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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft neue rekombinante Vakzinen, welche eine protektive Immunitat ins-
besondere gegen Tuberkulose bereitstellen. Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung neue rekombