eher
Beispiele an, die verwendet werden kénnen, jedoch nicht erforderlich sind.

Allgemeines

[0018] In der Praxis verwendet die vorliegende Erfindung, wenn nicht anders angegeben, konventionelle Ver-
fahren der Molekularbiologie, Mikrobiologie, rekombinanter DNA und der Immunologie, welche gemall dem
Stand der Technik sind. Solche Verfahren werden in der Literatur ausfuhrlich erklart z. B. Sambrook Molecular
Cloning, A Laboratory Manual, Zweite Auflage (1989), DNA Cloning, Bande | und Il (D.N Glover Hrsg. 1985),
Oligonucleotide Synthesis (M.J. Gait Hrsg., 1984), Nucleic Acid Hybridization (B. D. Hames & S. J. Higgins
Hrsg. 1984), Transcription and Translation (B. D. Hames & S. J. Higgins Hrsg. 1984), Animal Cell Culture (R.
I. Freshney Hrsg. 1986), Immobilized Cells and Enzymes (IRL Press, 1986), B. Perbal, A Practical Guide to
Molecular Cloning (1984), die Serie Methods in Enzymology (Academic Press, Inc.), insbesondere die Bande
154 & 155, Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells (J. H. Miller und M. P. Calos, Hrsg., 1987, Cold Spring
Harbor Laborstory), Mayer und Walker, Hrsg. (1987), Immunochemical Methods in Cell and Molecular Biology
(Academic Press, London), Scopes (1987) Protein Purification: Principles and Practice, Zweite Auflage (Sprin-
ger-Verlag, N. Y.) und Handbook of Experimental Immunology, Bande |-V (D. M. Weir und C. C. Blackwell,
Hrsg. 1986).

[0019] Standardabkiirzungen fir Nucleotide und Aminosauren werden in dieser Beschreibung verwendet.

[0020] Alle Veroffentlichungen, Patente und Patentanmeldungen, die hier zitiert werden, werden vollstandig
durch Bezugnahme eingebunden.

Definitionen

[0021] Eine X enthaltende Zusammensetzung ist ,im Wesentlichen frei von" Y, wenn mindestens 85 Ge-
wichts-% des gesamten X + Y in der Zusammensetzung X ist. Vorzugsweise umfasst X mindestens etwa 90
Gewichts-% des gesamten X + Y in der Zusammensetzung, starker bevorzugt mindestens etwa 95% oder so-
gar 99% Gewichts-%.

[0022] Der Begriff ,umfassend" bedeutet ,einschlief3lich" sowie ,bestehend aus”, z. B. kann eine Zusammen-
setzung ,umfassend" X, ausschlie3lich aus X bestehen oder sie kann etwas zusatzlich zu X beinhalten, wie X
+Y.
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[0023] Der Begriff ,antigene Determinante" umfasst B-Zell-Epitope und T-Zell-Epitope.

[0024] Der Begriff ,heterolog" bezieht sich auf zwei biologische Komponenten, welche in der Natur nicht zu-
sammen gefunden werden. Die Komponenten kdnnen Wirtszellen, Gene oder regulatorische Regionen wie
Promotoren sein. Obwohl die heterologen Komponenten in der Natur nicht zusammen gefunden werden, kén-
nen sie zusammen funktionieren, wie in dem Fall, wenn ein zu einem Gen heterologer Promoter funktionell mit
einem Gen verknupft ist. Ein anderes Beispiel ist, wenn eine Neisseria-Sequenz zu einer Maus-Wirtszelle he-
terolog ist. Ein weiteres Beispiel waren zwei Epitope von denselben oder verschiedenen Proteinen, welche in
einem einzelnen Protein in einer Anordnung zusammengefligt waren, die in der Natur nicht gefunden wird.

[0025] Ein ,Replikationsursprung" ist eine Polynucleotidsequenz, welche die Replikation von Polynucleotiden
initiiert und reguliert, wie ein Expressionsvektor. Der Replikationsursprung verhalt sich wie eine autonome Ein-
heit der Polynucleotid-Replikation innerhalb einer Zelle, die zur Replikation unter seiner eignen Kontrolle fahig
ist. Ein Replikationsursprung kann fir einen Vektor benétigt werden, um in einer bestimmten Wirtszelle zu re-
plizieren. Mit bestimmten Replikationsurspriingen kann ein Expressionsvektor in einer hohen Kopienzahl in
Gegenwart der geeigneten Proteine innerhalb der Zelle reproduziert werden. Beispiele fiir diese Urspriinge
sind autonom replizierende Sequenzen, welche in Hefe wirksam sind, und das virale T-Antigen, das in
COS-7-Zellen wirksam ist.

Expressionssysteme

[0026] Die Neisseria-Nucleotidsequenzen kdnnen in einer Vielfalt von verschiedenen Expressionssystemen
exprimiert werden, zum Beispiel jene, die mit Sdugerzellen, Baculoviren, Pflanzen, Bakterien und Hefe ver-
wendet werden.

i Sdugersysteme

[0027] Sauger-Expressionssysteme sind dem Fachmann bekannt. Ein Sdugerpromotor ist eine beliebige
DNA-Sequenz, welche in der Lage ist, an die Sauger-RNA-Polymerase zu binden und die stromabwarts ge-
richtete (3')-Transkription einer codierenden Sequenz (z. B. eines Strukturgens) in mRNA zu initiieren. Ein Pro-
motor hat eine Transkriptions-Initiationsregion, welche Ublicherweise in der Nahe des 5'-Endes der codieren-
den Sequenz liegt, und eine TATA-Box, welche sich Ublicherweise 25-30 Basenpaare (Bp) stromaufwarts der
Transkriptionsinitiationsstelle befindet. Von der TATA-Box wird angenommen, dass sie die RNA-Polymerase |l
dirigiert, die RNA-Synthese an der richtigen Stelle zu beginnen. Ein Sduger-Promotor enthalt auch ein strom-
aufwarts gelegenes Promotorelement, das Ublicherweise innerhalb von 100 bis 200 Bp stromaufwarts der TA-
TA-Box liegt. Ein stromaufwarts gelegenes Promotorelement bestimmt die Geschwindigkeit, mit der die Tran-
skription initiiert wird und kann in jeder Orientierung wirken [Sambrook et al. (1989) ,Expression of cloned Ge-
nes in Mammalian Cells." In Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2te Auflage].

[0028] Virale Sangergene werden oft stark exprimiert und weisen einen breiten Wirtsbereich auf; daher stellen
Sequenzen, welche die viralen Sangergene codieren, besonders nitzliche Promotorsequenzen bereit. Bei-
spiele umfassen den friihen SV40-Promotor, den Maus-Mammatumorvirus-LTR-Promotor, den spaten Adeno-
virus-Hauptpromotor (Ad MLP) und den Herpes simplex-Virus-Promotor. Zusatzlich stellen Sequenzen von
nicht-viralen Genen wie das murine Metallothionein-Gen ebenfalls niitzliche Promotorsequenzen bereit. Die
Expression kann entweder konstitutiv oder reguliert (induzierbar) sein; abhangig vom Promotor kann sie in auf
Hormon-reagierenden Zellen mit Glucocorticoid induziert werden.

[0029] Die Anwesenheit eines Enhancer-Elements (Enhancer), kombiniert mit den vorstehend beschriebe-
nen Promotorelementen, erhéht Ublicherweise die Expressionsspiegel. Ein Enhancer ist eine regulatorische
DNA-Sequenz, welche die Transkription bis zu 1000-fach stimulieren kann, wenn sie mit homologen oder he-
terologen Promotoren verknipft ist, wobei die Synthese an der normalen RNA-Startstelle beginnt. Enhancer
sind auch aktiv, wenn sie stromaufwarts oder stromabwarts von der Transkriptionsinitiationsstelle in entweder
normaler oder in umgekehrter Orientierung oder in einer Entfernung von mehr als 1000 Nucleotiden vom Pro-
motor platziert werden [Maniatis et al. (1987) Science 236: 1237, Alberts et al. (1989) Molecular Biology of the
Cell, 2te Auflage]. Enhancer-Elemente, die aus Viren stammen, kénnen besonders nitzlich sein, da sie ubli-
cherweise ein breiteres Wirtsspektrum haben. Die Beispiele umfassen den frihen SV40-Gen-Enhancer [Dijke-
ma et al. (1985) EMBO J. 4: 761] und den Enhancer/Promotor aus der langen terminalen Wiederholung (LTR)
des Rous-Sarcom-Virus [Gorman et al. (1982b) Proc. Natl. Acad. Sci. 79: 6777] und aus dem menschlichen
Cytomegalievirus [Boshart et al. (1985) Cell 41: 521]. Zusatzlich sind einige Enhancer regulierbar und werden
nur in Gegenwart eines Induktors wie eines Hormons oder eines Metallions aktiv [Sassone-Corsi und Borelli
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(1986) Trends Genet. 2: 215, Maniatis et al. (1987) Science 236: 1237].

[0030] Ein DNA-Molekul kann intrazellular in Sdugerzellen exprimiert werden. Eine Promotorsequenz kann
direkt mit dem DNA-Molekdl verknupft werden, in welchen Fall die erste Aminosdure am N-Terminus des re-
kombinanten Proteins immer Methionin ist, welches durch das ATG-Startcodon codiert wird. Wenn gewtinscht,
kann der N-Terminus durch in vitro-Inkubation mit Cyanogenbromid von dem Protein geschnitten werden.

[0031] Alternativkdnnen Fremdproteine auch durch die Erzeugung von chimaren DNA-Molekiilen, welche ein
Fusionsprotein codieren, bestehend aus einem Leadersequenzfragment, welches die Sekretion des Fremd-
proteins in Saugerzellen gewahrleistet, aus der Zelle in das Wachstumsmedium sekretiert werden. Vorzugs-
weise gibt es Prozessierungsstellen, welche zwischen dem Leaderfragment und dem Fremdgen codiert sind,
die entweder in vivo oder in vitro gespalten werden kénnen. Das Leadersequenzfragment codiert Ublicherwei-
se ein Signalpeptid, das aus hydrophoben Aminsauren besteht, welches die Sekretion des Proteins aus der
Zelle dirigieren. Die dreigeteilte Adenovirus-Leadersequenz ist ein Beispiel fir eine Leadersequenz, welche die
Sekretion eines Fremdproteins in Saugerzellen gewahrleistet.

[0032] Ublicherweise sind die Transkriptionsterminations- und Polyadenylierungssequenzen, die durch
Saugerzellen erkannt werden, regulatorische Regionen, die 3' des Translations-Stoppcodons liegen und daher
zusammen mit den Promotor-Elementen die codierende Sequenz flankieren. Der 3'-Terminus der reifen mRNA
wird durch ortspezifische posttranskriptionelle Spaltung und Polyadenylierung gebildet [Birnstiel et al. (1985)
Cell 41: 349, Proudfoot und Whitelaw (1988) "Termination and 3' end processing of eukaryotic RNA. In Tran-
scription and splicing (Hrsg. B.D. Hames und D.M. Glover), Proudfoot (1989) Trends Biochem. Sci. 14: 105].
Diese Sequenzen dirigieren die Transkription einer mMRNA, welche in ein durch die DNA codiertes Polypeptid
translatiert werden kann. Beispiele fur Transkriptionsterminations-/Polyadenylierungssignale umfassen sol-
che, die von SV40 abgeleitet sind [Sambrook et al. (1989) ,Expression of cloned genes in cultured mammalian
cells." In Molecular Cloning: A Laborstory Manual.

[0033] Ublicherweise werden die vorstehend beschriebenen Komponenten, umfassend einen Promotor, ein
Polyadenylierungssignal und eine Transkriptionsterminationssequenz, in Expressionskonstrukten zusammen-
gesetzt. Enhancer, Introns mit funktionellen Donor- und Akzeptor-Spleif3stellen und Leadersequenzen kénnen
ebenfalls in ein Expressionskonstrukt eingeschlossen werden, wenn gewlinscht. Expressionskonstrukte sind
oft in einem Replikon wie einem extrachromosomalen Element (z. B. Plasmide) erhalten, die zu einer stabilen
Aufrechterhaltung in einem Wirt wie Saugerzellen oder Bakterien in der Lage sind. Replikationssysteme des
Saugers umfassen jene von tierischen Viren, welche trans-wirkende Faktoren zur Replikation bendtigen. Zum
Beispiel replizieren Plasmide, enthaltend die Replikationssysteme von Papovavirus wie SV40 [Gluzman (1981)
Cell 23: 175] oder Polyomavirus zu extrem hohen Kopienzahlen in Gegenwart des geeigneten viralen T-Anti-
gens. Zusatzliche Beispiele fir Sauger-Replikons umfassen jene von Rinder-Papillomvirus und Ep-
stein-Barr-Virus. Zusatzlich kann das Replikon zwei Replikationssysteme haben, wodurch es ermdglicht wird,
dass es zum Beispiel in Sdugerzellen zur Expression und in einem prokaryotischen Wirt zur Clonierung und
Amplifizierung aufrechterhalten wird. Beispiele fir solche Sauger-Bakterien-Shuttlevektoren umfassen pMT2
[Kaufman et al. (1989) Mol. Cell. Biol. 9: 946] und pHEBO [Shimizu et al. (1986) Mol. Cell. Biol. 6: 1074].

[0034] Das verwendete Transformationsverfahren hangt vom zu transformierenden Wirt ab. Verfahren zu Ein-
fihrung von heterologen Polynucleotiden in Sdugerzellen sind dem Fachmann bekannt und umfassen Dex-
tran-vermittelte Transfektion, Calciumphosphatprazipitation, Polybren-vermittelte Transfektion, Protoplasten-
fusion, Elektroporation, Einschlu® der/s Polynucleotide/s in Liposomen und eine direkte Mikroinjektion der
DNA in Kerne.

[0035] Saugerzelllinien, die als Wirte zur Expression verflgbar sind, sind dem Fachmann bekannt und um-
fassen viele immortalisierte Zelllinien, die bei der American Type Culture Collection (ATCC) erhaltlich sind, ein-
schlieBlich, aber nicht beschrankt auf Chinesische Hamsterovarzellen (CHO), HelLa-Zellen, Baby-Hams-
ter-Nierenzellen (BHK), Affennierenzellen (COS), menschliche hepatozellulare Karzinomzellen (z. B. Hep G2)
und eine Anzahl anderer Zelllinien.

ii Baculovirus-Systeme
[0036] Das das Protein codierende Polynucleotid kann auch in einen geeigneten Insekten-Expressionsvektor
eingefugt werden und ist funktionell mit den Kontrollelementen innerhalb dieses Vektors verknipft. Die Vektor-

konstruktion verwendet Verfahren, die dem Fachmann bekannt sind. Im Allgemeinen umfassen die Kompo-
nenten des Expressionssystems einen Transfervektor, liblicherweise ein bakterielles Plasmid, welcher sowohl
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ein Fragment des Baculovirusgenoms als auch eine geeignete Restriktionsstelle zum Einfiigen des/r zu expri-
mierenden, heterologen Gens oder Gene enthalt, einen Wildtyp-Baculovirus mit einer Sequenz, die homolog
zum Baculovirus-spezifischen Fragment im Transfervektor ist (dies erlaubt die homologe Rekombination des
heterologen Gens in das Baculovirus-Genom) und geeignete Insekten-Wirtszellen und Wachstumsmedien.

[0037] Nach dem Einfuigen der das Protein codierenden DNA-Sequenz in den Transfervektor, werden der
Vektor und das virale Wildtyp-Genom in eine Insektenwirtszelle transfiziert, wo dem Vektor und dem viralen
Genom erméglicht wird, zu rekombinieren. Der verpackte rekombinante Virus wird exprimiert und rekombinan-
te Plaques werden identifiziert und gereinigt. Materialien und Verfahren zu Baculovirus/Insektenzell-Expressi-
onssystemen sind in Form von Kits im Handel erhéltlich, unter anderem von Invitrogen, San Diego KA (,Max-
Bac"-Kit). Diese Verfahren sind dem Fachmann allgemein bekannt und vollstandig beschrieben bei Summers
und Smith, Texas Agricultural Experiment Station Bulletin Nr. 1555 (1987) (im Folgenden ,Summers und
Smith").

[0038] Vor dem Einfligen der das Protein codierenden DNA-Sequenz in das Baculovirus-Genom werden die
vorstehend beschriebenen Komponenten, umfassend eine/n Promotor, Leadersequenz (wenn gewiinscht),
codierende Sequenz von Interesse und Transkriptionsterminationssequenz, lblicherweise in ein Ubertra-
gungs-Zwischenkonstrukt (Transfervektor) eingesetzt. Dieses Konstrukt kann ein einzelnes Gen und funktio-
nell verknipfte regulatorische Elemente, multiple Gene, jedes mit seinem eigenen Satz funktionell verknupfter
regulatorischer Elemente, oder multiple Gene, welche durch denselben Satz regulatorischer Elemente regu-
liert werden, enthalten. Ubertragungs-Zwischenkonstrukte werden oft in einem Replikon, wie einem extrachro-
mosomalen Element (z. B. Plasmide), welche zum stabilen Erhalt in einem Wirt wie einem Bakterium in der
Lage sind, aufrechterhalten. Das Replikon hat ein Replikationssystem, wodurch ihm erlaubt wird, in einem ge-
eigneten Wirt zur Clonierung und Amplifizierung aufrecherhalten zu werden.

[0039] Derzeit ist der am haufigsten verwendete Transfervektor zur Einfiihrung fremder Gene in AcCNPV
pAc373. Viele andere dem Fachmann bekannte Vektoren wurden ebenfalls entworfen. Diese umfassen zum
Beispiel pVL985 (welcher das Polyhedrin-Startcodon von ATG zu ATT andert und welcher eine BamHI-Clonie-
rungsstelle 32 Basenpaare stromabwarts von ATT einfuhrt; vgl. Luckow und Summers, Virology (1989) 17: 31.

[0040] Das Plasmid enthalt Gblicherweise das Polyhedrin-Polyadenylierungssignal (Miller et al. (1988) Ann.
Rev. Microbiol., 42: 177) und ein prokaryotisches Ampicillin-Resistenzgen (amp) und den Replikationsursprung
zur Selektion und Vermehrung in E. coli.

[0041] Baculovirus-Transfervektoren enthalten Ublicherweise einen Baculovirus-Promotor. Ein Baculovi-
rus-Promotor ist eine beliebige DNA-Sequenz, die in der Lage ist, eine Baculovirus-RNA-Polymerase zu bin-
den und die stromabwarts (5' nach 3') gerichtete Transkription einer codierenden Sequenz (z. B. eines Struk-
turgens) in mRNA zu initiieren. Ein Promotor hat eine Transkriptions-Initiationsregion, welche ublicherweise in
der Nahe des 5'-Endes der codierenden Sequenz liegt. Diese Transkriptions-Initiationsregion umfasst tiblicher-
weise eine RNA-Polymerase-Bindungsstelle und eine Transkriptionsinitiationsstelle. Ein Baculovirus-Transfer-
vektor kann auch eine zweite Doméane, Enhancer genannt, haben, welche, wenn sie vorhanden ist, Ublicher-
weise fern vom Strukturgen liegt. Die Expression kann entweder reguliert oder konstitutiv sein.

[0042] Strukturgene, die zum spaten Zeitpunkt in einem viralen Infektionszyklus in hohem Male transkribiert
werden, stellen besonders nitzliche Promotorsequenzen bereit. Beispiele umfassen Sequenzen, welche aus
dem das virale Polyhedronprotein codierende Gen stammen, Friesen et al., (1986) ,The Regulation of Bacu-
lovirus Gene Expression" in: The Molecular Biology of Baculoviruses (Hrsg. Walter Doerfler), EPO-Veroffentli-
chungen Nr. 127 839 und 155 476, und aus dem p10-Proteincodierenden Gen stammen, Vlak et al., (1988), J.
Gen. Virol. 69: 765.

[0043] Geeignete Signalsequenzen codierende DNA kann aus Genen fir sekretierte Insekten- oder Baculo-
virusproteine stammen, wie das Baculovirus-Polyhedrin-Gen (Carbonell et al. (1988) Gene, 73: 409). Alternativ
kénnen Leadersequenzen aus Quellen, die nicht Insekten sind, wie solche aus Genen, die das menschliche
a-Interferon codieren, Maeda et al., (1985), Nature 315: 592, die das menschliche Gastrin-freisetzende Peptid
codieren, Lebacg-Verheyden et al., (1988), Molec. Cell. Biol. 8: 3129, die das menschliche IL-2 codieren, Smith
et al., (1985) Proc. Nat'l Acad. Sci. USA, 82: 8404, Maus-IL-3, (Miyajima et al., (1987) Gene 58: 273 und die
die menschliche Glucocerebrosidase codieren, Martin et al. (1988) DNA, 7: 99, auch verwendet werden, um
die Sekretion in Insekten zu bewerkstelligen, da die Signale fur die posttranslationalen Modifizierungen in
Saugerzellen (wie die Spaltung des Signalpeptids, die proteolytische Spaltung und Phosphorylierung) in Insek-
tenzellen erkannt zu werden scheinen und die Signale, welche fir die Sekretion und die Kernakkumulierung
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bendtigt werden, ebenfalls zwischen Zellen von Wirbellosen und Zellen von Wirbeltieren konserviert zu sein
scheinen.

[0044] Ein rekombinantes Polypeptid oder Polyprotein kann intrazellular exprimiert werden oder, wenn es mit
den richtigen regulatorischen Sequenzen exprimiert wird, kann es sekretiert werden. Eine gute intrazellulare
Expression von nicht-fusionierten Fremdproteinen erfordert Giblicherweise heterologe Gene, welche idealer-
weise eine kurze Leadersequenz haben, die geeignete Translationsinitiationssignale vor einem ATG-Startco-
don enthalt. Wenn gewtunscht, kann das Methionin durch in vitro-Inkubation mit Cyanogenbromid am N-Termi-
nus von dem reifen Protein gespalten werden.

[0045] Alternativ kdnnen rekombinante Polyproteine oder Proteine, die naturlicherweise nicht sekretiert wer-
den, durch Schaffung von chimaren DNA-Molekilen, welche ein Fusionsprotein codieren, bestehend aus ei-
nem Leadersequenzfragment, welches die Sekretion des Fremdproteins in Insekten gewahrleistet, aus der In-
sektenzelle sekretiert werden. Das Leadersequenzfragment codiert Ublicherweise ein Signalpeptid, bestehend
aus hydrophoben Aminoséauren, welches die Translokation des Proteins in das endoplasmatische Retikulum
dirigiert.

[0046] Nach der Insertion der DNA-Sequenz und/oder des Gens, codierend den Expressionsprodukt-Vorlau-
fer des Proteins, wird ein Insektenzellen-Wirt mit der heterologen DNA des Transfervektors und der genomi-
schen DNA des Wildtyp-Baculovirus-ublicherweise durch Kotransfektion-kotransformiert. Der Promotor und
die Transkriptionsterminationssequenz des Konstrukts umfassen ublicherweise einen 2-5 Kb-Abschnitt des
Baculovirus-Genoms. Verfahren zur Einfiihrung heterologer DNA in die gewlinschte Stelle des Baculovirus
sind dem Fachmann bekannt. (Vgl. Summers und Smith, vorstehend, Ju et al. (1987), Smith et al., Mol. Cell.
Biol. (1983) 3: 2156 und Luckow und Summers (1989)). Zum Beispiel kann die Insertion in ein Gen wie das
Polyhedrin-Gen durch homologe doppelte Crossover-Rekombination erfolgen; die Insertion kann auch in eine
Restriktionsenzymstelle, die in das gewlinschte Baculovirus-Gen konstruiert wurde, erfolgen. Miller et al.,
(1989), Bioessays 4: 91. Die DNA-Sequenz wird, wenn sie an die Stelle des Polyhedrin-Gens in den Expres-
sionsvektor cloniert wird, von den sowohl 5'- als auch 3'-Polyhedrin-spezifischen Sequenzen flankiert und ist
stromabwarts des Polyhedrin-Promotors positioniert.

[0047] Der neu gebildete Baculovirus-Expressionsvektor wird anschlieRend in ein infektidses rekombinantes
Baculovirus verpackt. Homologe Rekombination erfolgt in einer geringen Haufigkeit (zwischen etwa 1% und
etwa 5%); daher ist die Mehrheit der nach Kotransfektion produzierten Viren immer noch das Wildtyp-Virus.
Daher ist ein Verfahren notwendig, um die rekombinanten Viren zu identifizieren. Ein Vorteil des Expressions-
systems ist eine visuelle Durchmusterung, welche die Unterscheidung der rekombinanten Viren erlaubt. Das
Polyhedrin-Protein, welches vom nativen Virus produziert wird, wird auf sehr hohem Niveau in den Kernen in-
fizierter Zellen zu spaten Zeitpunkten nach der viralen Infektion produziert. Das akkumulierte Polyhedrin-Pro-
tein bildet Einschlusskdrper, welche auch eingebettete Partikel enthalten. Diese Einschlusskorper, von einer
Grole bis zu 15 um, sind hochgradig lichtbrechend, was ihnen eine hell leuchtende Erscheinung verleiht, die
unter dem Lichtmikroskop leicht sichtbar wird. Zellen, die mit rekombinanten Viren infiziert sind, fehlen diese
Einschlusskérper. Um rekombinantes Virus vom Wildtyp-Virus zu unterscheiden, wird der Uberstand der
Transfektion mittels dem Fachmann bekannter Verfahren auf einen einzellige Schicht von Insektenzellen aus-
gebracht. Die Plaques werden ndmlich unter dem Lichtmikroskop auf Anwesenheit (hinweisend auf das Wild-
typ-Virus) oder Abwesenheit (hinweisend auf rekombinantes Virus) von Einschlusskérpern durchmustert. ,Cur-
rent Protocols in Microbiology" Bd. 2 (Ausubel et al. Hrsg.) bei 16.8 (Erg. 10, 1990), Summer und Smith, vor-
stehend, Miller et al. (1989).

[0048] Rekombinante Baculovirus-Expressionsvektoren wurden zur Infektion in einige Insektenzellen entwi-
ckelt. Zum Beispiel wurden rekombinante Baculoviren entwickelt, unter anderem fir: Aedes aegypti, Auto-
graphs californica, Bombyx mori, Drosophila melanogaster, Spodoptera frugiperda und Trichoplusia ni (WO
89/046699, Carbonell et al., (1985) J. Virol. 56: 153, Wright (1986) Nature 321: 718, Smith et al., (1983) Mol.
Cell. Biol. 3: 2156 und vgl. allgemein Fraser et al. (1989) In Vitro Cell. Dev. Biol. 25: 225).

[0049] Zellen und Zellkulturmedien sind im Handel sowohl fiir die direkte als auch fir die Fusionsexpression
von heterologen Polypeptiden in einem Baculovirus-Expressionssystem erhaltlich; die Zellkulturverfahren sind
dem Fachmann allgemein bekannt. Vgl. z. B. Summers und Smith vorstehend.

[0050] Die modifizierten Insektenzellen kénnen dann in einem geeigneten Nahrmedium geziichtet werden,

was eine stabile Aufrechterhaltung der/s im modifizierten Insektenwirt vorhandenen Plasmide/s erlaubt. Wenn
das Gen des Expressionsprodukts unter einer induzierbaren Kontrolle steht, kann der Wirt zu einer hohen
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Dichte geziichtet und die Expression induziert werden. Alternativ wird, wenn die Expression konstitutiv ist, das
Produkt kontinuierlich in das Medium exprimiert und das Nahrmedium muss kontinuierlich zirkuliert werden,
wahrend das interessierende Produkt entfernt wird und aufgebrauchte Nahrstoffe angereichert werden. Das
Produkt kann durch solche Verfahren wie Chromatographie, z. B. HPLC, Affinitatschromatographie, lonenaus-
tauschchromatographie etc., Elektrophorese, Dichtegradientenzentrifugation, Lésungsmittelextraktion oder
Ahnliches gereinigt werden. Soweit erforderlich kann das Produkt weiter gereinigt werden, wenn es notwendig
ist, so dass im Wesentlichen jegliche Insektenproteine entfernt werden, welche auch in das Medium sekretiert
werden oder aus der Lyse der Insektenzellen entstehen, so dass ein Produkt bereitgestellt wird, welches min-
destens im Wesentlichen frei von Wirtszellresten ist, z. B. Proteinen, Lipiden und Polysacchariden.

[0051] Um Proteinexpression zu erhalten, werden rekombinante Wirtszellen, die von den Transformanten
stammen, unter Bedingungen inkubiert, welche die Expression der das rekombinante Protein codierenden Se-
quenz erlauben. Die Bedingungen variieren abhangig von der ausgewahlten Wirtszelle. Die Bedingungen sind
basierend auf dem Stand der Technik durch den Fachmann leicht ermittelbar.

iii. Pflanzensysteme

[0052] Es gibt viele im Fachgebiet bekannte genetische Expressionssysteme mit Pflanzenzellkulturen und mit
ganzen Pflanzen. Beispielhafte zellulare genetische Pflanzen-Expressionssysteme umfassen solche, die in
den Patenten wie US 5,693,506, US 5,659,122 und US 5,608,143 beschrieben werden. Zusatzliche Beispiele
fur genetische Expression in Pflanzenzellkulturen wurden von Zenk, Phytochemistry 30: 3861-3863 (1991) be-
schrieben. Beschreibungen von Signalpeptiden von Pflanzenproteinen kénnen zusatzlich zu den vorstehend
beschriebenen Literaturzitaten in Vaulcombe et al., Mol. Gen. Genet. 209: 33-40 (1987), Chandler et al., Plant
Molecular Biology 3: 407-418 (1984), Rogers, J. Biol. Chem. 260: 3731-3738 (1985), Rothstein et al., Gene 55:
353-356 (1987), Whittier et al., Nucleic Acids Research 15: 2515-2535 (1987), Wirsel et al., Molecular Micro-
biology 3: 3-14 (1989), Yu et al., Gene 122: 247-253 (1992) gefunden werden. Eine Beschreibung der Regu-
lation der Pflanzengen-Expression durch das Phytohormon Gibberellinsaure und durch von Giberellinsaure in-
duzierte sekretierte Enzyme kann bei R.L. Jones und J. MacMillin, Gibberellins: in: Advanced Plant Physiology,
Malcom B. Wilkins, Hrsg. 1984, Pitman Publishing Limited, London, S. 21-52, gefunden werden. Literaturzitate,
welche andere metabolisch regulierte Gene beschreiben: Sheen, Plant Cell, 2: 1027-1038 (1990), Maas et al.,
EMBO J. 9: 3447-3452 (1990), Senkel und Hickey, Proc. Natl. Acad. Sci. 84: 1337-1339 (1987).

[0053] Typischerweise wird unter Verwendung von Verfahren gemaf dem Stand der Technik eine gewlinsch-
te Polynucleotidsequenz in eine Expressionskassette, umfassend genetische regulatorische Elemente, die fir
das Funktionieren in Pflanzen entworfen wurden, eingefiigt. Die Expressionskassette wird in den gewlinschten
Expressionsvektor mit Begleitsequenzen stromaufwarts und stromabwarts der Expressionskassette, die zur
Expression in einem Pflanzenwirt geeignet sind, eingefligt. Die Begleitsequenzen stammen von einem Plasmid
oder sind viralen Ursprungs und stellen dem Vektor notwendige Eigenschaften bereit, um den Vektoren zu er-
lauben, DNA von einem ursprunglichen Clonierungswirt wie Bakterien zu einem gewtinschten Pflanzenwirt zu
Ubertragen. Das bakterielle/pflanzliche Basisvektorkonstrukt stellt vorzugsweise einen prokaryontischen Rep-
likationsursprung mit einem breiten Wirtsbereich, einen prokaryontischen selektierbaren Marker und fur Trans-
formationen mit Agrobakterium T-DNA-Sequenzen fir den durch Agrobakterium vermittelten Transfer in Pflan-
zenchromosomen bereit. Wenn das heterologe Gen fir den Nachweis nicht leicht zuganglich ist, hat das Kon-
strukt vorzugsweise auch ein selektierbares Markergen, das geeignet ist, um zu bestimmen, ob eine Pflanzen-
zelle transformiert wurde. Ein allgemeiner Ubersichtsartikel (iber geeignete Marker, zum Beispiel fiir die Mit-
glieder der Grasfamilie (,grass family"), ist bei Wilmink und Dons, 1993, Plant Mol. Biol. Reptr., 11(2): 165-185,
zu finden.

[0054] Sequenzen, die geeignet sind, um die Integration der heterologen Sequenz in das Pflanzengenom zu
ermdglichen, werden ebenfalls empfohlen. Diese kénnen Transposon-Sequenzen und Ahnliche zur homolo-
gen Rekombination sowie Ti-Sequenzen umfassen, welche eine zufallige Insertion einer heterologen Expres-
sionskassette in ein Pflanzengenom ermdglichen. Geeignete prokaryontische selektierbare Marker umfassen
eine Resistenz gegen Antibiotika wie Ampicillin oder Tetracyclin. Andere, zusatzliche Funktionen codierende
DNA-Sequenzen kénnen ebenfalls im Vektor vorhanden sein, wie es im Fachgebiet bekannt ist.

[0055] Die erfindungsgemalfien Nucleinsduremolekile kénnen in einer Expressionskassette zur Expression
des/r interessierenden Proteins/e enthalten sein. Ublicherweise wird es nur eine Expressionskassette geben,
obwohl zwei oder mehr mdéglich sind. Die rekombinante Expressionskassette enthalt zusatzlich zu der das he-
terologe Protein codierenden Sequenz die folgenden Elemente: eine Promotor-Region, pflanzliche nicht-trans-
latierte 5'-Sequenzen, Initiationscodon, abhangig davon, ob das Strukturgen mit einem ausgestattet ist oder
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nicht, und eine Transkriptions- und Translations-Terminationssequenz. Einzigartige Restriktionsenzymstellen
an den 5'- und 3'-Enden der Kassette erlauben eine leichte Insertion in einen bereits existierenden Vektor.

[0056] Eine heterologe Sequenz kann ein beliebiges mit der Erfindung in Beziehung stehendes Protein co-
dieren. Die das interessierende Protein codierende Sequenz codier ein Signalpeptid, welches die Prozessie-
rung und Translokation des Proteins, je nach Erfordernis, ermdglicht, und Ublicherweise ohne eine Sequenz
ist, die zur Bindung des gewlinschten erfindungsgemafien Proteins an eine Membran fuhrt. Da meistens die
Transkriptions-Initiationsregion fur ein Gen zustandig ist, welches wahrend der Keimung exprimiert und trans-
loziert wird, kann man durch Anwendung eines Signalpeptids, welches die Translokation ermdglicht, auch die
Translokation des interessierenden Protein ermdglichen. Auf diesem Weg wird/werden das/die interessieren-
de/n Protein/e aus den Zellen ausgeschleust, in denen sie exprimiert werden, und kénnen effizient geerntet
werden. Typischerweise erfolgt die Sekretion in Samen Uber die Aleuron- oder Skutella-Epithelschicht in das
Endosperm des Samens. Wahrend es nicht notwendig ist, dass das Protein aus den Zellen sekretiert wird, in
denen das Protein produziert wird, erleichtert dies die Isolierung und Reinigung des rekombinanten Proteins.

[0057] Da die letztendliche Expression des gewtlinschten Genprodukts in einer eukaryontischen Zelle sein
wird, ist es wiinschenswert, zu bestimmen, ob ein Teil des clonierten Gens Sequenzen enthalt, die als Introns
durch die Splicosom-Maschinerie des Wirts prozessiert werden. Wenn dem so ist, kann ortspezifische Muta-
genese der ,Intron-Region" durchgefihrt werden, um zu verhindern, dass ein Teil der genetischen Information
als ein falscher Intron-Code verloren geht, Reed und Maniatis, Cell 41: 95-105, 1985.

[0058] Der Vektor kann unter Verwendung von Mikropipetten direkt in Pflanzenzellen mikroinjiziert werden,
um die rekombinante DNA mechanisch zu Gbertragen. Crossway, Mol. Gen. Genet. 202: 179-185, 1985. Das
genetische Material kann auch unter Verwendung von Polyethylenglycol in die Pflanze Gbertragen werden,
Krens et al., Nature, 296, 72-74, 1982. Ein anderes Verfahren zur Einfiihrung von Nucleinsdureabschnitten ist
die ballistische Hochgeschwindigkeitspenetration durch kleine Partikel mit der Nucleinsaure entweder inner-
halb der Matrix von kleinen Kigelchen oder Partikeln oder auf der Oberflache, Klein et al., Nature, 327, 70-73,
1987 und Knudsen und Muller, 1991, Planta, 185: 330-336, welche einen Partikel-Beschul} von Gersten-En-
dosperm aufzeigen, um transgene Gerste zu erzeugen. Noch ein anderes Verfahren zur Einfihrung ware die
Fusion von Protoplasten mit anderen Einheiten, entweder Minizellen, Zellen, Lysosomen oder anderen fusio-
nierbaren Korpern mit Lipid-Oberflache, Fraley et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 79, 1859-1863, 1982.

[0059] Der Vektor kann auch durch Elektroporation in die Pflanzenzellen eingefiihrt werden. (Fromm et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 5824, 1985). In diesem Verfahren werden Pflanzenprotoplasten in Gegenwart
von Plasmiden, welche das Genkonstrukt enthalten, einer Elektroporation unterzogen. Elektrische Impulse ei-
ner hohen Feldstarke permeabilisieren Biomembranen reversibel, was die Einfihrung von Plasmiden ermdg-
licht. Durch Elektroporation behandelte Pflanzenprotoplasten bilden die Zellwand neu, teilen sich und bilden
einen Pflanzenkallus.

[0060] Alle Pflanzen, von denen Protoplasten isoliert und geziichtet werden kénnen, um ganze regenerierte
Pflanzen zu bilden, kénnen durch die vorliegende Erfindung transformiert werden, so dass ganze Pflanzen,
welche das Ubertragene Gen enthalten, erhalten werden. Es ist bekannt, dass praktisch alle Pflanzen aus ge-
zuchteten Zellen oder Geweben, einschlief3lich, jedoch nicht beschrankt auf alle hauptsachlichen Arten von
Zuckerrohr, Zuckerriibe, Baumwolle, Obst- und andere Baume, Hiilsenfriichte und Gemiuise, regeneriert wer-
den kénnen. Einige geeignete Pflanzen umfassen zum Beispiel Arten der Gattung Fragaria, Lotus, Medicago,
Onobrychis, Trifolium, Trigonella, Vigna, Citrus, Linum, Geranium, Manihot, Daucus, Arabidopsis, Brassica,
Rapharus, Sinapis, Atropa, Capsicum, Datura, Hyoscyamus, Lycopersion, Nicotiana, Solanum, Petunia, Digi-
talis, Majorans, Cichorium, Helianthus, Lactuca, Bromus, Asparagus, Antirrhinum, Hererocallis, Nemesia, Pe-
largonium, Panicum, Pennisetum, Ranunculus, Senecio, Salpiglossis, Cucumis, Browaalia, Glycine, Lolium,
Zea, Triticum, Sorghum und Datura.

[0061] Mittel zur Regeneration variieren von Pflanzenart zu Pflanzenart, aber im Allgemeinen wird zunachst
eine Suspension transformierter Protoplasten, welche Kopien des heterologen Gens enthalten, bereitgestellt.
Kallusgewebe wird gebildet und Schdsslinge kdnnen vom Kallus induziert und anschlieend bewurzelt wer-
den. Alternativ kann aus der Protoplastensuspension eine Embryobildung induziert werden. Diese Embryonen
keimen als natirliche Embryonen, so dass Pflanzen gebildet werden. Die Kulturmedien enthalten im Aligemei-
nen verschiedene Aminosauren und Hormone wie Auxin und Cytokinine. Es ist auch vorteilhaft, dem Medium
Glutaminsaure und Prolin hinzuzufiigen, insbesondere fur solche Arten wie Mais und Alfalfa. Schésslinge und
Waurzeln entwickeln sich normalerweise gleichzeitig. Eine effiziente Regeneration hangt vom Medium, vom Ge-
notyp und von der Entwicklung der Kultur ab. Wenn diese drei Variablen kontrolliert werden, wird die Regene-
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ration vollstandig reproduzierbar und wiederholbar.

[0062] In einigen Pflanzenzell-Kultursystemen kann das gewiinschte erfindungsgemalie Protein ausgeschie-
den werden oder alternativ kann das Protein aus der gesamten Pflanze extrahiert werden. Wenn das ge-
winschte erfindungsgemafie Protein in das Medium ausgeschieden wird, kann es gesammelt werden. Alter-
nativ kénnen die Embryonen und embryonenlosen Halften der Samen oder andere Pflanzengewebe mecha-
nisch zerkleinert werden, um jegliche ausgeschiedenen Proteine zwischen Zellen und Geweben freizusetzen.
Das Gemisch kann in einer Pufferlésung suspendiert werden, um die I6slichen Proteine zu erhalten. Konven-
tionelle Verfahren zur Proteinisolierung- und -reinigung werden dann verwendet, um das rekombinante Protein
zu reinigen. Die Parameter Zeit, Temperatur, pH-Wert, Sauerstoff und Volumen werden mittels Routineverfah-
ren angepasst, um die Expression und die Gewinnung des heterologen Proteins zu optimieren.

iv. Bakterielle Systeme

[0063] Bakterielle Expressionsverfahren sind im Fachgebiet bekannt. Ein bakterieller Promotor ist eine belie-
bige DNA-Sequenz, die in der Lage ist, bakterielle RNA-Polymerase zu binden und die Stromabwarts (3')-Tran-
skription einer codierenden Sequenz (z. B. eines Strukturgens) in mRNA zu initiieren. Ein Promotor hat eine
Transkriptions-Initiationsregion, welche tblicherweise proximal dem 5'-Ende der codierenden Sequenz liegt.
Die Transkriptions-Initiationsregion umfasst (blicherweise eine RNA-Polymerase-Bindungsstelle und eine
Transkriptions-Initiationsstelle. Ein bakterieller Promotor kann auch eine zweite Domane haben, genannt ein
Operator, der mit einer angrenzenden RNA-Polymerase-Bindungsstelle Uberlappen kann, bei der die
RNA-Synthese beginnt. Der Operator erméglicht eine negativ regulierte (induzierbare) Transkription, da ein
Genrepressorprotein den Operator binden und dadurch die Transkription eines spezifischen Gens hemmen
kann. Die konstitutive Expression kann in Abwesenheit negativer regulatorischer Elemente wie dem Operator
auftreten. Zusatzlich kann eine positive Regulation durch eine Gen-Aktivatorprotein-Bindungssequenz erreicht
werden, welche, wenn sie vorhanden ist, Ublicherweise proximal (5') der RNA-Polymerase-Bindungssequenz
ist. Ein Beispiel fur ein Gen-Aktivatorprotein ist das Katabolit-Aktivatorprotein (CAP), welches dabei hilft, die
Transkription des lac-Operons in Escherichia coli (E. coli) zu initiieren [Raibaud et al. (1984) Annu. Rev. Genet.
18: 173]. Die regulierte Expression kann daher entweder positiv oder negativ sein, wodurch die Transkription
entweder verstarkt oder verringert wird.

[0064] Sequenzen, welche Enzyme der Stoffwechselwege codieren, stellen besonders niitzliche Promotor-
sequenzen bereit. Beispiele umfassen Promotorsequenzen von Enzymen, die Zucker wie Galactose, Lactose
(lac) [Chang et al. (1977) Nature 198: 1056] und Maltose metabolisieren. Zusatzliche Beispiele umfassen Pro-
motorsequenzen von biosynthetischen Enzymen wie Tryptophan (trp) [Goeddel et al. (1980) Nucl. Acids Res.
8: 4057, Yelverton et al. (1981)) Nucl. Acids Res. 9: 731, US-Patent 4,738,921, EP-A-0036776 und
EP-A-0121775]. Das g-laotamase (bla)-Promotorsystem [Weissmann (1981) ,The cloning of Interferon and
other mistakes." In Interferon 3 (Hrsg. |. Gresser)], die Promotorsyteme Bacteriophage Lambda PL [Shimatake
et al. (1981) Nature 292: 128] und T5 [US-Patent 4,689,406] stellen ebenfalls nitzliche Promotorsequenzen
bereit.

[0065] Zusatzlich fungieren synthetische Promotoren, die nicht in der Natur vorkommen, ebenfalls als bakte-
rielle Promotoren. Zum Beispiel kénnen Transkriptions-Aktivierungssequenzen eines bakteriellen oder Bakte-
riophagen-Promotors mit den Operonsequenzen eines anderen bakteriellen oder Bakteriophagen-Promotors
verknUpft werden, so dass ein synthetischer Hybridpromotor geschaffen wird [US-Patent 4,551,433]. Zum Bei-
spiel ist der tac-Promotor ein hybrider trp-lac-Promotor, umfassend sowohl die trp-Promotor- als auch die
lac-Operon-Sequenzen, welcher durch den lac-Repressor reguliert wird [Amann et al. (1983) Gene 25: 167; de
Boer et al. (1983) Proc. Natl. Acad. Sci 80: 21]. Weiterhin kann ein bakterieller Promotor nattrlich vorkommen-
de Promotoren nicht-bakteriellen Ursprungs umfassen, welche die Fahigkeit haben, bakterielle RNA-Polyme-
rase zu binden und die Transkription zu initiieren. Ein nattrlich vorkommender Promotor nicht-bakteriellen Ur-
sprungs kann auch mit einer kompatiblen RNA-Polymerase verknupft werden, um hohe Expressionsspiegel
einiger Gene in Prokaryonten zu produzieren. Das Bakteriophagen-T7-RNA-Polymerase-/Promotorsystem ist
ein Beispiel fir ein gekoppeltes Promotorsystem [Studier et al. (1986) J. Mol. Biol. 189: 113, Tabor et al. (1985)
Proc. Natl. Acad. Sci. 82: 1074]. Zusatzlich kann ein Hybridpromotor ebenfalls aus einem Bakteriophagenpro-
motor und einer E. coli-Operator-Region bestehen (EPO-A-0 267 851).

[0066] Zusatzlich zu einer funktionierenden Promotorsequenz ist eine wirksame Ribosomenbindungsstelle
ebenfalls flr die Expression fremder Gene in Prokaryonten nutzlich. In E. coli wird die Ribosomenbindungs-
stelle Shine-Dalgarno (SD)-Sequenz genannt und umfasst ein Initiationscodon (ATG) und eine 3-9 Nucleotide
lange Sequenz, welche 3-11 Nucleotide stromaufwarts des Initiationscodons liegt [Shine et al. (1975) Nature
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254: 34]. Von der SD-Sequenz wird angenommen, dass sie die Bindung von mRNA an das Ribosom durch
Paarung der Basen zwischen der SD-Sequenz und dem 3'-Ende der 16S rRNA von E. coli férdert. [Steitz et al.
(1979) ,Genetic Signals and nucleotide sequences in messenger RNA." In Biological Regulation and Develop-
ment: Gene Expression (Hrsg. R.F. Goldberger)]. Um eukaryontische Gene und prokaryontische Gene mit ei-
ner schwachen Ribosomenbindungsstelle zu exprimieren [Sambrook et al. (1989) ,Expression of cloned genes
in Escherichia coli." In Molecular Cloning: A Laborstory Manual].

[0067] Ein DNA-Molekul kann intrazellular exprimiert werden. Eine Promotorsequenz kann direkt mit dem
DNA-Molekil verknlpft werden, in welchem Fall die erste Aminosaure am N-Terminus immer ein Methionin
sein wird, welches durch das ATG-Startcodon codiert wird. Wenn gewiinscht, kann das Methionin am N-Tem-
rinus durch in vitro-Inkubation mit Cyanogenbromid oder durch in vivo oder in vitro-Inkubation mit einer bakte-
riellen Methionin-N-terminalen Peptidase von dem Protein abgespalten werden (EPO-A-0 219 237).

[0068] Fusionsproteine stellen eine Alternative zur direkten Expression bereit. Ublicherweise wird eine
DNA-Sequenz, codierend den N-terminalen Anteil eines endogenen bakteriellen Proteins oder eines anderen
stabilen Proteins an das 5'-Ende heterologer codierender Sequenzen fusioniert. Nach Expression stellt dieses
Konstrukt eine Fusion der beiden Aminosauresequenzen bereit. Zum Beispiel kann das Bakteriopha-
gen-Lambda-Zellgen an das 5'-Ende eines Fremdproteins geknipft und in Bakterien exprimiert werden. Das
entstehende Fusionsprotein behalt vorzugsweise eine Stelle fir ein Prozessierungsenzym (Faktor Xa) bei, um
das Bakteriophagenprotein von dem Fremdgen abzuspalten [Nagai et al. (1984) Nature 309: 810]. Fusionspro-
teine kdnnen auch mit Sequenzen aus dem lacZ-[Jia et al. (1987) Gene 60: 197], dem trpE-[Allen et al. (1987)
J. Biotechnol. 5: 93, Makoff et al. (1989) J. Gen Microbiol. 135: 11] und dem Chey-Gen [EP-A-0 324 647] her-
gestellt werden. Die DNA-Sequenz an der Verknupfungsstelle der beiden Aminosauresequenzen kann eine
spaltbare Stelle codieren oder nicht. Ein anderes Beispiel ist ein Ubiquitin-Fusionsprotein. Ein solches Fusi-
onsprotein wird mit der Ubiquitinregion hergestellt, welche vorzugsweise eine Stelle fur ein prozessierendes
Enzym beibehalt (z. B. eine Ubiquitin-spezifische prozessierende Protease), um das Ubiquitin vom Fremdpro-
tein abzuspalten. Mit diesem Verfahren kann daher ein natives Fremdprotein isoliert werden [Miller et al. (1989)
Bio/Technology 7: 698].

[0069] Alternativkdnnen Fremdproteine auch durch die Erzeugung von chimaren DNA-Molekiilen, welche ein
Fusionsprotein codieren, welches aus einem Signalpeptidsequenzfragment besteht, das die Sekretion des
Fremdproteins in Bakterien ermdglicht, aus der Zelle sekretiert werden [US-Patent 4,336,336]. Das Signalse-
quenzfragment codiert Ublicherweise ein Signalpeptid, bestehend aus hydrophoben Aminosauren, welche die
Sekretion des Proteins aus der Zelle dirigieren. Das Protein wird entweder in das Wachstumsmedium
(Gram-positive Bakterien) oder in den periplasmatischen Raum, der zwischen der inneren und der aul’eren
Membran der Zelle liegt (Gram-negative Bakterien), sekretiert. Vorzugsweise gibt es Prozessierungsstellen,
welche entweder in vivo oder in vitro gespalten werden kénnen und zwischen dem Signalpeptidfragment und
dem Fremdgen codiert sind.

[0070] Geeignete Signalsequenzen codierende DNA kann von Genen fir sekretierte bakterielle Proteine wie
das aultere Membranprotein von E. coli (ompA) [Masui et al. (1983) in: Experimental Manipulation of Gene Ex-
pression, Ghrayeb et al. (1984) EMBO J. 3: 2437] und die Signalsequenz der alkalischen Phosphatase von E.
coli (phoA) [Oka et al. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci 82: 7212] abgeleitet werden. Als ein zusatzliches Beispiel
kann die Signalsequenz des alpha-Amylasegens von verschiedenen Bacillus-Stdmmen verwendet werden,
um heterologe Proteine von B. subtilis zu sekretieren [Palva et al. (1982) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79: 5582,
EP-A-0 244 042].

[0071] Ublicherweise sind Transkriptions-Terminationssequenzen, welche von Bakterien erkannt werden, re-
gulatorische Regionen, die 3' des Translations-Stoppcodons liegen und daher zusammen mit dem Promotor
die codierende Sequenz flankieren. Diese Sequenzen dirigieren die Transkription einer mMRNA, welche in ein
durch die DNA codiertes Polypeptid translatiert werden kann. Transkriptionsterminationssequenzen umfassen
haufig DNA-Sequenzen von etwa 50 Nucleotiden, die in der Lage sind, Stammschleifenstrukturen zu bilden,
welche bei der Termination der Transkription helfen. Beispiele umfassen Transkriptionsterminationssequen-
zen, die aus Genen mit starken Promotoren abgeleitet sind, wie das trp-Gen in E. coli sowie andere biosynthe-
tische Gene.

[0072] Ublicherweise werden die vorstehend beschriebenen Komponenten, umfassend einen Promotor, eine
Signalsequenz (wenn gewilinscht), eine codierende interessierende Sequenz und eine Transkriptionstermina-
tionssequenz, in Expressionskonstrukten zusammengesetzt. Expressionskonstrukte werden oft in einem Re-
plikon aufrechterhalten, wie einem extrachromosomalen Element (z. B. Plasmide), das in einem Wirt wie Bak-
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terien stabil aufrechterhalten werden kann. Das Replikon hat ein Replikationssysteme, wodurch es ihm ermég-
licht wird, dass es in einem prokaryontischen Wirt entweder zur Expression oder zur Clonierung und Amplifi-
zierung aufrechterhalten wird. Zuséatzlich kann ein Replikon ein Plasmid mit entweder einer hohen oder einer
niedrigen Kopienzahl sein. Ein Plasmid mit einer hohen Kopienzahl hat im Allgemeinen eine Kopienzahl im Be-
reich von etwa 5 bis etwa 200 und Ublicherweise etwa 10 bis etwa 150. Ein Wirt, der ein Plasmid mit einer ho-
hen Kopienzahl enthalt, hat vorzugsweise mindestens etwa 10 und starker bevorzugt mindestens etwa 20
Plasmide. Es kann entweder ein Vektor mit einer hohen oder mit einer niedrigen Kopienzahl ausgewahlt wer-
den, abhangig von der Wirkung des Vektors und des Fremdproteins auf den Wirt.

[0073] Alternativ kbnnen die Expressionskonstrukte mit einem integrierenden Vektor in das bakterielle Ge-
nom integriert werden. Integrierende Vektoren enthalten tblicherweise mindestens eine Sequenz, die homolog
zum Bakterienchromosom ist, was die Integration des Vektors ermdéglicht. Integrationen scheinen aus Rekom-
binationen zwischen homologer DNA im Vektor und dem Bakterienchromosom zu entstehen. Zum Beispiel in-
tegrieren Integrationsvektoren, die mit DNA von verschiedenen Bacillus-Stammen konstruiert wurden, in das
Bacillus-Chromosom (EP-A-O 127 328). Integrierende Vektoren kénnen auch aus Bakteriophagen- oder
Transposonsequenzen bestehen.

[0074] Ublicherweise kénnen extrachromosomale und integrierende Expressionskonstrukte selektierbare
Marker enthalten, um die Selektion von Bakterienstdmmen, die transformiert wurden, zu erméglichen. Selek-
tierbare Marker kénnen im bakteriellen Wirt exprimiert werden und kdnnen Gene umfassen, welche Bakterien
Resistenz gegen Wirkstoffe wie Ampicillin, Chloramphenicol, Erythromycin, Kanamycin (Neomycin) und Tetra-
cyclin verleihen [Davies et al. (1978) Annu. Rev. Microbiol. 32: 469]. Selektierbare Marker kénnen auch bio-
synthetische Gene umfassen, wie solche in den biosynthetischen Histidin-, Tryptophan- und Leucinstoffwech-
selwegen.

[0075] Alternativ kbnnen einige der vorstehend beschriebenen Komponenten in Transformationsvektoren zu-
sammengesetzt werden. Transformationsvektoren umfassen ublicherweise einen selektierbaren Marker, der
entweder in einem Replikon aufrechterhalten wird oder in einen integrierenden Vektor entwickelt wird, wie vor-
stehend beschrieben.

[0076] Expressions- und Transformationsvektoren, entweder extrachromosomale Replikons oder integrieren-
de Vektoren, wurden zur Transformation in viele Bakterien entwickelt. Zum Beispiel wurden Expressionsvek-
toren unter anderem fur folgende Bakterien entwickelt: Bacillus subtilis [Palva et al. (1982) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 79: 5582, EP-A-0 036 259 und EP-A-0 063 953, WO 84/04541], Escherichia coli [Shimatake et al.
(1981) Nature 292: 128, Amann et al. (1985) Gene 40: 183, Studier et al. (1986) J. Mol. Biol. 189: 113, EP-A-0
036 776, EP-A-0 136 829 und EP-A-0 136 907], Streptococcus cremoris [Powell et al. (1988) Appl. Environ.
Microbiol. 54: 655], Streptococcus lividans [Powell et al. (1988) Appl. Environ. Micobiol. 54: 655], Streptomyces
lividans [US Patent 4,745,056].

[0077] Verfahren zu Einfiihrung exogener DNA in bakterielle Wirte sind dem Fachmann wohlbekannt und um-
fassen ublicherweise entweder die Transformation von Bakterien, die mit CaCl, oder anderen Mitteln behandelt
wurden, wie divalente Kationen und DMSO. DNA kann auch durch Elektroporation in bakterielle Zellen einge-
fuhrt werden. Die Transformationsverfahren variieren Ublicherweise mit den zu transformierenden Bakterien-
arten. Vgl. z. B. [Masson et al. (1989) FEMS Microbiol. Lett. 60: 273, Palva et al. (1982) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 79: 5582, EP-A-0 036 259 und EP-A-0 063 953, WO 84/04541, Bacillus], [Miller et al. (1988) Proc. Natl.
Acad. Sci. 85: 856, Wang et al. (1990) J. Bacteriol. 172: 949, Campylobacter], [Cohen et al. (1973) Proc. Natl.
Acad. Sci. 69: 2110, Dower et al. (1988) Nucleic Acids Res. 16: 6127, Kushner (1978) "An improved method
for transformation of Escherichia coli with ColE1-derived plasmids. In Genetic Engineering: Proceedings of the
International Symposium an Genetic Engineering (Hrsg. H.W. Boyer und S. Nicosia), Mandel et al. (1970) J.
Mol. Biol. 53: 159, Taketo (1988) Biochim. Biophys. Acta 949: 318, Escherichia], [Chassy et al. (1987) FEMS
Microbiol. Lett 44: 173 Lactobacillus], [Fiedler et al. (1988) Anal. Biochem. 170: 38, Pseudomonas], [Augustin
et al. (1990) FEMS Micobiol. Lett. 66: 203, Staphylococcus], [Barany et al. (1980) J. Bacteriol. 144: 698, Har-
lander (1987) "Transformation of Streptococcus lactis by electroporation”, in: Streptococcal Genetics (Hrsg. J.
Ferretti und R. Curtiss Ill), Perry et al. (1981) Infect. Immun. 32: 1295, Powell et al. (1988) Appl. Environ. Mic-
robiol. 54: 655, Somkuti et al. (1987) Proc. 4th Evr. Cong. Biotechnology 1: 412, Streptococcus].

v. Hefe-Expression

[0078] Hefe-Expressionssysteme sind dem Fachmann ebenfalls bekannt. Ein Hefepromotor ist eine beliebige
DNA-Sequenz, die in der Lage ist, Hefe-RNA-Polymerase zu binden und die Stromabwarts (3')-Transkription
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einer codierenden Sequenz (z. B. eines Strukturgens) in mRNA zu initiieren. Ein Promotor hat eine Transkrip-
tions-Initiationsregion, welche Ublicherweise proximal dem 5'-Ende der codierenden Sequenz liegt. Die Trans-
kriptions-Initiationsregion umfasst iblicherweise eine RNA-Polymerase-Bindungsstelle (die , TATA-Box") und
eine Transkriptionsinitiationsstelle. Ein Hefe-Promotor kann auch eine zweite Doméane haben, genannt eine
stromaufwarts gelegene Aktivatorsequenz (UAS), welche, sofern vorhanden, Ublicherweise distal des Struk-
turgens liegt. Die UAS ermdglicht die regulierte (induzierbare) Expression. Die konstitutive Expression findet
in Abwesenheit einer UAS statt. Die regulierte Expression kann daher entweder positiv oder negativ sein, wo-
durch die Transkription entweder verstarkt oder verringert wird.

[0079] Hefe ist ein Garungsorganismus mit einem aktiven Stoffwechselweg; daher stellen Sequenzen, wel-
che Enzyme im Stoffwechselweg codieren, besonders nutzliche Promotorsequenzen bereit. Beispiele umfas-
sen Alkohol-Dehydrogenase (ADH) (EP-A-0 284 044), Enolase, Glucokinase, Glucose-6-Phosphat-lsomera-
se, Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAP oder GAPDH), Hexokinase, Phosphofructokinase,
3-Phosphoglyceratmutase und Pyruvatkinase (PyK) (EPO-A-0 329 203). Das Hefe-PHO5-Gen, codierend sau-
re Phosphatase, stellt ebenfalls nitzliche Promotorsequenzen bereit [Myanohara et al. (1983) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 80: 1].

[0080] Zusatzlich fungieren synthetische Promotoren, welche in der Natur nicht vorkommen, ebenfalls als He-
fepromotoren. Zum Beispiel kdnnen UAS-Sequenzen des einen Hefe-Promotors mit der Transkriptionsaktivie-
rungregion eines anderen Hefepromotors verknlpft werden, so dass ein synthetischer Hybridpromotor ge-
schaffen wird. Beispiele fir solche Hybridpromotoren umfassen die regulatorische ADH-Sequenz, die mit der
GAP-Transkriptionsaktivierungsregion verknipft ist (US-Patente Nr. 4,876,197 und 4,880,734). Andere Bei-
spiele fur Hybridpromotoren umfassen Promotoren, welche aus den regulatorischen Sequenzen von entweder
ADH2-, GAL4-, GAL10- oder PHO5-Genen bestehen, kombiniert mit der Transkriptionsaktivierungsregion ei-
nes glycolytischen Enzymgens wie GAP oder PyK (EP-A-0 164 556). Weiterhin kann ein Hefepromotor nattr-
lich vorkommende Promotoren aus einer Quelle, die nicht Hefe ist, umfassen, welche die Fahigkeit haben, He-
fe-RNA-Polymerase zu binden und die Transkription zu initiieren. Beispiele fur solche Promotoren umfassen
unter anderem [Cohen et al. (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 1078, Henikoff et al. (1981) Nature 283:
835, Hollenberg et al. (1981) Curr. Topics Micobiol. Immunol. 96: 119, Hollenberg et al. (1979) ,The Expression
of Bacterial Antibiotic Resistance Genes in the Yeast Saccharomyces cerevisiae" in: Plasmids of Medical, En-
vironmental and Commercial Importance (Hrsg. K.N. Timmis und A. Puhler), Mercerau-Puigalon et al. (1980)
Gene 11: 163, Panthier et al. (1980) Curr. Genet. 2: 109].

[0081] Ein DNA-Molekil kann in Hefe intrazellular exprimiert werden. Eine Promotorsequenz kann direkt mit
dem DNA-Molekul verknupft werden, in welchem Fall die erste Aminosaure am N-Terminus des rekombinanten
Proteins immer ein Methionin ist, welches durch das ATG-Startcodon codiert wird. Wenn gewtinscht, kann Me-
thionin am N-Terminus durch in vitro-Inkubation mit Cyanogenbromid vom Protein abgespalten werden.

[0082] Fusionsproteine stellen eine Alternative zu Hefe-Expressionssystemen sowie Sauger-, Baculovirus-
und bakteriellen Expressionssystemen bereit. Ublicherweise ist eine DNA-Sequenz, codierend den N-termina-
len Anteil eines endogenen Hefeproteins oder eines anderen stabilen Proteins, an das 5'-Ende von heterolo-
gen codierenden Sequenzen fusioniert. Nach Expression stellt dieses Konstrukt eine Fusion der beiden Ami-
nosauresequenzen bereit. Zum Beispiel kann das Hefe- oder menschliche Superoxid-Dismutase (SOD)-Gen
an das 5'-Ende eines Fremdgens geknupft und in Hefe exprimiert werden. Die DNA-Sequenz an der Verknup-
fungsstelle der beiden Aminosauresequenzen kann eine spaltbare Stelle codieren oder auch nicht. Vgl. z. B.
EP-A-0 196 056. Ein anderes Beispiel ist ein Ubiquitin-Fusionsprotein. Ein solches Fusionsprotein wird mit der
Ubiquitinregion hergestellt, welche vorzugsweise eine Stelle fiir ein prozessierendes Enzym beibehalt (z. B.
eine Ubiquitin-spezifische prozessierende Protease), um das Ubiquitin vom Fremdprotein abzuspalten. Mit die-
sem Verfahren kann daher ein natives Fremdprotein isoliert werden (z B. W0O88/024066).

[0083] Alternativkdnnen Fremdproteine auch durch die Erzeugung von chimaren DNA-Molekiilen, welche ein
Fusionsprotein codieren, das ein Leadersequenzfragment umfasst, welches die Sekretion des Fremdproteins
in der Hefe ermdglicht, von der Zelle in das Wachstumsmedium ausgeschieden werden. Vorzugsweise gibt es
zwischen dem Leaderfragment und dem Fremdgen codierte Prozessierungsstellen, welche in vivo oder in vitro
gespalten werden kénnen. Das Leadersequenzfragment codiert Ublicherweise ein Signalpeptid mit hydropho-
ben Aminosauren, welche die Sekretion des Proteins aus der Zelle leiten.

[0084] Geeignete Signalsequenzen codierende DNA kann von Genen flir sekretierte Hefeproteine wie dem

Hefe-Invertasegen (EP-A-0 012 873, JP0O.62,096,086) und dem A-Faktor-Gen (US-Patent 4,588,684) abgelei-
tet werden. Alternativ existieren Leadersequenzen mit Ursprung nicht aus Hefe wie die Interferon-Leaderse-
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quenz, die auch die Sekretion in Hefe ermdglichen (EP-A-0 060 057).

[0085] Eine bevorzugte Klasse von Sekretionsleadersequenzen sind solche, die ein Fragment des Hefe-al-
pha-Faktor-Gens verwenden, welches eine ,Pra"-Signalsequenz und eine ,Pro"-Region enthalt. Die Typen von
alpha-Faktor-Fragmenten, welche angewendet werden kdnnen, umfassen die Pra-Pro-alpha-Faktor-Leader-
sequenzen in voller Lange (etwa 83 Aminosaurereste) sowie verkurzte alpha-Faktor-Leadersequenzen (Ubli-
cherweise etwa 25 bis etwa 50 Aminosaurereste) (US-Patente 4,546,083 und 4,870,008, EP-A-0 324 274). Zu-
satzliche Leadersequenzen mit einem alpha-Faktor-Leaderfragment, welches die Sekretion ermdglicht, um-
fassen hybride alpha-Faktor-Leadersequenzen, welche mit einer Pra-Sequenz einer ersten Hefe, aber einer
Pro-Region aus einem zweiten Hefe-alpha-Faktor hergestellt werden. (z. B. vgl. WO 89/02463.)

[0086] Ublicherweise sind Transkriptions-Terminationssequenzen, die durch Hefe erkannt werden, regulato-
rische Regionen, die 3' des Translations-Stoppcodons gelegen sind, und sie flankieren daher zusammen mit
dem Promotor die codierende Sequenz. Diese Sequenzen leiten die Transkription einer mRNA, welche in das
durch die DNA codierte Polypeptid translatiert werden kann. Beispiele flr Transkriptionsterminatorsequenzen
und andere durch Hefe erkannte Terminationssequenzen sind solche, die glycolytische Enzyme codieren.

[0087] Ublicherweise werden die vorstehend beschriebenen Komponenten, umfassend einen Promotor, eine
Leadersequenz (wenn gewtlinscht), eine codierende interessierende Sequenz und eine Transkriptionstermina-
tionssequenz, in Expressionskonstrukten zusammengesetzt. Expressionskonstrukte werden oft in einem Re-
plikon aufrechterhalten, wie einem extrachromosomalen Element (z. B. Plasmide), das in einem Wirt wie eine
Hefe oder Bakterien stabil aufrechterhalten werden kann. Das Replikon kann zwei Replikationssysteme haben,
wodurch erméglicht wird, dass es zum Beispiel in Hefe zur Expression und in einem prokaryontischen Wirt zur
Clonierung und Amplifizierung aufrechterhalten wird. Beispiele fur solche Hefe-Bakterien-Shuttle-Vektoren
umfassen YEp24 [Botstein et al. (1979) Gene 8: 17-24], pCl/1 [Brake et al. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
81: 4642-4646] und YRp17 [Stinchcomb et al. (1982) J. Mol. Biol. 158: 157]. Zusatzlich kann ein Replikon ein
Plasmid mit entweder einer hohen oder einer niedrigen Kopienzahl sein. Ein Plasmid mit einer hohen Kopien-
zahl hat im Allgemeinen eine Kopienzahl im Bereich von etwa 5 bis etwa 200 und ublicherweise etwa 10 bis
etwa 150. Ein Wirt, der ein Plasmid mit einer hohen Kopienzahl enthalt, hat vorzugsweise mindestens etwa 10
und starker bevorzugt mindestens etwa 20. Ein Vektor mit einer hohen oder einer niedrigen Kopienzahl kann
ausgewahlt werden, abhangig von der Wirkung des Vektors und des Fremdproteins auf den Wirt. Vgl. z. B.
Brake et al., vorstehend.

[0088] Alternativ kdnnen die Expressionskonstrukte mit einem integrierenden Vektor in das Hefegenom inte-
griert werden. Integrierende Vektoren enthalten ublicherweise mindestens eine Sequenz, die homolog zum
Hefechromosom ist, was die Integration des Vektors ermdglicht, und vorzugsweise zwei homologe Sequen-
zen, die das Expressionskonstrukt flankieren. Integrationen scheinen aus Rekombinationen zwischen homo-
loger DNA im Vektor und dem Hefechromosom zu entstehen [Orr-Weaver et al. (1983) Methods in Enzymol.
101: 228-245]. Ein integrierender Vektor kann zu einem spezifischen Ort in der Hefe durch Auswahl der geeig-
neten homologen Sequenz zum Einschluss in den Vektor geleitet werden. Vgl. Orr-Weaver et al., vorstehend.
Ein oder mehrere Expressionskonstrukte kénnen integrieren, wodurch die Spiegel des produzierten rekombi-
nanten Proteins beeinflusst werden [Rine et al. (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80: 6750]. Die im Vektor ein-
geschlossenen chromosomalen Sequenzen kénnen entweder als ein einzelnes Segment im Vektor vorkom-
men, was zur Integration des gesamten Vektors flhrt, oder als zwei Segmente, die homolog zu den angren-
zenden Segmenten im Chromosom sind und das Expressionskonstrukt im Vektor flankieren, was zu einer sta-
bilen Integration von ausschlief3lich Expressionskonstrukt fiihren kann.

[0089] Ublicherweise kénnen extrachromosomale und integrierende Expressionskonstrukte selektierbare
Marker enthalten, um die Selektion von Hefestdmmen, die transformiert wurden, zu ermdéglichen. Selektierbare
Marker kdnnen biosynthetische Gene, welche in Hefewirten wie ADE2, HIS4, LEU2, TRP1 und ALG7 expri-
miert werden kdnnen, und das G418-Resistenzgen umfassen, welches den Hefezellen Resistenz gegen Tuni-
camycin beziehungsweise G418 verleiht. Zusatzlich kann ein geeigneter selektierbarer Marker auch Hefen die
Fahigkeit verleihen, in Gegenwart von toxischen Verbindungen wie Metall zu wachsen. Zum Beispiel ermdg-
licht das Vorhandensein von CUP1 der Hefe, in Gegenwart von Kupferionen zu wachsen [Butt et al. (1987)
Microbiol. Rev. 51: 351].

[0090] Alternativ kbnnen einige der vorstehend beschriebenen Komponenten in Transformationsvektoren zu-
sammengesetzt werden. Transformationsvektoren bestehen lblicherweise aus einem selektierbaren Marker,
der entweder in einem Replikon aufrechterhalten oder in einen integrierenden Vektor entwickelt wird, wie vor-
stehend beschrieben.
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[0091] Expressions- und Transformationsvektoren, entweder extrachromosomale Replikons oder integrieren-
de Vektoren, wurden zur Transformation in viele Hefen entwickelt. Zum Beispiel wurden Expressionsvektoren
unter anderem fir die folgenden Hefen entwickelt: Candida albicans [Kurtz et al. (1986) Mol. Cell. Biol. 6: 142],
Candida maltosa [Kunze et al. (1985) J. Basic Microbiol. 25: 141], Hansenula polymorpha [Gleeson et al.
(1986) J. Gen. Microbiol. 132: 3459, Roggenkamp et al. (1986) Mol. Gen. Genet. 202: 302], Kluyveromyces
fragilis [Das et al. (1984) J. Bacteriol. 158: 1165], Kluyveromyces lactis [De Louvencourt et al. (1983) J. Bacte-
riol. 154: 737, Van den Berg et al. (1990) Bio/Technology 8: 135], Pichia guillerimondii [Kunze et al. (1985) J.
Basic Microbiol. 25: 141], Pichia pastoris [Cregg et al. (1985) Mol. Cell. Biol. 5: 3376, US-Patente Nr. 4,837,148
und 4,929,555], Saccharomyces cerevisiae [Hinnen et al. (1978) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75: 1929, lto et al.
(1983) J.

[0092] Bacteriol. 153: 163], Schizosaccharomyces pombe [Beach und Nurse (1981) Nature 300: 706] und
Yarrowia lipolytica [Davidow et al. (1985) Curr. Genet. 10: 380471 Gaillardin et al. (1985) Curr. Genet. 10: 49].

[0093] Verfahren zu Einfihrung exogener DNA in Hefe-Wirte sind dem Fachmann wohlbekannt und umfas-
sen Ublicherweise entweder die Transformation von Spharoplasten oder von intakten Hefezellen, die mit Alka-
li-Kationen behandelt wurden. Die Transformationsverfahren variieren iblicherweise mit den zu transformie-
renden Hefearten. Vgl. z. B. [Kurtz et al. (1986) Mol. Cell. Biol. 6: 142, Kunze et al. (1985), J. Basic Microbiol.
25: 141, Candida], [Gleeson et al. (1986) J. Gen. Microbiol. 132: 3459, Roggenkamp et al. (1986) Mol. Gen.
Genet. 202: 302, Hansenula], [Das et al. (1984) J. Bacteriol. 158: 1165, De Louvencourt et al. (1983) J. Bacte-
riol. 154: 1165, Van den Berg et al. (1990) Bio/Technology 8: 135, Kluyveromyces], [Cregg et al. (1985) Mol.
Cell. Biol. 5: 3376, Kunze et al. (1985) J. Basic Microbiol. 25: 141, US-Patente Nr. 4,837,148 und 4,929,555,
Pichia], [Hinnen et al. (1978) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75: 1929, Ito et al. (1983) J. Bacteriol. 153: 163, Sac-
charomyces], [Beach und Nurse (1981) Nature 300: 706, Schizosaccharomyces], [Davidow et al. (1985) Curr.
Genet. 10: 39, Gaillardin et al. (1985) Curr. Genet. 10: 49, Yarrowial].

Antikorper

[0094] Wie er hier gebraucht wird, bezieht sich der Begriff ,Antikbrper" auf ein Polypeptid oder eine Gruppe
von Polypeptiden, die aus mindestens einer Antikérperkombinationsstelle zusammengesetzt sind. Eine ,Anti-
korperkombinationsstelle" ist der dreidimensionale Bindungsraum mit einer internen Oberflachenform und ei-
ner Ladungsverteilung, die komplementar zu den Eigenschaften eines Epitops eines Antigens sind, was eine
Bindung des Antikdrpers mit dem Antigen ermdglicht. ,Antikdrper" umfasst zum Beispiel Wirbeltier-Antikorper,
Hybridantikorper, chimare Antikorper, humanisierte Antikdrper, veranderte Antikdrper, univalente Antikérper,
Fab-Proteine und Einzeldoméanen-Antikorper.

[0095] Antikdrper gegen die erfindungsgemafen Proteine sind fur Affinitadtschromatographie, Immuntests und
zur Unterscheindung/ldentifizierung von Neisseria-Proteinen nutzlich.

[0096] Antikdrper gegen erfindungsgemale Proteine, sowohl polyclonal als auch monoclonal, kénnen mit
konventionellen Verfahren hergestellt werden. Im Allgemeinen wird das Protein zuerst verwendet, um ein ge-
eignetes Tier zu immunisieren, vorzugsweise eine Maus, eine Ratte, ein Kaninchen oder eine Ziege. Kanin-
chen und Ziegen werden fiir die Herstellung polyclonaler Seren aufgrund des Volumens des Serums, das er-
halten werden kann, und der Verflugbarkeit von markierten Anti-Kaninchen- und Anti-Ziege-Antikdrpern bevor-
zugt. Die Immunisierung wird im Allgemeinen durch Mischen oder Emulgieren des Proteins in physiologischer
Salzlésung, vorzugsweise in einem Adjuvans wie komplettem Freundschem Adjuvans und parenterale Injekti-
on des Gemischs oder der Emulsion (im Allgemeinen subcutan oder intramuskulér) durchgefiihrt. Eine Dosis
von 50-200 pg/Injektion ist typischerweise ausreichend. Die Immunisierung wird im Allgemeinen 2-6 Wochen
spater mit einer oder mehreren Injektionen des Proteins in physiologischer Salzlésung, vorzugsweise unter
Verwendung von in komplettem Freundschem Adjuvans, verstarkt. Alternativ kann man Antikdrper unter Ver-
wendung von dem Fachmann bekannter Verfahren durch in vitro-Immunisierung erzeugen, was zum Zwecke
dieser Erfindung als gleichwertig zur in vivo-Immunisierung angesehen wird. Polyclonale Antiseren werden
durch Blutabnahme von dem immunisierten Tier und Uberfiihrung in einen Glas- oder Kunststoffoehalter, In-
kubation des Blutes bei 25°C fir eine Stunde, gefolgt von Inkubation bei 4°C flr 2-18 Stunden, erhalten. Das
Serum wird durch Zentrifugation (z. B. 1.000 g fur 10 Minuten) gewonnen. Pro Blutung kénnen etwa 20-50 ml
aus Kaninchen erhalten werden.

[0097] Monoclonale Antikdrper werden unter Anwendung des Standardverfahrens von Kéhler und Milstein

[Nature (1975) 256: 495-96] oder einer Modifikation davon hergestellt. Typischerweise wird eine Maus oder
eine Ratte wie vorstehend beschrieben, immunisiert. Allerdings wird anstatt dem Tier Blut zu entnehmen, um
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das Serum zu extrahieren, die Milz (und wahlweise einige grof3e Lymphknoten) entfernt und in Einzelzellen
dissoziiert. Wenn gewilinscht, kdnnen die Milzzellen durch Aufbringung einer Zellsuspension auf eine Platte
oder eine Vertiefung, die mit dem Proteinantigen beschichtet sind, durchmustert werden (nach Entfernen der
unspezifischen adharenten Zellen). B-Zellen, die Membran-gebundenes Immunglobulin, das spezifisch fir das
Antigen ist, exprimieren, binden an die Platte und werden nicht mit dem Rest der Suspension abgespdilt. Die
daraus erhaltenen B-Zellen oder alle dissoziierte Milzzellen werden dann zu Fusion mit Myelomzellen indu-
ziert, um Hybridome zu bilden, und werden in einem Selektivmedium geziichtet (z. B. Hypoxanthin-, Aminop-
terin-, Thymidin-Medium, ,HAT"). Die entstehenden Hybridome werden durch limitierende Verdinnung aus-
plattiert und werden auf die Produktion von Antikérpern untersucht, welche spezifisch an das immunisierende
Antigen binden (und welche nicht an unverwandte Antigene binden). Die ausgewahlten mAk-sekretierenden
Hybridome werden dann entweder in vitro (z. B. in Gewebekulturflaschen oder in Hohlfaserreaktoren) oder in
vivo (wie Aszites in Mausen) geziichtet.

[0098] Wenn gewilnscht, kdnnen die Antikdrper (entweder polyclonal oder monoclonal) unter Verwendung
konventioneller Verfahren markiert werden. Geeignete Markierungen umfassen Fluorophore, Chromophore,
radioaktive Atome (insbesondere *P und '°J), elektronendichte Reagenzien, Enzyme und Liganden mit spe-
zifischen Bindungspartnern. Enzyme werden typischerweise durch ihre Aktivitat nachgewiesen. Zum Beispiel
wird die Meerrettichperoxidase ublicherweise aufgrund ihrer Fahigkeit, 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB) in
ein blaues Pigment umzuwandeln, nachgewiesen, das mit einem Spektrophotometer quantifizierbar ist. ,Spe-
zifischer Bindungspartner" bezieht sich auf ein Protein, das in der Lage ist, ein Ligandenmolekil mit hoher Spe-
zifitat zu binden, wie zum Beispiel im Fall eines Antigens und eines dafur spezifischen monoclonalen Antikor-
pers. Andere spezifische Bindungspartner umfassen Biotin und Avidin oder Streptavidin, IgG und Protein A und
die vielfaltigen Rezeptor-Liganden-Paare, die dem Fachmann bekannt sind. Es versteht sich, dass die vorste-
hende Beschreibung nicht so gemeint ist, dass die verschiedenen Markierungen in bestimmte Klassen kate-
gorisiert werden, da dieselbe Markierung in mehreren verschiedenen Anwendungen dienen kann. Zum Bei-
spiel kann '®J als radioaktive Markierung oder als elektronendichtes Reagens dienen.

[0099] HRP kann als Enzym oder als Antigen fir einen mAk dienen. Weiterhin kann man verschiedene Mar-
kierungen fur die gewiinschte Wirkung kombinieren. Zum Beispiel erfordern mAk und Avidin auch Markierun-
gen in der Praxis dieser Erfindung: daher kann man einen mAk mit Biotin markieren und seine Anwesenheit
mit Avidin, das mit '?°J markiert ist, oder mit einem anti-Biotin-mAk, markiert mit HRP, nachweisen. Andere Per-
mutationen und Mdéglichkeiten sind dem Fachmann leicht offensichtlich und werden innerhalb des Umfangs der
Erfindung als gleichwertig angesehen.

Arzneimittel

[0100] Arzneimittel kbnnen entweder erfindungsgemalfe Polypeptide, Antikdrper oder Nucleinsauren umfas-
sen. Die Arzneimittel umfassen eine therapeutisch wirksame Menge von entweder Polypeptiden, Antikorpern
oder Polynucleotiden gemaf der beanspruchten Erfindung.

[0101] Der Begriff ,therapeutisch wirksame Menge", wie er hier verwendet wird, bezieht sich auf eine Menge
eines therapeutischen Mittels zur Behandlung, Linderung oder Vorbeugung einer gewiinschten Erkrankung
oder eines Krankheitszustands oder um eine nachweisbare therapeutische oder vorbeugende Wirkung zu er-
zielen. Die Wirkung kann zum Beispiel durch chemische Markierungen oder Antigenspiegel nachgewiesen
werden. Therapeutische Wirkungen umfassen auch eine Senkung von kérperlichen Symptomen wie eine ver-
ringerte Kérpertemperatur. Die genaue wirksame Menge fir ein Individuum hangt von der GréRe und dem Ge-
sundheitszustand des Individuums, der Art und des Ausmales des Krankheitszustands und der Therapeutika
oder der Kombination von Therapeutika, die zur Verabreichung ausgewahlt wurden, ab. Daher ist es nicht von
Nutzen, eine genaue wirksame Menge im Voraus festzulegen. Die wirksame Menge fur eine bestimmte Situa-
tion kann jedoch durch Routineexperimente bestimmt werden und unterliegt der Beurteilung durch den Kliniker.

[0102] Zum Zwecke der vorliegenden Erfindung liegt eine wirksamen Dosis im Bereich von etwa 0,01 mg/kg
bis 50 mg/kg oder 0,05 mg/kg bis etwa 10 mg/kg der DNA-Konstrukte im Individuum, an das sie verabreicht
wird.

[0103] Ein Arzneimittel kann auch einen pharmazeutisch vertraglichen Trager enthalten. Der Begriff ,pharma-
zeutisch vertraglicher Trager" bezieht sich auf einen Trager zur Verabreichung eines therapeutischen Agens
wie Antikorper oder eines Polypeptids, Gene oder anderer therapeutischer Agenzien. Der Begriff bezieht sich
auf beliebige pharmazeutische Trager, welche nicht selbst die Herstellung von Antikérpern induzieren, die fur
das die Zusammensetzung erhaltende Individuum schadlich sein kdnnen, und welche ohne ibermaRige Toxi-
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zitat verabreicht werden kénnen. Geeignete Trager kdnnen grof3e, langsam metabolisierte Makromolekiile wie
Proteine, Polysaccharide, Polymilchsauren, Polyglycolsduren, polymere Aminosauren, Aminosaurecopolyme-
re und inaktive Viruspartikel sein. Solche Trager sind dem Fachmann wohlbekannt.

[0104] Pharmazeutisch vertragliche Salze kénnen darin verwendet werden, zum Beispiel Mineralsduresalze
wie Hydrochloride, Hydrobromide, Phosphate, Sulfate und Ahnliche und die Salze von organischen Séauren wie
Acetate, Propionate, Malonate, Benzoate und Ahnliche. Eine ausfiihrliche Diskussion der pharmazeutisch ver-
traglichen Excipienten ist in Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack Pub. Co., N.J. 1991) verfugbar.

[0105] Pharmazeutisch vertragliche Trager in therapeutischen Zusammensetzungen kénnen Flissigkeiten
wie Wasser, physiologische Salzlésung, Glycerin und Ethanol enthalten. Zusatzlich kénnen Hilfssubstanzen
wie feuchtigkeitsspendende oder emulgierende Agenzien, pH-puffernde Substanzen und Ahnliche in solchen
Vehikeln vorhanden sein. Typischerweise werden die therapeutischen Zusammensetzungen als Injektionsl6-
sungen hergestellt, entweder als flissige Losungen oder Suspensionen; feste Formen, die zur Lésung in oder
Suspension in flussigen Vehikeln vor der Injektion geeignet sind, kdnnen ebenfalls hergestellt werden. Liposo-
men sind in der Definition eines pharmazeutisch vertraglichen Tragers eingeschlossen.

Verfahren zur Verabreichung

[0106] Sobald sie einmal zubereitet wurden, kdnnen die erfindungsgemaflen Zusammensetzungen dem In-
dividuum direkt verabreicht werden. Die zu behandelnden Individuen kdnnen Tiere sein; insbesondere konnen
menschliche Individuen behandelt werden.

[0107] Die direkte Verabreichung der Zusammensetzungen wird im Allgemeinen durch Injektion erreicht, ent-
weder subcutan, intraperitoneal, intravends oder intramuskular, oder sie werden in das Interstitium eines Ge-
webes verabreicht. Die Zusammensetzungen kénnen auch in eine Lasion verabreicht werden. Andere Verfah-
ren der Verabreichung umfassen orale und pulmonale Verabreichung, Zapfchen und transdermale oder trans-
cutane Anwendungen (vgl. z. B. W098/20734), Nadeln und Genpistolen oder Hyposprays. Das Behandlungs-
dosisschema kann ein Einzeldosis- oder Mehrfachdosiszeitplan sein.

Impfstoffe

[0108] Erfindungsgemalie Impfstoffe kbnnen entweder prophylaktisch (d. h. zur Verhinderung einer Infektion)
oder therapeutisch (d. h. zur Behandlung einer Erkrankung nach einer Infektion) sein.

[0109] Solche Impfstoffe umfassen das/die immunisierende/n Antigen(e), Immunogen(e), Polypeptid(e), Pro-
tein(e) oder Nucleinsaure, iblicherweise in Kombination mit ,pharmazeutisch vertraglichen Tragern", welche
beliebige Trager umfassen, die nicht selbst die Herstellung von Antikérpern induzieren, die fir das die Zusam-
mensetzung erhaltende Individuum schadlich sein kénnen. Geeignete Trager kénnen typischerweise grolle,
langsam metabolisierte Makromolekiile wie Proteine, Polysaccharide, Polymilchsauren, Polyglycolsauren, po-
lymere Aminos&uren, Aminosaurecopolymere, Lipidaggregate (wie Oltrépfchen oder Liposomen) und inaktive
Viruspartikel sein. Solche Trager sind dem Fachmann wohlbekannt. Zusatzlich kénnen diese Trager als im-
munstimulierende Agenzien (,Adjuvanzien") fungieren. Weiterhin kann das Antigen oder Immunogen mit ei-
nem bakteriellen Toxoid wie ein Toxoid von Diphtherie-, Tetanus-, Cholera-, H. pylori-Pathogenen etc. konju-
giert sein.

[0110] Bevorzugte Adjuvanzien zur Verstarkung der Wirksamkeit der Zusammensetzung umfassen, sind je-
doch nicht begrenzt auf: (1) Aluminiumsalze (Alaun) wie Aluminiumhydroxid, Aluminiumphosphat, Aluminium-
sulfat etc., (2) Ol-in-Wasser-Emulsionszubereitungen (mit oder ohne andere spezifische immunstimulierende
Agenzien wie Muramylpeptide (vgl. nachstehend) oder Bakterienzellwandkomponenten) wie zum Beispiel (a)
MF59™ (WO 90/14837, Kapitel 10 in Vaccine design: the subunit and adjuvant approach, Hrsg. Powell & Ne-
wman, Plenum Press 1995), enthaltend 5% Squalen, 0,5% Tween 80 und 0,5% Span 85 (optional verschiede-
ne Mengen von MTP-PE enthaltend (vgl. nachstehend), jedoch nicht notwendig), zubereitet unter Verwendung
eines Microfluidizers wie Model 110Y-Microfluidizer (Microfluidics, Newton, MA) in Submikron-Partikel, (b) SAF,
enthaltend 10% Squalen, 0,4% Tween 80 und 5% Pluronic-blockiertes Polymer L121 und thr-MDP (vgl. nach-
stehend), entweder in eine Submikron-Emulsion microfluidisiert oder verwirbelt, um eine Emulsion mit gréf3e-
ren Partikeln zu erzeugen, und (c) Ribi™-Adjuvans-System (RAS), (Ribi Immunochem, Hamilton, MT), enthal-
tend 2% Squalen, 0,2% Tween 80 und ein oder mehrere Bakterienzellwand-Komponenten aus der Gruppe,
bestehend aus Monophosphorylipid A (MPL), Trehalosedimycolat (TDM) und Zellwandskelett (CWS), vorzugs-
weise MPL + CWS (Detox™), (3) Saponin-Adjuvanzien wie Stimulon™ (Cambridge Bioscience, Worcester,
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MA) kénnen verwendet werden, oder Partikel, die daraus erzeugt wurden, wie ISCOMs (immunstimulierende
Komplexe), (4) Komplettes Freundsches Adjuvans (CFA) und inkomplettes Freundsches Adjuvans (IFA), (5)
Cytokine wie Interleukine (z. B. IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-12 etc.), Interferone (z. B. gamma-Interferon),
Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktor (M-CSF), Tumor-Nekrosefaktor (TNF) etc. und (6) andere Sub-
stanzen, welche als immunstimulierende Agenzien wirken, so dass die Wirksamkeit der Zusammensetzung
verstarkt wird. Alaun und MF59™ werden bevorzugt.

[0111] Wie vorstehend erwahnt, umfassen Muramylpeptide, ohne darauf beschrankt zu sein, N-Acetyl-mura-
myl-L-threonyl-D-isoglutamin (thr-MDP), N-Acetyl-normuramyl-L-alanyl-D-isoglutamin (nor-MDP), N-Acetyl-
muramyl-L-alanyl-D-isoglutamyl-L-alanin-2-(1'-2'-dipalmitoyl-sn-glycerin-3-hydroxyphosphoryloxy)-ethylamin
(MTP-PE) etc.

[0112] Die immunogenen Zusammensetzungen (z. B. das immunisierende Antigen/Immunogen/Polypep-
tid/Protein/Nucleinsaure, pharmazeutisch vertraglicher Trager und Adjuvans) enthalten typischerweise Ver-
dinnungsmittel wie Wasser, physiologische Salzlésung, Glycerin, Ethanol etc.. Zusatzlich kdnnen Hilfssubs-
tanzen wie feuchtigkeitsspendende oder emulgierende Agenzien, pH-puffernde Substanzen und Ahnliche in
solchen Tragern vorhanden sein.

[0113] Typischerweise werden die immunogenen Zusammensetzungen zur Injektion entweder als flussige
Lésungen oder Suspensionen hergestellt; feste Formen, geeignet zur Lésung oder Suspension in flissigen
Tragern vor der Injektion kénnen ebenfalls hergestellt werden. Die Zubereitung kann fiir eine verstarkten Ad-
juvans-Wirkung auch emulgiert oder in Liposomen eingeschlossen werden, wie vorstehend unter pharmazeu-
tisch vertraglichen Tragern diskutiert wurde.

[0114] Als Impfstoffe verwendete immunogene Zusammensetzungen umfassen eine immunologisch wirksa-
me Menge der antigenen oder immunogenen Polypeptide sowie eine beliebige andere der vorstehend erwahn-
ten Komponenten, wie es bendtigt wird. Mit ,immunologisch wirksamer Menge" wird gemeint, dass die Verab-
reichung dieser Menge an ein Individuum entweder in einer Einzeldosis oder als Teil einer Serie fir die Be-
handlung oder Vorbeugung wirksam ist. Diese Menge variiert, abhangig vom Gesundheitszustand und dem
korperlichen Zustand des zu behandelnden Individuums, von der taxonomischen Gruppe des zu behandeln-
den Individuums (z. B. nicht-menschlicher Primat, Primat etc.), der Fahigkeit des Immunsystems des Individu-
ums, Antikdrper zu synthetisieren, vom gewlinschten Grad an Schutz, von der Zubereitung des Impfstoffs, der
Beurteilung des behandelnden Arztes der medizinischen Situation oder anderen relevanten Faktoren. Es wird
erwartet, dass die Menge innerhalb eines relativ breiten Bereichs liegt, der mit Routinestudien bestimmt wer-
den kann.

[0115] Die immunogenen Zusammensetzungen werden konventionell parenteral verabreicht, z. B. durch In-
jektion, entweder subcutan, intramuskular oder transdermal/transcutan (z. B. W098/20734). Zuséatzliche Zu-
bereitungen, die flr andere Arten der Verabreichung geeignet sind, umfassen orale und pulmonale Zuberei-
tungen, Zapfchen und transdermale Anwendungen. Das Behandlungsdosisschema kann ein Einzeldosis- oder
Mehrfachdosiszeitplan sein.

[0116] Der Impfstoff kann in Verbindung mit anderen immunregulatorischen Agenzien verabreicht werden.

[0117] Als eine Alternative zu Impfstoffen auf Proteinbasis kann eine DNA-Impfung angewendet werden [z.
B. Robinson & Torres (1997) Seminars in Immunology 9: 271-283, Donnelly et al. (1997) Annu Rev Immunol
15: 617-648, vgl. hier nachstehend].

Vehikel zur Verabreichung von Genen

[0118] Gentherapievehikel zur Verabreichung von Konstrukten, die eine erfindungsgemafie codierende Se-
quenz eines Therapeutikums umfassen, welche einem Sauger zur Expression im Sauger verabreicht werden
sollen, kénnen entweder lokal oder systemisch verabreicht werden. Diese Konstrukte kdnnen die viralen oder
nicht-viralen Vektoransatze in einer in vivo- oder ex vivo-Modalitat verwenden. Die Expression solcher codie-
render Sequenzen kann unter Verwendung von endogenen Saugerpromotoren oder heterologen Promotoren
induziert werden. Die Expression der codierenden Sequenz in vivo kann entweder konstitutiv oder reguliert
sein.

[0119] Die Erfindung umfasst Vehikel zur Verabreichung von Genen, die in der Lage sind, die in Erwagung
gezogenen Nucleinsduresequenzen zu exprimieren. Das Vehikel zur Verabreichung von Genen ist vorzugs-
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weise ein viraler Vektor und starker bevorzugt ein retroviraler, adenoviraler, Adeno-assoziierter Virus-(AAV),
herpesviraler oder Alphavirus-Vektor. Der virale Vektor kann auch ein viraler Astrovirus-, Koronavirus-, Ortho-
myxovirus-, Papovavirus-, Paramyxovirus-, Parvovirus-, Picornavirus-, Pockenvirus- oder Togavirus-Vektor
sein. Vgl. im Allgemeinen Jolly (1994) Cancer Gene Therapy 1: 51-64, Kimura (1994) Human Gene Therapy
5: 845-852, Connelly (1995) Human Gene Therapy 6: 185-193 und Kaplitt (1994) Nature Genetics 6: 148-153.

[0120] Retrovirale Vektoren sind dem Fachmann wohlbekannt und wir ziehen in Erwagung, dass ein beliebi-
ger retroviraler Gentherapievektor in der Erfindung anwendbar ist, einschlieBlich Retroviren vom B, C und
D-Typ, xenotrope Retroviren (zum Beispiel NZB-X1, NZB-X2 und NZB9-1 (vgl. O'Neill (1985) J. Virol. 53: 160),
polytrope Retroviren z. B. MCF und MCF-MLYV (vgl. Kelly (1983) J. Virol. 45: 291), Spumaviren und Lentiviren.
Vgl. RNA-Tumorviruses, Zweite Auflage, Cold Spring Harbor Laborstory, 1985.

[0121] Teile des retroviralen Gentherapievektors kénnen von verschiedenen Retroviren stammen. Zum Bei-
spiel kdénnen Retrovektor-LTRs von einem Maus-Sarkomavirus, eine tRNA-Bindungsstelle aus einem
Rous-Sarcomavirus, ein Verpackungssignal aus einem Maus-Leukamievirus und ein Ursprung einer
Zweitstrangsynthese aus einem Vogel-Leukosevirus stammen.

[0122] Diese rekombinanten retroviralen Vektoren kénnen verwendet werden, um transduktionskompetente
retrovirale Vektorpartikel durch ihre Einfihrung in geeignete Verpackungszelllinien zu erzeugen (vgl. US-Pa-
tent 5,591,624). Retrovirusvektoren kénnen zur ortspezifischen Integration in Wirtszell-DNA durch Einbau ei-
nes chimaren Integrase-Enzyms in den retroviralen Partikel konstruiert werden (vgl. WO96/37626). Es wird be-
vorzugt, dass der rekombinante virale Vektor ein replikationsdefektes rekombinantes Virus ist.

[0123] Verpackungszelllinien, die zur Verwendung mit den vorstehend beschriebenen Retrovirus-Vektoren
geeignet sind, sind dem Fachmann wohlbekannt und sind einfach herzustellen (vgl. WO95/30763 und
W092/05266) und kénnen verwendet werden, um Produktionszelllinien (auch Vektorzelllinien oder ,VCLs" ge-
nannt) flr die Herstellung rekombinanter Vektorpartikel zu schaffen. Vorzugsweise werden die Verpackungs-
zelllinien aus menschlichen Elternzellen (z. B. HT1080-Zellen) oder Nerz-Elternzelllinien erstellt, was die Inak-
tivierung in menschlichem Serum eliminiert.

[0124] Bevorzugte Retroviren zur Konstruktion von retroviralen Gentherapievektoren umfassen den Vo-
gel-Leukosevirus, Rinder-Leukédmievirus, Maus-Leukémievirus, Nerz-Zellen-Focus-induzierenden Virus,
Maus-Sarkomvirus, Retikuloendotheliosevirus und Rous-Sarkomvirus. Besonders bevorzugte Maus-Leuka-
mieviren umfassen 4070A und 1504A (Hartley und Rowe (1976) J. Virol 19: 19-25), Abelson (ATCC-Nr.
VR-999), Friend (ATCC-Nr. VR-245), Graffi, Gross (ATCC-Nr. VR-590), Kirsten, Harvey Sarcom-Virus und
Rauscher (ATCC-Nr. VR-998) und Moloney-Maus-Leukamievirus (ATCC-Nr. VR-190). Solche Retroviren kon-
nen aus Hinterlegungsstellen oder Sammlungen wie der American Type Culture Collection (,ATCC") in Rock-
ville, Maryland erhalten oder aus bekannten Quellen unter Verwendung allgemein verfiigbarer Verfahren iso-
liert werden.

[0125] Beispielhaft umfassen bekannte retrovirale Gentherapievektoren, die in dieser Erfindung verwendet
werden kénnen, jene, die in den Patentanmeldungen GB2200651, EP0415731, EP0345242, EP0334301,
WO089/02468, WO089/05349, WO89/09271, WQO90/02806, WO90/07936, W094/03622, WO93/25698,
WQ093/25234, W093/11230, W0O93/10218, W091/02805, W091/02825, WO095/07994, US 5,219,740, US
4,405,712, US 4,861,719, US 4,980,289, US 4,777,127, US 5,591,624 offenbart werden. Vgl. auch Vile (1993)
Cancer Res. 53: 3860-3864, Vile (1993) Cancer Res. 53: 962-967, Ram (1993) Cancer Res 53 (1993) 83-88,
Takamiya (1992) J. Neurosci. Res 33: 493-503, Baba (1993) J Neurosurg 79: 729-735, Mann (1983) Cell 33:
153, Cane (1984) Proc Natl Acad Sci 81: 6349 und Miller (1990) Human Gene Therapy 1.

[0126] Menschliche adenovirale Gentherapievektoren sind dem Fachmann ebenfalls bekennt und in dieser
Erfindung verwendbar. Vgl. zum Beispiel Berkner (1988) Biotechniques 6: 616 und Rosenfeld (1991) Science
252:431 und W0O93/07283, W093/06223 und WO93/07282. Beispielhafte bekannte adenovirale Gentherapie-
vektoren, die in dieser Erfindung angewendet werden kénnen, umfassen jene, die in den vorstehend zitierten
Dokumenten beschrieben werden, sowie in WO094/12649, WQ093/03769, WO093/19191, WQ094/28938,
WO095/11984, WO95/00655, WQO95/27071, WO095/29993, WO95/34671, WO096/05320, W0O94/08026,
WO094/11506, WO93/06223, WQ094/24299, WO095/14102, WQO95/24297, WO095/02697, W0O94/28152,
WQ094/24299, W0O95/09241, WO95/25807, W0O95/05835, WO94/18922 und WO95/09654. Alternativ kann die
Verabreichung von DNA, die an abgetdtete Adenviren geknupft ist, wie in Curiel (1992) Hum. Gene Ther. 3:
147-154 beschrieben, angewendet werden. Die erfindungsgemalen Vehikel zur Verabreichung von Genen
umfassen auch Adenovirus-assoziierte-Virus (AAV)-Vektoren. Malgebliche und bevorzugte Beispiele fur sol-

24/44



DE 600 35419 T2 2008.02.28

che Vektoren zur Verwendung in dieser Erfindung sind die auf AAV-2 basierenden Vektoren, die in Srivastava,
WQ093/09239, offenbart werden. Die am starksten bevorzugten AAV-Vektoren umfassen die beiden umgekehr-
ten terminalen Wiederholungen von AAV, in welchen die nativen D-Sequenzen durch Substitution von Nucle-
otiden modifiziert sind, so dass mindestens 5 native Nucleotide bis zu 18 nativen Nucleotiden, vorzugsweise
mindestens 10 native Nucleotide bis zu 18 nativen Nucleotiden und am starksten bevorzugt 10 native Nucleo-
tide erhalten bleiben und die verbleibenden Nucleotide der D-Sequenz deletiert oder durch nicht-native Nucle-
otiden ersetzt werden. Die nativen D-Sequenzen der umgekehrten terminalen Wiederholungen von AAV sind
Sequenzen von 20 aufeinanderfolgenden Nucleotiden in jeder umgekehrten terminalen Wiederholung von
AAV (d. h. es gibt eine Sequenz an jedem Ende), welche nicht an der Bildung von HP beteiligt sind. Das
nicht-native Ersatznucleotid kann ein beliebiges anderes Nucleotid sein als das Nucleotid, welches in der na-
tiven D-Sequenz an derselben Position gefunden wird. Andere anwendbare beispielhafte AAV-Vektoren sind
pWP-19, pWN-1, welche beide in Nahreini (1993), Gene 124: 257-262, offenbart werden. Ein anderes Beispiel
fur einen solchen AAV-Vektor ist psub201 (vgl. Samulski (1987) J. Virol. 61: 3096). Ein anderer beispielhafter
AAV-Vektor ist der Double-D-ITR-Vektor. Die Konstruktion des Double-D-ITR-Vektors wird im US-Patent
5,478,745 offenbart. Noch andere Vektoren sind solche, die in Carter, US-Patent 4,797,368 und Muzyczka,
US-Patent 5,139,941, Chartejee, US-Patent 5,474,935 und Kotin, W0O94/288157, offenbart werden. Noch ein
anderes Beispiel fur einen AAV-Vektor, der in dieser Erfindung anwendbar ist, ist SSVOAFABTKneo, welcher
den AFP-Enhancer und den Albuminpromotor enthalt und die Expression vorwiegend in der Leber steuert. Sei-
ne Struktur und Konstruktion werden in Su (1996) Human Gene Therapy 7: 463-470 offenbart. Zusatzliche
AAV-Gentherapievektoren werden in US 5,354,678, US 5,173,414, US 5,139,941 und US 5,252,479 beschrie-
ben.

[0127] Die erfindungsgemalen Gentherapievektoren umfassen auch Herpesvektoren. Mal3gebliche und be-
vorzugte Beispiele sind Herpes simplex-Virusvektoren, die eine Sequenz enthalten, welche ein Thymidinkina-
se-Polypeptid codiert, wie jene, die in US 5,288,641 und EP0176170 (Roizman) offenbart werden. Zusatzliche
beispielhafte Herpes simplex-Virusvektoren umfassen HFEM/ICP6-LacZ, offenbart in W095/04139 (Wistar In-
stitute), pHSVlac, beschrieben in Geller (1988) Science 241: 1667-1669 und in WO090/09441 und
WQ092/07945, HSV Us3::pgC-LacZ, beschrieben in Fink (1992) Human Gene Therapy 3:11-19, und HSV 7134,
2 RH 105 und GAL4, beschrieben in EP 0453242 (Breakefield), und jene, die bei der ATCC mit der Zugangs-
nummer ATCC VR-977 und ATCC VR-260 hinterlegt wurden.

[0128] Ebenfalls in Erwdgung gezogen werden Alphavirus-Gentherapievektoren, welche in dieser Erfindung
verwendet werden kdnnen. Bevorzugte Alphavirus-Vektoren sind Sindbisvirus-Vektoren, Togaviren, Semli-
ki-Forestvirus (ATCC VR-67, ATCC VR-1247), Middlebergvirus (ATCC VR-370), Ross-River-Virus (ATCC
VR-373, ATCC VR-1246), venezuelanischer Pferde-Enzephalitisvirus (ATCC VR923, ATCC VR-1250, ATCC
VR-1249, ATCC VR-532) und jene, die in den US-Patenten 5,091,309 und 5,217,879 und W0O92/10578 be-
schrieben werden. Genauer gesagt, sind jene Alphavirusvektoren, die in US-Serien-Nr. 08/405,627, einge-
reicht am 15. Marz 1995, W094/21792, W092/10578, WO95/07994, US 5,091,309 und US 5,217,879 be-
schrieben werden, anwendbar. Solche Alphaviren kénnen von Hinterlegungsstellen oder Sammlungen wie der
ATCC in Rockville, Maryland, erhalten werden oder aus bekannten Quellen unter Verwendung allgemein ver-
fugbarer Verfahren isoliert werden. Vorzugsweise werden Alphaviren mit verringerter Cytotoxizitat verwendet
(vgl. USSN 08/679640).

[0129] DNA-Vektorsysteme wie eukaryontische geschichtete Expressionssysteme sind ebenfalls zur Expres-
sion der erfindungsgemafen Nucleinsauren nitzlich. Vgl. W0O95/07994 fiir eine genaue Beschreibung der eu-
karyontischen geschichteten Expressionssysteme. Vorzugsweise stammen die eukaryontischen geschichte-
ten Expressionssysteme der Erfindung von Alphavirusvektoren und am starksten bevorzugt von viralem Sind-
bisvirus-Vektoren.

[0130] Andere virale Vektoren, die zur Verwendung in der vorliegenden Erfindung geeignet sind, umfassen
solche, die vom Poliovirus stammen, zum Beispiel ATCC VR-58, und solche, die beschrieben werden in Evans,
Nature 339 (1989) 385, und Sabin (1973) J. Biol. Standardization 1: 115, Rhinovirus, zum Beispiel ATCC
VR-1110, und solche, die beschrieben werden in Arnold (1990) J Cell Biochem. L401, Pockenviren wie den
Kanarien-Pockenvirus oder Vacciniavirus, zum Beispiel ATCC VR-111 und ATCC VR-2010, und solche, die be-
schrieben werden in Fisher-Hoch (1989) Proc Natl Acad Sci 86: 317, Flexner (1989) Ann NY Acad Sci 569: 86,
Flexner (1990) Vaccine 8: 17, in US 4,603,112 und US 4,769,330 und WO89/01973, SV40-Virus, zum Beispiel
ATCC VR-305 und solche, die beschrieben werden in Mulligan (1979) Nature 277: 108 und Madzak (1992) J
Gen Virol 73: 1533, Influenzavirus, zum Beispiel ATCC VR-797 und rekombinante Influenzaviren, hergestellt
unter Verwendung von umgekehrten genetischen Verfahren, wie sie beschrieben werden in US 5,166,057 und
in Enami (1990) Proc Natl Acad Sci 87: 3802-3805, Enami & Palese (1991) J Virol 65: 2711-2713 und Luytjes
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(1989) Cell 59: 110 (vgl. auch McMichael (1983) NEJ Med 309: 13 und Yap (1978) Nature 273: 238 und Nature
(1979) 277: 108), menschlichen Immunschwéachevirus, wie beschrieben in EP-0386882 und in Buchschacher
(1992) J. Virol. 66: 2731, Masernvirus, zum Beispiel ATCC VR-67 und VR-1247 und solche, die beschrieben
werden in EP-0440219, Auravirus, zum Beispiel ATCC VR-368, Bebaruvirus, zum Beispiel ATCC VR-600 und
ATCC VR-1240, Cabassouvirus, zum Beispiel ATCC VR-922, Chikungunyavirus, zum Beispiel ATCC VR-64
und ATCC VR-1241, Fort-Morgan-Virus, zum Beispiel ATCC VR-924, Getahvirus, zum Beispiel ATCC VR-369
und ATCC VR-1243, Kyzylagachvirus, zum Beispiel ATCC VR-927, Mayarovirus, zum Beispiel ATCC VR-66,
Mucambovirus, zum Beispiel ATCC VR-580 und ATCC VR-1244, Ndumuvirus, zum Beispiel ATCC VR-371,
Pixunavirus, zum Beispiel ATCC VR-372 und ATCC VR-1245, Tonatevirus, zum Beispiel ATCC VR-925, Trini-
tivirus, zum Beispiel ATCC VR-469, Unavirus, zum Beispiel ATCC VR-374, Whataroavirus, zum Beispiel ATCC
VR-926, Y-62-33-Virus, zum Beispiel ATCC VR-375, O'Nyongvirus, Esstern-Encephalitis-Virus, zum Beispiel
ATCC VR-65 und ATCC VR-1242, Western-Encephalitis-Virus, zum Beispiel ATCC VR-70, ATCC VR-1251,
ATCC VR-622 und ATCC VR-1252 und Koronavirus, zum Beispiel ATCC VR-740 und solche, die in Hamre
(1966) Proc Soc Exp Biol Med 121: 190, beschrieben werden.

[0131] Die Verabreichung der erfindungsgemalen Zusammensetzungen in Zellen ist nicht auf die vorstehend
erwahnten viralen Vektoren beschrankt. Andere Verabreichungsverfahren und Medien kénnen angewendet
werden, wie zum Beispiel Nucleinsaureexpressionsvektoren, polykationische kondensierte DNA, verknuUpft
oder nicht verknupft mit abgetéteten Adenoviren alleine, vgl. zum Beispiel US-Serien-Nr. 08/366,787, einge-
reicht am 30. Dezember 1994 und Curiel (1992) Hum Gene Ther 3: 147-154, Liganden-verknupfte DNA, vgl.
zum Beispiel Wu (1989) J Biol Chem 264: 16985-16987, Vehikelzellen zur Verabreichung in eukaryontische
Zellen, vgl. zum Beispiel US-Serien-Nr. 08/240,030, eingereicht am 9. Mai 1994, und US-Serien-Nr.
08/404,796, Ablagerung von photopolymerisierten Hydrogel-Materialien, handgehaltene Gentransfer-Partikel-
pistole, wie im US-Patent 5,149,655 beschrieben, lonisierungsbestrahlung, wie in US 5,206,152 und in
W092/11033 beschrieben, Nuclein-Ladungsneutralisierung oder Fusion mit Zellmembranen. Zusatzliche An-
satze werden in Philip (1994) Mol Cell Biol 14: 2411-2418 und in Woffendin (1994) Proc Natl Acad Sci 91:
1581-1585 beschrieben.

[0132] Partikel-vermittelter Gentransfer kann angewendet werden, vgl. zum Beispiel US-Serien-Nr.
60/023,867. In Kurze, die Sequenz kann in konventionelle Vektoren eingefiigt werden, welche konventionelle
Kontrollsequenzen fur Expression auf hohem Niveau enthalten, und dann mit synthetischen Gentransfermole-
kilen wie polymeren DNA-bindende Kationen wie Polylysin, Protamin und Albumin inkubiert werden, welche
an zellansteuernde Liganden wie Asialoorosomucoid, wie in Wu & Wu (1987) J. Biol. Chem. 262: 4429-4432
beschrieben, an Insulin, wie in Hucked (1990) Biochem. Pharmacol. 40: 253-263 beschrieben, an Galactose,
wie in Plank (1992) Bioconjugate Chem 3: 533-539 beschrieben, an Lactose oder Transferrin geknupft sind.

[0133] Nackte DNA kann ebenfalls angewendet werden. Beispielhafte Verfahren zur Einfiihrung nackter DNA
werden in WO90/11092 und US 5,580,859 beschrieben. Die Aufnahmeeffizienz kann unter Verwendung von
biodegradierbaren Latexklgelchen verbessert werden. Mit DNA beschichtete Latexkiigelchen werden nach In-
itiation von Endocytose durch die Kiigelchen effizient in Zellen transportiert. Das Verfahren kann durch Be-
handlung der Kugelchen weiter verbessert werden, so dass die Hydrophobie erh6ht und dadurch das Aufbre-
chen des Endosoms und die Freisetzung der DNA ins Cytoplasma erleichtert wird.

[0134] Liposomen, die als Vehikel zur Verabreichung von Genen fungieren kénnen, sind in US 5,422,120,
WQO95/13796, WO94/23697, WO91/14445 und EP-524,968 beschrieben. Wie in USSN. 60/023,867 beschrie-
ben, kdnnen Nucleinsauresequenzen, die ein Polypeptid codieren, bei nicht-viraler Verabreichung in konven-
tionelle Vektoren eingefiigt werden, welche konventionelle Kontrollsequenzen zur Expression auf hohem Ni-
veau enthalten, und dann mit synthetischen Gentransfermolekilen wie polymeren DNA-bindenden Kationen
wie Polylysin, Protamin und Albumin inkubiert werden, welche an zellansteuernde Liganden wie Asialooro-
somucoid, Insulin, Galactose, Lactose oder Transferrin geknupft sind. Andere Verabreichungssysteme umfas-
sen die Verwendung von Liposomen, um DNA mit dem Gen unter Kontrolle einer Vielzahl gewebespezifischer
oder universell aktiver Promotoren einzukapseln. Weiterhin umfassen nicht-virale Verabreichungen, die zur
Verwendung geeignet sind, mechanische Verabreichungssysteme wie der Ansatz, der in Woffendin et al
(1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91(24): 11581-11585, beschrieben wird. Aul3erdem kdnnen die codierende
Sequenz und das Expressionsprodukt davon durch Ablagerung eines photopolymerisierten Hydrogelmaterials
verabreicht werden. Andere konventionelle Verfahren zur Verabreichung von Genen, welche zur Verabrei-
chung der codierenden Sequenz verwendet werden kdénnen, umfassen zum Beispiel die Verwendung von
handgehaltenen Gentransfer-Partikelpistolen, wie in US 5,149,655 beschrieben; die Verwendung von ionisie-
render Strahlung zur Aktivierung Ubertragener Gene, wie in US 5,206,152 und W092/11033 beschrieben.
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[0135] Beispielhafte liposomale und polykationische Vehikel zur Verabreichung von Genen sind solche, die
beschrieben werden in US 5,422,120 und 4,762,915, in WO95/13796, W(094/23697 und WO91/14445, in
EP-0524968 und in Stryer, Biochemistry, Seiten 236-240 (1975) W.H. Freeman, San Francisco, Szoka (1980)
Biochim Biophys Acta 600: 1, Bayer (1979) Biochim Biophys Acta 550: 464, Rivnay (1987) Meth Enzymol 149:
119, Wang (1987) Proc Natl Acad Sci 84: 7851, Plant (1989) Anal Biochem 176: 420.

[0136] Eine Polynucleotidzusammensetzung kann therapeutisch wirksame Mengen eines Vehikels zur Gen-
therapie umfassen, wie der Begriff vorstehend definiert wird. Zu erfindungsgemaflen Zwecken liegt die wirksa-
me Dosis bei etwa 0,01 mg/kg bis 50 mg/kg oder 0,05 mg/kg bis etwa 10 mg/kg der DNA-Konstrukte im Indi-
viduum, an das es verabreicht wird.

Verabreichungsverfahren

[0137] Einmal formuliert, kdnnen die erfindungsgemafien Polynucleotidzusammensetzungen (1) dem Indivi-
duum direkt verabreicht werden, (2) ex vivo an Zellen aus dem Individuum oder (3) in vitro zur Expression re-
kombinanter Proteine verabreicht werden. Die zu behandelnden Individuen kdnnen Sauger oder Végel sein.
Es kdénnen auch menschliche Individuen behandelt werden.

[0138] Die direkte Verabreichung der Zusammensetzungen kann allgemein durch Injektion, entweder sub-
cutan, intraperitoneal, intravends oder intramuskular ausgefiihrt werden oder in den Interstitialraum eines Ge-
webes verabreicht werden. Die Zusammensetzungen kdnnen auch in eine Lasion verabreicht werden. Andere
Verabreichungsformen umfassen orale und pulmonale Verabreichung, Zapfchen und transdermale oder trans-
cutane Anwendungen (vgl. z. B. W098/20734), Nadeln und Genpistolen oder Hyposprays. Das Behandlungs-
dosisschema kann ein Einzeldosis- oder Mehrfachdosiszeitplan sein.

[0139] Verfahren fiir die ex vivo-Verabreichung und Reimplantation transformierter Zellen in ein Individuum
sind dem Fachmann bekannt und werden z. B. in WO93/14778 beschrieben. Beispiele fiir Zellen, die in ex vi-
vo-Anwendungen nutzlich sind, umfassen zum Beispiel Stammzellen, insbesondere hamatopoetische, Lymph-
zellen, Makrophagen, dendritische Zellen oder Tumorzellen.

[0140] Im Allgemeinen kann die Verabreichung von Nucleinsauren sowohl fiir ex vivo- als auch in vitro-An-
wendungen durch die folgenden Verfahren erreicht werden, zum Beispiel Dextran-vermittelte Transfektion,
Calciumphosphat-Prazipitation, Polybrenvermittelte Transfektion, Protoplastenfusion, Elektroporation, Verkap-
selung des/r Polynucleotids/e in Liposomen und direkte Mikroinjektion der DNA in Kerne, die alle dem Fach-
mann wohlbekannt sind.

Polynucleotid- und Polypeptid-Arzneimittel
[0141] Zusatzlich zu den vorstehend beschriebenen pharmazeutisch vertraglichen Tragern und Salzen kén-
nen die folgenden zusatzlichen Agenzien bei Polynucleotid- und/oder Polypeptid-Zusammensetzungen ver-
wendet werden.
A. Polypeptide
[0142] Ein Beispiel sind Polypeptide, welche ohne Einschrankung umfassen:
Asioloorosomucosid (ASOR), Transferrin, Asialoglycoproteine, Antikdrper, Antikérperfragmente, Ferritin, Inter-
leukine, Interferone, Granulocyten, Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktor (GM-CSF), Granulocyten-Ko-
lonie-stimulierenden Faktor (G-CSF), Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktor (M-CSF), Stammzellfaktor
und Erythropoetin. Virale Antigene wie Hillproteine kénnen ebenfalls verwendet werden. Ebenso Proteine aus
anderen invasiven Organismen wie das 17 Aminosauren-Peptid aus dem Circumsporozoitprotein aus Plasmo-
dium falciparum, bekannt als RII.
B. Hormone, Vitamine etc.

[0143] Andere Gruppen, die eingeschlossen werden kénnen, sind zum Beispiel: Hormone, Steroide, Andro-
gene, Ostrogene, Thyroidhormone oder Vitamine, Folsaure.

C. Polyalkylene, Polysaccharide etc.

[0144] Auch Polyalkylenglycol kann den gewiinschten Polynucleotiden/Polypeptiden hinzugefligt werden. In
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einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist das Polyalkylenglycol Polyethylenglycol. Zusatzlich kénnen Mono-, Di-
oder Polysaccharide hinzugefiigt werden. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform in dieser Hinsicht ist das Po-
lysaccharid Dextran oder DEAE-Dextran. Ebenso Chitosan und Poly(lactid-co-glycolid).

D. Lipide und Liposomen

[0145] Das gewilinschte Polynucleotid/Polypeptid kann auch vor der Verabreichung an das Individuum oder
an Zellen daraus in Lipide eingekapselt oder in Liposomen verpackt werden.

[0146] Das Einkapseln in Lipide wird allgemein unter Verwendung von Lipsomen erreicht, welche in der Lage
sind, Nucleinsaure stabil zu binden oder einzufangen und zurtickzuhalten. Das Verhaltnis kondensierter Poly-
nucleotide zur Herstellung von Lipiden kann variieren, wird aber im Allgemeinen bei etwa 1: 1 liegen (mg
DNA:Mikromol Lipid) oder mehr vom Lipid. Fiir eine Ubersicht (iber die Verwendung von Liposomen als Trager
fur die Verabreichung von Nucleinsauren vgl. Hug und Sleight (1991) Biochim. Biophys. Acta. 1097: 1-17,
Straubinger (1983) Meth. Enzymol. 101: 512-527.

[0147] Liposomale Zubereitungen zur Verwendung in der vorliegenden Erfindung umfassen kationische (po-
sitiv geladene), anionische (negativ geladene) und neutrale Zubereitungen. Fur kationische Liposomen wurde
gezeigt, dass sie eine intrazellulare Verabreichung von Plasmid-DNA (Felgner (1987) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 84: 7413-7416), mRNA (Malone (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 6077-6081) und gereinigter Tran-
skriptionsfaktoren (Debs (1990) J. Biol. Chem. 265: 10189-10192, in funktioneller Form vermitteln.

[0148] Kationische Liposomen sind leicht verfugbar. Zum Beispiel sind N[1-2,3-dioleyloxy)propyl]-N,N,N-triet-
hylammonium (DOTMA)-Liposomen unter dem Markennamen Lipofectin von GIBCO BRL, Grand Island, NY,
verfugbar. (Vgl. auch Felgner, vorstehend). Andere kommerziell erhaltliche Liposomen umfassen Transfectace
(DDAB/DOPE) und DOTAP/DOPE (Boehringer). Andere kationische Liposomen kdnnen aus leicht verfugba-
ren Materialien unter Verwendung von Verfahren, die dem Fachmann wohlbekannt sind, hergestellt werden.
Vgl. auch Szoka (1978) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75: 4194-4198, WO90/11092 fir eine Beschreibung der
Synthese von DOTAP (1,2-bis(oleoyloxy)-3-(trimethylammonio)propan)-Liposomen.

[0149] In &hnlicher Weise sind anionische und neutrale Liposomen leicht verfligbar, wie die von Avanti Polar
Lipids (Birmingham, AL), oder sie kdnnen einfach unter Verwendung leicht verfigbarer Materialien hergestellt
werden. Solche Materialien umfassen unter anderem Phosphatidylcholin, Cholesterin, Phosphatidylethanola-
min, Dioleoylphosphatidylcholin (DOPC), Dioleoylphosphatidylglycerin (DOPG), Dioleoylphosphatidylethano-
lamin (DOPE). Diese Materialien kdnnen auch mit den DOTMA- und DOTAP-Startmaterialien in geeigneten
Verhaltnissen gemischt werden.

[0150] Verfahren zur Herstellung von Liposomen unter Verwendung dieser Materialien sind dem Fachmann
wohlbekannt.

[0151] Die Liposomen kénnen multilammellare Vesikel (MLVs), kleine unilammellare Vesikel (SUVs) oder gro-
Re unilamellare Vesikel (LUVs) umfassen. Die verschiedenen Liposomen-Nucleinsaure-Komplexe werden un-
ter Verwendung von dem Fachmann bekannten Verfahren hergestellt. Vgl. z. B. Straubinger (1983) Meth. Im-
munol. 101: 512-527, Szoka (1978) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75: 4194-4198, Papahadjopoulos (1975) Bio-
chim. Biophys. Acta 394: 483, Wilson (1979) Cell 17: 77, Deamer & Bangham (1976) Biochim. Biophys. Acta
443: 629, Ostro (1977) Biochem. Biophys. Res. Commun. 76: 836, Fraley (1979) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
76: 3348, Enoch & Strittmatter (1979) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76: 145, Fraley (1980) J. Biol. Chem. (1980)
255: 10431, Szoka & Papahadjopoulos (1978) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75: 145 und Schaefer-Ridder (1982)
Science 215: 166.

E. Lipoproteine

[0152] Zusatzlich kénnen Lipoproteine dem zu verabreichenden Polynucleotid/Polypeptid hinzugefligt wer-
den. Beispiele fir zu verwendende Lipoproteine umfassen:

Chylomikronen, HDL, IDL, LDL und VLDL. Mutanten, Fragmente oder Fusionen dieser Proteine kénnen auch
verwendet werden. Es kdnnen auch Modifikationen von natirlich vorkommenden Lipoproteinen wie acteylier-
tes LDL verwendet werden. Diese Lipoproteine kdnnen Polynucleotide zielgerichtet an Zellen verabreichen,
welche Lipoproteinrezeptoren exprimieren. Vorzugsweise ist kein anderer zielfihrender Ligand in der Zusam-
mensetzung enthalten, wenn Lipoproteine bei dem zu verabreichenden Polynucleotid enthalten sind.
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[0153] Naturlich vorkommende Lipoproteine umfassen ein Lipid und einen Proteinanteil. Die Proteinanteile
sind als Apoproteine bekannt. Derzeit wurden Apoproteine A, B, C, D und E isoliert und identifiziert. Mindestens
zwei von diesen enthalten mehrere Proteine, die mit den rémischen Ziffern Al, All, AlV, Cl, Cll und ClII bezeich-
net werden.

[0154] Ein Lipoprotein kann mehr als ein Apoprotein umfassen. Zum Beispiel umfassen naturlich vorkommen-
de Chylomikronen A, B, C und E; mit der Zeit verlieren diese Lipoproteine A und erwerben die Apoproteine C
und E. VLDL umfasst die Apoproteine A, B, C und E, LDL umfasst Apoprotein B und HDH umfasst die Apopro-
teine A, Cund E.

[0155] Die Aminosauren dieser Apoproteine sind bekannt und werden zum Beispiel in Breslow (1985) Annu
Rev. Biochem 54: 699, Law (1986) Adv. Exp. Med. Biol. 151: 162, Chen (1986) J. Biol. Chem. 261: 12918, Kane
(1980) Proc Natl Acad Sci USA 77: 2465 und Uterman (1984) Hum Genet 65: 232, beschrieben.

[0156] Lipoproteine enthalten eine Vielzahl von Lipiden einschlieRlich Triglyceride, Cholesterin (frei und Es-
ter) und Phospholipide. Die Zusammensetzung der Lipide variiert in natlirlich vorkommenden Lipoproteinen.
Zum Beispiel umfassen Chylomikronen hauptsachlich Triglyceride. Eine genauere Beschreibung des Lipidge-
halts von naturlich vorkommenden Lipoproteinen kann zum Beispiel in Meth. Enzymol. 128 (1986) gefunden
werden. Die Zusammensetzung der Lipide wird so ausgewdlt, dass sie die Konformation des Apoproteins hin-
sichtlich der Rezeptorbindungsaktivitat unterstitzt. Die Zusammensetzung von Lipiden kann auch dazu aus-
gewahlt werden, die hydrophobe Wechselwirkung und Assoziation mit dem Polynucleotid-bindenden Molekil
zu erleichtern.

[0157] Naturlich vorkommende Lipoproteine kénnen zum Beispiel durch Ultrazentrifugation aus dem Serum
isoliert werden. Solche Verfahren werden in Meth. Enzymol. (vorstehend), Pitas (1980) J. Biochem. 255:
5454-5460 und Mahey (1979) J. Clin. Invest 64: 743-750, beschrieben. Lipoproteine kénnen auch durch in vi-
tro- oder rekombinante Verfahren durch Expression der Apoprotein-Gene in einer gewiinschten Wirtszelle her-
gestellt werden. Vgl. zum Beispiel Atkinson (1986) Annu Rev Biophys Chem 15: 403 und Radding (1958) Bio-
chim Biophys Acta 30: 443. Lipoproteine kdnnen auch von kommerziellen Zulieferern wie Biomedical Techno-
logies, Inc., Stoughton, Massachusetts, bezogen werden. Eine weitere Beschreibung von Lipoproteinen kann
bei Zuckermann et al. WO98/06437 gefunden werden.

F. Polykationische Agenzien

[0158] Polykationische Agenzien kdnnen mit oder ohne Lipoprotein in einer Zusammensetzung mit dem ge-
wiinschten, zu verabreichenden Polynucleotid/Polypeptid eingeschlossen werden.

[0159] Polykationische Agenzien zeigen bei einem physiologisch relevanten pH-Wert typischerweise eine po-
sitive Nettoladung und sind in der Lage, die elektrische Ladung von Nucleinsduren zu neutralisieren, um die
Verabreichung an einen gewtnschten Ort zu erleichtern. Diese Agenzien haben sowohl in vitro als auch ex
vivo- und in vivo-Anwendungen. Polykationische Agenzien kdnnen verwendet werden, um Nucleinsauren ei-
nem lebenden Individuum entweder intramuskular, subcutan etc. zu verabreichen.

[0160] Die Folgenden sind Beispiele fiir nitzliche Polypeptide als polykationische Agenzien:

Polylysin, Polyarginin, Polyornithin und Protamin. Andere Beispiele umfassen Histone, Protamine, menschli-
ches Serumalbumin, DNA-bindende Proteine, chromosomale nicht-Histon-Proteine, Hillproteine von DNA-Vi-
ren wie X174; Transkriptionsfaktoren enthalten auch Domanen, welche DNA binden, und daher als Nuclein-
saure-kondensierende Agenzien nutzlich sein kdnnen. In Kirze gesagt, Transkriptionsfaktoren wie C/CEBP,
c-jun, c-fos, AP-1, AP-2, AP-3, CPF, Prot-1, Sp-1, Oct-1, Oct-2, CREP und TFIID enthalten basische Doméanen,
welche DNA-Sequenzen binden.

[0161] Organische polykationische Agenzien umfassen: Spermin, Spermidin und Putrescin.

[0162] Die Dimensionen und die physikalischen Eigenschaften von polykationischen Agenzien kénnen aus
der vorstehenden Liste extrapoliert werden, um andere polykationische Polypeptid-Agenzien zu konstruieren
oder um synthetische polykationische Agenzien herzustellen.

[0163] Synthetische polykationische Agenzien, welche niitzlich sind, umfassen zum Beispiel DEAE-Dextran

und Polybren. Lipofectin™ und LipofectAMINE™ sind Monomere, welche polykationische Komplexe bilden,
wenn sie mit Polynucleotiden/Polypeptiden kombiniert werden.
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Immundiagnostische Tests

[0164] Erfindungsgemalie Neisseria-Antigene kénnen in Immuntests verwendet werden, um Antikdrperspie-
gel nachzuweisen (oder umgekehrt kdnnen anti-Neisseria-Antikdrper verwendet werden, um Antigenspiegel
nachzuweisen). Immuntests, basierend auf wohldefinierten rekombinanten Antigenen, kdnnen entwickelt wer-
den, um invasive diagnostische Verfahren zu ersetzen. Antikdrper gegen Neisseria-Proteine in biologischen
Proben, einschlieRlich zum Beispiel Blut- oder Serumproben, kénnen nachgewiesen werden. Die Gestaltung
der Immuntests unterliegt einer groRen Variation und eine Vielzahl davon ist dem Fachmann bekannt. Proto-
kolle fir den Immuntest kdnnen zum Beispiel auf Kompetition oder einer direkten Reaktion oder auf Tests von
Sandwich-Typ basieren. Die Protokolle kénnen zum Beispiel auch feste Trager verwenden oder sie kdnnen auf
Immunprazipitation beruhen. Die meisten Tests beziehen die Verwendung von markierten Antikérpern oder Po-
lypeptiden ein; die Markierungen kdnnen zum Beispiel fluoreszierende, chemolumineszierende, radioaktive
oder Farbstoff-Molekiile sein. Tests, welche die Signale von der Sonde amplifizieren, sind ebenfalls bekannt;
Beispiele dafur sind Tests, welche Biotin und Avidin verwenden, und Enzym-markierte und -vermittelte Immun-
tests sowie ELISA-Tests.

[0165] Kits, die fur die Immundiagnose geeignet sind und die geeigneten Markierungsreagenzien enthalten,
werden durch Verpacken der geeigneten Materialien, einschlieRlich der erfindungsgemalRen Zusammenset-
zungen, in geeigneten Behaltern zusammen mit verbleibenden Reagenzien und Materialien (zum Beispiel ge-
eignete Puffer, Salzlésungen etc.), die zur Durchfiihrung des Tests bendtigt werden, sowie eines geeigneten
Satzes von Testanleitungen, erstellt.

Nucleinsaure-Hybridisierung

[0166] ,Hybridisierung" bezieht sich auf die Assoziierung von zwei Nucleinsduresequenzen aneinander durch
Wasserstoff-Bindung. Typischerweise wird eine Sequenz auf einen festen Trager fixiert und die andere ist frei
in Lésung. Dann werden die beiden Sequenzen unter Bedingungen, die Wasserstoffbindungen férdern, in Kon-
takt miteinander gebracht. Faktoren, die diese Bindung beeinflussen, umfassen: den Typ und das Volumen des
Lésungsmittels, die Reaktionstemperatur, die Hybridisierungszeit, Bewegung, Agenzien, welche die unspezi-
fische Anheftung der Sequenz in der flissigen Phase an den festen Trager blockieren (Denhardts-Reagens
oder BLOTTO), die Konzentration der Sequenzen, die Verwendung von Verbindungen zur Erhéhung der Ge-
schwindigkeit der Assoziierung von Sequenzen (Dextransulfat oder Polyethylenglycol) und die Stringenz der
Waschbedingungen nach der Hybridisierung. Vgl. Sambrook et al. [vorstehend] Band 2, Kapitel 9, Seiten 9.47
bis 9.57.

[0167] ,Stringenz" bezieht sich auf Bedingungen in einer Hybridisierungsreaktion, welche die Assoziierung
von sehr ahnlichen Sequenzen gegentiber Sequenzen, die sich unterscheiden, fordern. Zum Beispiel sollte die
Kombination aus Temperatur und Salzkonzentration gewahlt werden, die etwa 120 bis 200°C unter der berech-
neten Tm des untersuchten Hybrids ist. Die Temperatur- und Salzbedingungen kénnen oft in vorlaufigen Un-
tersuchungen empirisch bestimmt werden, in welchen Proben von auf Filtern immobilisierter genomischer DNA
an interessierende Sequenzen hybridisiert und dann unter Bedingungen unterschiedlicher Stringenz gewa-
schen werden. Vgl. Sambrook et al. auf Seite 9.50.

[0168] Variable, die bei der Durchfihrung von zum Beispiel eines Southern-Blot-Verfahrens zu bedenken
sind, sind (1) die Komplexizitat der zu blottenden DNA und (2) die Homologie zwischen der Sonde und den
nachzuweisenden Sequenzen. Die Gesamtmenge der zu untersuchenden Fragmente kann in einer Groflien-
ordnung von 10 variieren, von 0,1 bis 1 ug fiir einen Plasmid- oder Phagenverdau, 10~° bis 107 g fiir ein Gen
in einer einzigen Kopie in einem hochkomplexen eukaryontischen Genom. Fir Polynucleotide geringerer Kom-
plexizitat kann eine wesentlich kiirzere Zeit zum Blotten, zur Hybridisierung und fiir die Expositionszeit, eine
kleinere Menge der Start-Polynucleotide und eine geringere spezifische Aktivitdt der Sonden verwendet wer-
den. Zum Beispiel kann eine Hefegen in einer einzigen Kopie mit einer Expositionszeit von nur einer Stunde,
beginnend mit 1 ug Hefe-DNA, Blotten fir zwei Stunden und Hybridisierung fur 4-8 Stunden mit einer Sonde
von 108 ZpM (,cpm” fiir Zahlimpulse pro Minute)/ug nachgewiesen werden. Fiir ein Sdugergen in einer einzi-
gen Kopie wirde ein konservativer Ansatz mit 10 ug DNA, Blotten iber Nacht und Hybridisierung Giber Nacht
in Gegenwart von 10% Dextransulfat unter Verwendung einer Sonde von mehr als 108 ZpM/ug beginnen, was
zu einer Expositionszeit von ~24 Stunden fuhrt.

[0169] Einige Faktoren kénnen die Schmelztemperatur (Tm) eines DNA-DNA-Hybrids zwischen der Sonde

und dem interessierenden Fragment und infolgedessen die geeigneten Bedingungen zur Hybridisierung und
fir das Waschen beeinflussen. In vielen Fallen ist die Sonde nicht zu 100% zu dem Fragment homolog. Andere
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Variable, die haufig vorkommen, umfassen die Lange und den Gesamtgehalt von G + C der hybridisierenden
Sequenzen und die lonenstarke und den Formamidgehalt des Hybridisierungspuffers. Die Wirkungen all dieser
Faktoren kénnen annahernd durch eine einzelne Gleichung dargestellt werden:

Tm =81 + 16,6(log,,Ci) + 0,4[%(G + C) - 0,6(% Formamid) — 600/n — 1,5 (% Fehlpaarungen),

wobei Ci die Salzkonzentration (monovalente lonen) ist und n die Lange des Hybrids in Basenpaaren (leicht
modifiziert nach Meinkoth & Wahl (1984) Anal. Biochem. 138: 267-284).

[0170] Bei der Planung eines Hybridisierungsexperiments kénnen einige Faktoren, welche die Nucleinsau-
re-Hybridisierung beeinflussen, einfach geandert werden. Die Temperatur fir die Hybridisierung und das Wa-
schen und die Salzkonzentration wahrend des Waschens sind am einfachsten anzupassen. Wenn die Hybri-
disierungstemperatur steigt (d. h. die Stringenz), wird es weniger wahrscheinlich fur die Hybridisierung, dass
sie zwischen Strangen stattfindet, die nicht homolog sind, und dadurch verringert sich der Hintergrund. Wenn
die radioaktiv markierte Sonde nicht vollstandig homolog mit dem immobilisierten Fragment ist (wie es haufig
bei Genfamilien- und Interspezies-Hybridisierungsexperimenten der Fall ist), muss die Hybridisierungstempe-
ratur gesenkt werden und der Hintergrund erhdht sich. Die Waschtemperatur beeinflusst die Intensitat der hy-
bridisierenden Bande und die Hohe des Hintergrunds in einer dhnlichen Weise. Die Stringenz des Waschens
wird auch mit sinkenden Salzkonzentrationen erhoht.

[0171] Im Allgemeinen sind glinstige Hybridiserungstemperaturen in Gegenwart von 50% Formamid 42°C fur
eine Sonde, welche 95% bis 100% homolog zum Zielfragment ist, 37°C fir 90% bis 95% Homologie und 32°C
fiir 85% bis 90% Homologie. Fiir geringere Homologien sollte unter Anwendung der vorstehenden Gleichung
der Formamidgehalt gesenkt und die Temperatur entsprechend angepasst werden. Wenn die Homologie zwi-
schen der Sonde und dem Zielfragment nicht bekannt ist, ist der einfachste Ansatz, mit Hybridisierungs- und
Waschbedingungen zu beginnen, die nicht stringent sind. Wenn nach der Autoradiographie unspezifische Ban-
den oder ein hoher Hintergrund beobachtet werden, kann der Filter bei hoher Stringenz gewaschen und erneut
exponiert werden. Wenn die zur Exposition bendétigte Zeit diesen Ansatz nicht praktikabel macht, sollten meh-
rere Hybridisierungs- und/oder Waschstringenzen parallel getestet werden.

Nucleinsauresondentests

[0172] Mit Verfahren wie PCR, Sondentests mit verzweigter DNA oder Blotverfahren unter Verwendung von
erfindungsgemafen Nucleinsduresonden kann die Anwesenheit von cDNA oder mRNA bestimmt werden. Von
einer Sonde wird gesagt, dass sie mit einer erfindungsgemaflen Sequenz ,hybridisiert", wenn sie ein Duplex-
molekul oder einen doppelstrangigen Komplex bilden kann, das/der stabil genug ist, um nachgewiesen zu wer-
den.

[0173] Die Nucleinsduresonden hybridisieren an die erfindungsgemaRen Neisseria-Nucleotidsequenzen
(einschliel3lich Sense- und Antisense-Strange). Obwohl viele verschiedene Nucleotidsequenzen die Amino-
sauresequenz codieren, wird die native Neisseria-Sequenz bevorzugt, da sie die tatsachlich in den Zellen vor-
handene Sequenz ist. Die mRNA reprasentiert eine codierende Sequenz und daher sollte eine Sonde komple-
mentar zur codierenden Sequenz sein; einzelstrangige cDNA ist komplementar zur mRNA und daher sollte
eine cDNA-Sonde komplementar zur nicht-codierenden Sequenz sein.

[0174] Die Sondensequenz muss nicht identisch mit der Neisseria-Sequenz (oder ihrem komplementaren
Gegenstlick) sein — einige Variationen in der Sequenz und in der Lange kdnnen zu einer erhéhten Sensitivitat
des Tests fuhren, wenn die Nucleinsduresonde ein Duplexmolekil mit den Zielnucleotiden bilden kann, das
nachgewiesen werden kann. Die Nucleinsduresonde kann auch zuséatzliche Nucleotide umfassen, um das ge-
bildete Duplexmolekil zu stabilisieren. Zusatzliche Neisseria-Sequenzen kdnnen auch als Markierung zum
Nachweis des gebildeten Duplexmolekiils hilfreich sein. Zum Beispiel kann eine nicht-komplementére Nucle-
otidsequenz an das 5'-Ende der Sonde geknipft werden, wobei der Rest der Sondensequenz komplementar
zur Neisseria-Sequenz ist. Alternativ kdnnen nicht-komplementare Basen oder ldngere Sequenzen in die Son-
de eingestreut sein, vorausgesetzt, dass die Sondensequenz ausreichend Komplementaritat mit der Neisse-
ria-Sequenz hat, um damit zu hybridisieren und dadurch ein Duplexmolekil zu bilden, das nachgewiesen wer-
den kann.

[0175] Die genaue Lange und Sequenz der Sonde hangt von den Hybridisierungsbedingungen wie Tempe-

ratur, Salzbedingungen und Ahnlichem ab. Zum Beispiel enthalt die Nucleinsduresonde fiir diagnostische An-
wendungen abhangig von der Komplexizitat der Analytensequenz typischerweise mindestens 10-20 Nucleoti-
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de, vorzugsweise 15-25 und starker bevorzugt mindestens 30 Nucleotide, obwohl sie kirzer sein kann. Kurze
Primer bendtigen im Allgemeinen kaltere Temperaturen, um ausreichend stabile Hybridkomplexe mit der Ma-
trize zu bilden.

[0176] Sonden kdnnen mit synthetischen Verfahren wie dem Triesterverfahren von Matteucci et al. [J. Am.
Chem. Soc. (1981) 103: 3185] oder gemaf Urdea et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1983) 80: 7461] oder unter
Verwendung eines im Handel erhaltlichen automatisierten Oligonucleotid-Synthesegerats hergestellt werden.

[0177] Die chemische Natur der Sonde kann je nach Praferenz ausgewahlt werden. Fur bestimmte Anwen-
dungen sind DNA oder RNA geeignet. Fur andere Anwendungen kénnen Modifizierungen eingebaut werden,
z. B. Ruckgrat-Modifizierungen wie Phosphorthioate oder Methylphosphonate kdnnen verwendet werden, um
die Halbwertszeit in vivo zu erhéhen, die RNA-Affinitat zu andern, die Resistenz gegenliber Nucleasen zu er-
héhen etc. [vgl. z. B. Agrawal & lyer (1995) Curr Opin Biotechnol 6: 12-19, Agrawal (1996) TIBTECH 14:
376-387]; Analoge wie Peptid-Nucleinsduren kénnen ebenfalls verwendet werden [vgl. z. B. Corey (1997) TIB-
TECH 15: 224-229, Buchardt et al. (1993) TIBTECH 11: 384-386].

[0178] Alternativ ist die Polymerasekettenreaktion (PCR) ein anderes wohlbekanntes Verfahren zum Nach-
weis kleiner Mengen von Zielnucleinsauren. Der Test wird in:

Mullis et al. [Meth. Enzymol. (1987) 155: 335-350], US-Patente 4,683,195 und 4,683,202 beschrieben. Zwei
LPrimer"-Nucleotide hybridisieren mit den Ziel-Nucleinsduren und werden verwendet, um die Reaktion zu star-
ten. Die Primer kbénnen Sequenzen umfassen, die nicht mit der Amplifizierungszielsequenz (oder ihrem kom-
plementaren Gegenstiick) hybridisieren, um die Duplexstabilitat zu unterstitzen oder zum Beispiel um eine ge-
eignete Restriktionsstelle einzubauen. Typischerweise flankiert eine solche Sequenz die gewiinschte Neisse-
ria-Sequenz.

[0179] Eine thermostabile Polymerase schafft unter Verwendung der urspriinglichen Zielnucleinsauren als
Matrize Kopien von Zielnucleinsduren von den Primern. Nachdem eine Schwellenmenge der Zielnucleinsau-
ren durch die Polymerase erzeugt wurde, kénnen sie durch traditionellere Verfahren wie Southern-Blot-Verfah-
ren nachgewiesen werden. Wenn das Southern-Blot-Verfahren angewendet wird, hybridisiert die markierte
Sonde an die Neisseria-Sequenz (oder ihr komplementares Gegenstiick).

[0180] mRNA oder cDNA kann auch mittels traditioneller Blotverfahren, die in Sambrook et al [vorstehend]
beschrieben werden, nachgewiesen werden. mRNA oder cDNA, die unter Verwendung von Polymerase-En-
zym von mRNA erzeugt wurde, kann gereinigt und unter Verwendung von Gelelektrophorese aufgetrennt wer-
den. Die Nucleinsauren auf dem Gel werden dann auf einen festen Trager wie Nitrocellulose geblottet. Der fes-
te Trager wird einer markierten Sonde ausgesetzt und dann gewaschen, um jegliche nicht hybridisierte Sonde
zu entfernen. Als nachstes werden Duplexmolekile nachgewiesen, welche die markierte Sonde enthalten. Ty-
pischerweise ist die Sonde mit einer radioaktiven Einheit markiert.

BEISPIELE FUR BEVORZUGTE FRAGMENTE

[0181] Die in W099/24578 offenbarten Proteinsequenzen wurden einer Computeranalyse unterzogen, um
die antigenen Peptidfragmente innerhalb des Proteins in voller Lange vorherzusagen. Drei Algorithmen wur-
den in dieser Analyse verwendet:
* AMPHI Dieses Programm wurde verwendet, um T-Zell-Epitope vorherzusagen [Gao et al. (1989) J. Im-
munol. 143: 3007, Roberts et al. (1996) AIDS Res Hum Retrovir 12: 593, Quakyi et al. (1992) Scand J Im-
munol Erg. 11: 9] und ist im Protean-Paket von DNASTAR, Inc. (1228 South Park Street, Madison, Wiscon-
sin 53715, USA) verfugbar.
+ ANTIGENIC INDEX, wie von Jameson & Wolf (1988), The antigenic index: a novel algorithm for predicting
antigenic determinants, CABIOS, 4: 181-186, offenbart.
* HYDROPHILIE, wie von Hopp & Woods (1981) Prediction of Protein antigenic determinants from amino
acid sequences, PNAS, 78: 3824-3828, offenbart.

[0182] Tabelle | zeigt die bevorzugten Fragmente der Proteine, die in W099/24578 offenbart werden. Die drei
Algorithmen identifizieren oftmals dieselben Fragmente. Solche mehrfach identifizierten Fragmente werden
besonders bevorzugt. Die Algorithmen identifizieren oftmals iberlappende Fragmente. Die Erfindung umfasst
explizit Fragmente, die aus der Kombination dieser Gberlappenden Fragmente entstehen. Fragmente, die
durch eine einzelne Aminosaure getrennt sind, werden oftmals ebenfalls identifiziert. Die Erfindung umfasst
auch Fragmente, welche die beiden Extreme solcher ,angrenzender" Fragmente umspannen.
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TABELLE 1-192 Fragmente der in WO99/24578 offenbarten Proteine

[0183] Legende: Fragment #1 der vorliegenden Erfindung entspricht den Aminosauren 9-18 des ORF1-1, der
in WO99/24578 offenbart wird, etc.

Fragment# | W099/24578 ORF | Algorithmus Aminoséuren
1. 1-1 AMPHI 9-18

3. 1-1 AMPHI $3-57

4. j-1 AMPHI 71-73

s. -t AMPHI o 83—82__» ]
8. |11 AMPHI 118-120

10, 1-1 AMPHI 162-168

11, 1-1 AMPHI 174-179

12, 1-1 AMPHI 191-193

13. -t .V AMPHI . 300-302

14. 1-1 AMPHI 351-354

15. 1-1 AMPHI 360-363

16. I-1 AMPHI 368-372 -
17. 1-1 AMPHI 381-384
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20. 1.1 AMPHI 494-497
21. 1-1 AMPHI 501-503
22. 1.1 AMPHI 545.549
23. 1-1 AMPHI 650-657
24. i-1 AMPHI 678-680
25. 1-1 AMPHI 696-700
26. 1-1 AMPHI 709-711
27. 1-1 AMPHI 732-741
28. 1-1 AMPH]I 748-752
29. 1-] AMPHI 771-775
30. 1-1 AMPHI 794-796
31. I-1 AMPHI 809-811
32. -] AMPHI 874-878
33, 1-1 AMPHI 926-932
1 34. - AMPHI 034-939
35. 1-1 AMPH1 1 972-977
36. 11 AMPHI 1001-1004
37. 1-1 AMPHI 1007-1014
38. 1-1 AMPHI 1055-1059
39. i-1 AMPHI 1064-1069
40. 1-1 AMPHI 1074-1076
41. -] | AMPHI 1084-1087
42. 1-1 AMPHI 1093-1108 ©
43. 1-1 AMPHI 1153-1156
44. 1-1 AMPHI 1174-1178
45. 1-1 AMPHI 1182-1186
46. 1-1 AMPHI 1188-1192
47. 1-1 AMPHI 1197-1202
43. 1-] AMPHI 1214-1224
49. {-1 AMPHI 1228-1232
50. 1-1 AMPHI 1243-1246
51. 1-1 AMPHI 1261-1271
52. 1-1 AMPHI 1302-1305
53. 1-1 AMPHI 1391-1394
54.- 1-1 AMPHI 1410-1415
55. 1-1 ,Antigener Index 1-23

56. 1-1 sAntigener Index §5-64

37, I-1 sAntigener Index 66-87
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-1 115-120
60. -1 A;ltié‘ener fndc':x ' 124-161
61. 1-1 Antigener Index 168-175
62. 1-1 Antigener Index 178-218
63, 1-1 Antigener Index 229.231
64. 1-1 Antigener Index 233-241
65. - -1 Antigener Index 1-246-256- -
66. 1-1 Antigener Index 260-270
67. P-1 Antigener Index 276-279
68. 1-1 Antigener Index 293.299
69. -1 Autiggner Index .. 301-308
—7—(; 1-1 Antiggner Index_.. 316-319
71. I-1 Antigener Index 322-359
72. 1-1 Antigener Index 367-315
73.. -1 Amiguener Index , 383-394
74 1-1 Antigener Index 196-405
75. 1-1 Antigener Index 410-415
76. 1-1 " Antigener Index 425-435
77.° 1-1 | Anticener Index 441-448
78. -1 Antigener Index 455-467
79. }-1 Antigener index | 471-486
80. 1-1 Antigener Index 490-501
§2. 1-1 Antigener Tndex 516-525
84. 1-1 Antigener Index 546-554
85. 1-1 Antigener Index 559-566
86. 1-1 Antiggper Index ... 570-591
87. 1-1 Antigener Index -593-608
38 1-1 Antigﬁ_{]er Index 615-621
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90. i-1 +Antigener Index 632-640
91. 1-1 Antigener Index 642-650
92, 121 Antigener Index 653-667
93. 1-1 sAntigener Index 671-690
94, 1-1 sAntigener Index 693-710
95. 1-1 Antigener Index 719-722
96. 1-1 Antigener Index 127-748
97, 1-1 /Antigener Index 752-764
- - ‘Anigenes inde L
99. -1 e e 793-799
100. 1-1 Antigener Index 815-827
101. 1-1 /Antigener Index .{ 829-835
102. 1-1 JAntigener Index 843-849
104. -1 tAntigener Index 860-862
i05. I-1 /Antigenér,fndéx.. 869-904
106. 1-1 _ Antigener Index 914-944
107. 1-1 Antigener Index 948-957
108. 1-1 Antigener Index 961-970
109. -1 Antigener Index 980-994
{10, 1-1 “/Antigener Index | 1000-1008
111, 1-} /Antigener Index 1013-1027
112, 1-1 (Antigener Index 1034-1037
L 113, J-1 ‘:An;[;gene:r I‘nde‘x 1045-1054
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114. }-1 Antigener Index 1056-1083
115. 1-1 Antigener Index 1090-1113
116. 1-1 Antieener.Index. 1117-1160
7. 11 Antigener Index 11621175
118. 1-1 Antigener Index 1177-1184
119. 1-1 Antigener.Index. 1197-1211
120. 1-1 Anti_g'ener'lnc.iei ~ 1215-1238
121. -1 Antigener Index 1240-1250
122. 1-1 Antigener Index. 1256-1273
123. 1-1 A;nti'g.ener'lnae)g ]286']288
124. 1-1 Antigener Index 1293.1295
125. 1-1 Antigener Index 1297-1314
126. 1-1 Antigener Index 1321-1329
127. 1-1 Antigener Index 1334-1337
128. 1-1 Antigener Index 1345-1352
129, 141 Antigener Index 1363-1379
130, 1] Antigener. Index. 1391-1403
131, 1-1 A.nti‘éencr.ln-dei 1410-1419
132. 1-1 Antigener Index_ 1424-1427
133. 1-1 Antigener Index. 1437-1450
134, 1-1 Hydrophilic 1-23

135. 1-1 szroghilie 56-64
136. 1-1 Hvdrophilie 66-82

137. 1-1 Hydrophilie 84-86
138. 1-1 Hvdranhilie...., 124-136
139. 1-1 Hvdrophilie 140-151
140. 1-1 Hydrophilie 168-175
141. 1-1 Hvdronhilie 180-187
142. 1-1 Ovdrophilie 190-199
143. -1 Hydrophilie 202-217
144, 1-1 Hydrophilie 237-239
145. -1 Hydrophilie 246-252
146. 1-1 Hydrophilie 263-268
147. 1-1 Hydrophilie 276-279
148, -1 Hydrophilie 302-304
149. 1-1 Hydrophilie 324-328
150. 1-1 Hydrophilie 333-359
151, -1 Hydrophilie 169-375
152. 1-1 Hydrophilie 385-393
153. 1-1 Hvydrophilie 396-405
154. -1 Hydrophilie { 428432
155. 1-1 Hydrophilie 441-447
156. I-1 Hydranhilie. .., 455-464
157. 1-1 Hydroohilie _ 471-477
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158. 1-1 Hvdrovhilie 490-501
159. -1 Hvdrophilie 519-523
161. 1-4 Hvdrophilie 548-554
162. - I-1 Hvdrophilie 560-566
163. -1 Hydrophilie 571-577
164. 1-1 ‘Hydrophilie 582-591]
165. 1-1 Hydroobilie 596-606
166. |t Hugdroohilie 615-621
168. 111 Hvdrophilic 658-667
169. . 1-1 Hydrophilie 679-686
170. -1 | Hydrophilie 697-703
172. 1-1 Hvdroohilie 737-748
173. 1-1 Hvdrophilie 752-756
174. 1-] Hydrophilie 761-764
175. 1-1 Hydrophilie 782-788
176. 1-1 Hvdroohilie §43-849
177. 1-1 * | Hvdrophilie 860-862
178. 1-1 Hydrophilie 869-873
179. -1 Hydrophilie 878-892
180. 1-] Hydroohilie 916-922
181. 1-1 Hydrophilie 927-943
182. 1-1 Hydrophilie 950-956
183. 1-1 Hydrophilie 964-967
184. 1-1 Hvdrovohilie  _ 981-993
185. 1-1 Hvdronhilie 1002-1008
186. 1-1 Hydrophilie —~ 1015-1025
187. 1-1 FHydrophilie 1034-1037
188. -1 Hydronhilie.,..., 1045-1054
189. 1-1 Hvdrovhilie 1056-1083
190. 1-1 H‘y'dro;)hilie. . 1090-1111
191. 1-1 Hydrophilie 1117-1144
192. 1-1 Hydrophilie 1149-1159
193. ]1-1 Hydrophilie 1165-1174
194, -1 Hvdrophilie 1197-1210
195. 1-1 Hvdronhilie 1215-1238
196. -1 H'y:iro;')hi]ic‘ e 1243-1249
197. 11-1 {Hydrophilie "1257-1269
198. 1-1 Hydrophilie 1271-1273
199. 1-1 Hydrophilie 1301-1304
200. 1-1 Hydrophilie 1306-1314
201. 1-1 Hydrophilie 1321-1325
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202. 1-] Hydrophilie 1346-1352
203. 1-1 Hydrophilie 1364-1371
204, 1-1 Hydrophilie 1373-1375
205. 1-1 Hydrophilie 1395-1403
206. 1-1 Hydrophilie 1411-1419

1-1 . }.Hydrophilie S 1437-1447
208. |1t NS —

[0184] Es versteht sich, dass die Erfindung vorstehend nur beispielhaft beschrieben wird und Modifizierungen
gemacht werden kdénnen, solange sie im Umfang der Erfindung bleiben.

Patentanspriiche

1. Protein, umfassend ein Fragment von SEQ ID 650 aus W099/24578:
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MKTTDRKRTTETHRKAPKTGRIRFSPAYLAICLSFGILPQA WAGHTYFG INYQY
YRDFAENKGKFAVGAKDIEVYNKKGELVGKSMTKAPMIDFSVVSRNGVAAL
VGDQYIVSVAHNGGYNNVDFGAEGRNPDQHRFTYKIVKRNNYKAGTKGHPY
GGDYHMPRLEBKFVTDAEPVEMTSYMDGRKYIDQNNYPDRVRIGAGRQYWRS
DEDEPNNRESSYHIASAYSWLVGGNTFAQNGSGGGTVNLGSEKIKHSPYGELP
TGGSFGDSGSPMFIYDAQKQKWLINGVLQTGNPYIGKSNGFQLVRKDWFYDEI
FAGDTHSVFYEPROQNGKYSFNDDNNGTGKINAKHEHNSLPNRLKTRTVQLFN
VSLSETAREPVYHAAGGVNSYRPRLNNGENISFIDEGKGELILTSNINQGAGGL
YFQGDFTVSPENNETWQGAGVHISEDSTVTWKVNGVANDRLSKIGKGTLEVQ
AKGENQGSISVGDGTVILDQQADDKGKKQAFSEIGLVSGRGTVQLNADNQEFNP
DKLYFGFRGGRLDLNGHSLSFHRIQNTDEGA M‘IVNI-TNQDKESTVTITGNKD[A
TTGNNNSLDSKKEIAYNGWFGEKDTTKTNGRLNLVYQPAAEDRTLLLSGGTN
LNGNITQTNGKLFFSGRPTPHAYNHLNDHWSQKEGIP RGEIVWDNDWINRTFK
AENFQIKGGQAVVSRNVAKVKGDWHLSNHAQAVFGVAPHQSHTICTRSDWT
GLTNCVEKTITDDKVIASLTKTDISGNVDLADHAHLNLTGLATLNGNLSANGD
TRYTVSHNATQNGNLSLVGNAQATFNQATLNGNTSASGNASFNLSDHAVQNG
SLTLSGNAKANVSHSALNGNVSLADKAVFHFESSRFTGQISGGKDTALHLKDS
EWTLPSGTELGNLNLDNATITLNSAYRHDAAGAQTGSATDAPRRRSRRSRRSL
LSVTPPTSVESRFNTLTVNGKLNGQGTFRFMSELFGYRSDKLKLAESSEGTYTL
AVNNTGNEPASLEQLTVVEGKDNKPLSENLNFTLONEHVDAGAWRYQLIRKD
GEFRLHNPVKEQELSDKLGKAEAKKQAEKDNAQSLDALIAAGRDAVEKTESY
AFPARQAGGENVGIMQAEEEKKRVQADKDTALAKQREAETRPATTAFPRARR
ARRDLPQLGPQPQPQPQRDLISRYANSGLSEFSATLNSVFAVQDELDRVFAEDR
RNAVWTSGIRDTKHYRSQDFRAYRQQTDLRQIGMQKNLGSGRVGILFSHNRT
ENTFDDGIGNSARLAHGAVFGQYGIDRFYIGISAGAGFSSGSLSDGIGGKIRRRY
LHYGIQARYRAGFGGFGIEPHIGATRYFVQKADYRYENVNIATPGLAFNRYRA
GIKADYSFKPAQHISITPYLSLSYTDAASGKVRTRVNTAVLAQDFGKTRSAEW
GVNAEIKGFTLSLHAAAAKGPQLEAQHSAGIKLGYRW

wobei das Fragment:
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(a) ein oder mehrere der Aminosaurefragmente 9-18, 71-73, 83-87, 118-120, 174-
179, 191-193, 351-354, 360-363, 368-372, 381-384, 494-497, 545-549, 650-657, 696-

700, 709-711, 732-741, 748752, 771-775, 8O9-811, §74-878, 926-932, 934-939, 472-
977, 1001-1004, 1007-1014, 1055-1059. 1064-1069, 1074-1076, 1084-1087, 1093-
1108, 1153-1156, 1182-1186, 1188-1192, 1197-1202, 1214-1224, 1228-1232, 1243-
1246, 1?.61421",71, 1302-1305, 1391-1394, 1410-1413, 1-23, 66-87, 115-120, 124-161,
168-175, 178-218, 229-231, 233-241, 246-256, 260-170, 176-279, 293-299, 301-308,
316-319, 322-359, 367-373, 383-394, 396-405, 410-415, 425-435, 441-448, 435-467,
471-484, 490-501, 516-523, 559-366, 370-591, 593-608, 615-621, 632-640, 642-650,
653-667, 671-690, 693-710, 719-722, 727-748, 752-764, 179-790, 793-799, §15-827,
§29-835, 843-840, B60-862, 860-904, 914-944, 948-957, 961-970, 980-994, 1000-
1008, 10131027, 1034-1037, 1045.1054, 1056-1083, 1090-1113, 1117-1160, 1162-
1175, 1177-1184, 1197-1211, 1215-1238, 1240-1250, 1256-1273, 1286-1288, 1293-
1295, 1297-1314, 1321-1329, 1334-1337, 1345-1352, 1363-1379, 1391-1403, 1410-
1419, 1424-1427, 1437-1450, 56-64, 66-82, 124-136, 140-151, 180-187, 190-193, 202-
217, 237-239, 246-251, 263-268, 324-328, 331-359, 369-375, 385-393, 428-432, 441-
447, 455-464, 471-477, 519-523, 560-566, 571-577, 582-591, 596-606, 658-667, 697-
703, 737-748, 752-756, 761-764, 782-788, 869-873, §78-892, 916-922, 927-943, 950-
956, 964-967, 981-993, 1002-1008, 1015-1025, 1090-1111, 1117-1144, 1149-1130,
1165-1174, 1197-1210, 1243.1249, 1257-1269, 1271-1273, 1301-1304, 1306-1314,
1321-1325, 1346-1352, 1364-1371, [373-1375, 1395-1403, 1411-1415, 1437-1447,
53-64, 162-175, 174-218, 300-308, 381-394, 490-503, 545-534, 560-566, 642-657,
650-667, 693-711, 721-752, 748-764, 1000-1014, 1007-1027, 1162-1178, 1174-1184,
1214-1238, 300-304, 368-375, 345-554, 678-686, 696-703, 732-748, 748-756, 874-
882, 926-943, 1001-1008, 1002-1014, 1055-1083, 1165-1178, 1287-1771, 1261-1273,
1301-1305, 926-939, 1182-1192, 1162-1184, 229-241, 293-308, 383-405, 570-608,
632-650, 815-835, 1045-1083, 1117-1175, 1162-1184, 1215-1250, 1293-1314, 56-82,

66-86, 1257-1273, 1301-1314 und/oder 1364-1375 aus SEQIDE50 umfasst,

und

(b) mindestens eine antigene Determinante von SEQ ID 650 umfasst, und
(c) nicht mehr als 1456 Aminosauren von SEQ ID 650 hat, und

(d) nicht mehr als 1449 Aminosauren von SEQ ID 648 aus W099/24578 hat
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THRKHBPKTGR
KCEEAVEAED
VEVAHNGEYHN
AMPRLHEIVT
EPNNRESSYH
CREYIGESNG
GEINAKHEHN
NNGENISZID
EISEDSTYTH

.. .DKVTAS
SHNATONGHX
LEGNBEAHVS
EWTLPSGXEL
RSLLEVTEEY
SEGTYTLAVN

------
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i
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..........
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TVERNNYKAG
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N R RPN
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L I B
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SSESLSIGIG
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KVRTEVNTEV

1601 LAQDFGKTRS AEWGVNAEIK GFTLSLHARA AKSPOLEZCH SAGIKLGYRW, und

(e) nicht mehr als 1448 Aminosauren von SEQ ID 652 aus W099/24578 hat

1
51
101
151
201
251
401
351
401
431
501
551
edl
651
701
751
801
851
201
351

METTORETTE
YOYYBEDFATH
VAALVGIQYI
SHEYNGDHHM
HYWBEYDDDEH
KEIAGARAGDS
EYDDIYRGDT &
TVRLFDES LN
HINQGAGHELY
SKICGEGTLHY
RGTVOLNADN
HATTTESTVWTI
LELVYQEPARE
WEEMEGTPOS
SHHAQARVEGY
GEVELXYX%L
ATFHOATLHG
VELADKAVEFH
RTITLMSAYR
VHGKLNEGST

THREAPKTGR
KGEFRVGAKD
VEVAHRGGYHN
PRLHKEVTDA
GLLAYEGANL
GSFMFLYDET

HTVEFEPREN
ETDEEFVYAR
FEGDETVSFE
CAKGENOGST
DENPDELYFG
TGHESITQPS
DRTXLLSGET
£IUWDNDEIE
BPHOSHTICT
XALYCHAXLE
NXS5X5GNASF
FEMSRETGOL
HORMSEQTOH
FREMSELESY

IRFSPRYLAT
IEVYHEEGEL
WY DECREGKH
EPVEMTSDMR
IGENTHHEOGEH
WNEWLLAGYL
GEFSFTINNM
GEVNOYBERL
HNETWQGAGY
SYGDETVILD
FREGRLOLNG
GENINWRLNYS
NLHGNITQTHN
ETFKAENFHI
BSDWTGLTHC

GHLSANGITR ¥

HLENNARONG
QGEKKTALFL

'SDTPRRRSR
RQDELELAES
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CLSFGTLPOA
VGREMTREAEY
FDGHRITSYRI
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NVSHEALNGH
TELENLELDN
EVESRFHTLT
HTGNEFVSLD
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1001 QLTVVEGKDN KPLSENINTT LONENVLAGE WEYQLIRKNG EFRLHNPVKE
1051 (QELSDXLCHA EAKKOMEKDN AQSLDBLIAR GRUAREETES VAEPRREAGG
1101 ZIHVSIMOAEE FEKKRVOADKD SALARQREAE TRFXTTAFPR ARXAKRDLZQ
1151 PQEQPOFRPR PQROLXSAYR NSGLSEFSAT LNSVIAVODE LDRVFAEGRR
1201 HAVWTSAXIRX THHYRSODFR AYROCTDLRS IGMOKNLGSG RVGILFIENR
1251 TEWYFDDSIG NSARLAHGAV FGOYGIGRFD IGISTGAGFS SSXLSDEING
1301 KIRRRVLEYG IQBRYRAGRS GFGIEFYIGA TRYFVONADY RYENVHIATE
1351 GLAFKBYRAZ TKADYSFKPA OHASITEYRS LSYTDARSGK VETRVNTAVL
1401 ARDFGKTRSA EWGVNAEIKG FTLSKRAMAA KGPOLERQHS AGIKLGYENW, und

(f) nicht mehr als 1467 Aminosauren von SEQ ID 654 aus W099/24578 hat
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METTDKRTTE
YQYYRDEREN
VARLAGDOYT
HGHPYGGDYH
RQYWRSDEDE
KHSPYGELFT
QLVRARKDWEFYD
LEYRLETRTY
GHEGELILISEN
VRGVAKDRLE
FAEIGLVSGR
DEGAMIVHHE
ATRTHNGGLNL
YHELGSGHEK
VEGDWHELSKH
LSKTOVRGHNV
SLVGRAQRTY
HERLMGNVIL
SHLNLDHATL
SRENTLTVNG
NEPVSLEGLT
LHNPVKEQEL
AGRHATEELE
ETRFATTHEP
N3YFRVQUEL
FHMOKNLGSGR
GISRGAGFSS
RYFVOKADTR
SYTDAASGEY

GPILEAQHSA

(g) nicht SEQ ID 2

THEE&PETGR
BSEFBVGRED
VSVAHNGEYN
MPRLHEFVTD
PMNRESSYHI
GGEFEDEGEP
EIFDGDTHSV
QLFNVELSET
INQCRGCLYF
KEIGKGTLLVYQ
GTVQLNALND
QJOESATVTIT
NYPPEEARDRT
MECIPOSELY
AQHVYEGVAPH
SLADHAHINL
NQATLHGHTS
ADEAVEHFER
TLHNSRYRHDA
ELNGRSTFRE
VVICKDOKTPL
SDELGKAGET
SVAEPARDAS
RARRAREDLP
DRVEFREDREN
WGILFSHART
G3LSDGIRGE
YENYNIATPG
RTRVYNTAVLE

IRFSPAYLAI
IEVYNKESTL
NVDEGHREGSY
REPVEMTSYM
ASBYSHLVGS
MFIYLAQHQK
FYEPHAQNGKY
AREPVYERAS
EGHEFTVSPEN
ZKGEKQGSVS
FNPDKLYFGF
GHKDITTTEN
LLLSGGTHLN
WOXDHIDRTE
QEHTICTRED
TGLATENGYL
AEDNASEFNLS
SAFTGRISOG
BGROTGSARD
MSELFGYRSG
SENLNETLON
EABLTAHDAQ
CENAGIMOAE
QPQPQPQPQOP
AVETSGIRDT
GRTTODGIGH
IRERVLHYG]
LAFNEYRAGT
QOFGRTRSAE

GIKLGYRE; und

CLEFGILPOA
VEEIMTRARY
POOHRFSYOTL
DEWEYADLEK
NTEXQNESGSE
VLINGVLOTE
FENDNHNGAG
GUNEYRPRIN
HETRQGAGVH
VGEDSEVILDD
BEGRLDLNGH
MNHNLDSEXE]
GRITOTNGKL
ERENFEIRGE
WTGLTSCTER
VORETRTIRYL
HEAVONGSLT
EDTRLHLKDS
APRRRSERSL
KLKLRESSES
BHVDAGANRY
LAAKOIAEEKD
EERERVQADK
CRODLISRYAN
KEYRSQUDFRA
SARLAHGAVE
JARYRELFGG
KaDYSFEPAR
BWEVHAETKGE

BAGHTYZGIN
1DESVVEERRG
VERNMYTRAGT
YPORVRIGAS
CTVKLGSEKT
MPYIGKENGF
RIDAEHKHYS
HCENISFIDE
ISDGETVIWE
GADCOGKKQA
SLEFHRIQNT
ARYMNGWFGEKD
FESGRPTPHA
DRVVSRNVAE
TITDDEVIAS
AANSTONGHL .
LS ONAKENVS
EWTLPSGTREL
LEIVTPPTSHE
TYTLAVRNTG
QLIRKDGEEFR
KEQSLOALIA
DTALAKGREA
SGLSEFSATL
YROUTDLROT
GOYGIGREDI
FGIEPHIGAT
HISITEYLSL
TLELHRALEK

MK TTDNRTTETHREAPKICRIRES PAYLAICLS PG T LPCARAGHTY PO IRY DY YRIFAEN
KEKTAVEAKDT EVYNKESE LVIKSHM ITKAPNIDFS VU ERNOVAALVGDC Y IVSVAHNEEYN
IV DPCAESSN P ROHRFA YO T VERNNY KASTNOHFY G DY HMPRLEKFVTDAEPVEMTS Y
DGRXY [DOINY PDRVR I GAGRQYWRSDEDEPNNRE S SYHL ASAYSWLVGENT FAQNCSGS
CTVNLGSERIKHS PYCFLPTORS PGPSO S PP I YDAQ AGHI L INGYLOTONPY IGKSHNGF
CLVRKDHFYDE I FAGD THEVEY EPHORGEY TFHINNNG TCR I NAKHEHNS LPHRLXTR TV
QLENYSLEETAREPVYHAAGTRISYRPRIIMNGEN I SFIDEGRGELILTSHINQGAGGLYF
QGDFTVE PENRETWOOGATVEISEDS TV TWIOHGYANDR LS KIGRGTIHVORRSEROGS IS
VEDEKY I LEGOADENNERGAPSE LELVEGRO TN OLNADNO FN PO KLY FGFRGGRLD LN H
SLEFHRIANTDEGAMI VERNOUEESTVTITONKD LAT TGN S LS KXKE TAYNGRFOREKD
TTKTNGRLNL VY QFAAEDRTLLLSG S TR LNGR I TOTHCELFFSGRETPHAYNML/IZSOWE ¥
MEGIPCUE IVWDHEW INRTFKAENFH IQECCAV I SRNVAXVEGTWHLENHAQRVFGVARL
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CEHTI CrReDW TS LT Ve RT ITDDEVIAS LT T L SGNY S LADHAH LN L IGLAT LECNL
CANGODTRY TVSHNATONGDLELYGHRAGAT FHNQAT LNGR TS ASGHAS FRLSENAVONGELT
LeGRAFANV S HSALNOWV S LADYAVYFHArESERFICQISCS KD TALHLKDSEWTLPSGTEL
CHLNLDHAT I TLRNSAY RHDAACAGS GESATBASRREERBELLSVTPPASAESHFNTL.TVHG
KLNCGGTFREFMEELFGYRSOELRLAESSEC TY TLAVNN I ONE VS LDCLTVVWEGKDHRERL
SEMLN FTLANEHVDAGAWRYQL LRKDGEFRLENPVEEQE LS DKLORAEATKOAG KDNARS
LDALIAAGESAVEXTESVAL PARQASGENVE IMIAL EERKRVCADBRDTALARQREGKTR P
AT TAFPRARRARRDLEPOPOPEFRPQPORILISRYANSILSEFSATLRSVEAVRDELDRYF
AEDRREXAVW IS IR TEHYRSODFRAYROQTDLAD ISMOKNLUGSCRVG ILFERNRTENTF
DG ICHE AR LAHCAVEGOYS IGRFOICISICGAGFSSOSLEDUIGEXIRRBEVLKY I DAY
RACFGGISIEPHIGATREY IV QKAD Y RYENVN I AT PO LAFNEYRAGS L HADYIFRPAQHIS
TEYLS LS Y TCRASZKVR TR NTAVLAQDPGK TR SALR VKA I KG P TLE LHAMAANEGEQL
Cagtisae l KLOTRS

oder SEQ ID 4 aus W099/55873 ist

MHTIDERTTETARKAPETGR LRFSPAY LAICLE FOILPQRUAGHTY FG INY QY YROFRER
HEKFAVEAKDI EVYNKECELVOKSUTEARPNIDF SVVSREGVARLYEDQV T VSVAHKGGYN
VR FGARGERPOCRRETY R I VRRINY KAGTRGH P YBED Y EMPRLEKFVTOARPVENTI YM

DGREY JDGNRY FORVRIGRGRUVWREDEDE MR EG S YH I AS A Y BN LYVGGNTEAONGECS
CTVHLOSER] FHS PYGFLEP TGEAFGHEGSPME] YRAQKGKNL I NG VL TON PY IGKSNG P
OLVRRDWFYDE I FAGITES VEYRPRONC XY SFNDDNNG PO R INATHEHS S LENRLKTRTV
OLFNVE LSETAARPVYIAACOVNS YR PRUNRGEN L EF I DEGRGELI LTSN I NG AGSLYE
QGUFTVS PERNE TWOCACVHI S208 TVTHK VNG VAN DR LS KIGKATLHVOANOEROGS I 8
G RG TV LG QAR DG R QAF RE LS L VR TV LB A DN QPP DALY T OFRCCRLDLKGH
ELSFPHRIQETDEGAM IV DEES TV T I TONHD AT TCN NS LD S REET A YRCWRCE KD
TEKTHGRLNLY Y QP AREDR TLLLSGE THLNON I TOTRG KL FFSGRPT FRATYNHLNDENS S
KEST FRGEIVWDNDW IR TF EAEN PO I EGEQAVY SRV R KV ECDIHLSTHADAVFGVAPH
O HT LIRS W TGLTHCVE KT I TDDEV IASL THTD L 3GV LADR AHLNL TG LA TLNGIL
SANGDTRYTWBHNATONCKL S LG AGATINOA TLNGRT SASGHAS FRLE DHAVONGSLT
LEGHAKANVSHSALIRSNY S LADKAVFHFESSRE TG I SOGKDR Y ALHLE NS EWTLPSGTEL
GHLELDNAT ITLHNS AYIHDALGRCTASATDAPRRESRRSHRELLS VTP PTS VESRFNTLYT
VN GRS T PR P M ELEG Y RS DEL A LA S SEC TY TLAVIINTGNE PAS LEDL Ve ithn
KPLSEIFNE TLQNEHVEAGAWRYC LI R DG E PR LN PYREQE LS RS KATAKROAS KON
ALS LML INIGSRDAVERTES VI EPAROAGIENVO IMOAS LEX MR VOADED TALAKOREAS
TREATTAFFRARRARRDLPOLOICEQPOPQRDL I SRYANSGLSEFSATLNSVTAVGDELD
AVEREERRNAVWTSG IRDTRHYRSODF RAYROOTOLRQ TGN LGECRVE T LESHNETE
BTFDDG IONSAR LAKGAVEOCY I DR FY IG I SACAGFSECS LAY I GO IRARVLHYGIO
ARG FGE PG IEPRIGAT R Y PV RAD Y RY BNV I A T PO LA ME YRAGI RAD YSFHBAOH
IS TP Y L S Y TR AAS C Y R I VIt AV LA D PR TREABWGVHAE [ RGFTLS LRARAA LS
POLEAQHSHG Y HWLGYRW,

2. Nucleinsaure, die das Protein nach Anspruch 1 codiert.

3. Zusammensetzung, umfassend das Protein nach Anspruch 1 oder die Nucleinsaure nach Anspruch 2,
wobei die Zusammensetzung ein Impfstoff, ein diagnostisches Reagens oder eine immunogene Zusammen-
setzung ist.

4. Zusammensetzung nach Anspruch 3 zur Verwendung als Medikament.

5. Verwendung des Proteins nach Anspruch 1 oder der Nucleinsaure nach Anspruch 2, fiir die Herstellung
(i) eines Medikaments zur Behandlung oder Vorbeugung einer Infektion durch Neisseria-Bakterien, (ii) eines
diagnostischen Reagens zum Nachweis der Anwesenheit von Neisseria-Bakterien oder von Antikdrpern gegen
Neisseria-Bakterien und/oder (iii) eines Reagens, das Antikdrper gegen Neisseria-Bakterien hervorrufen kann.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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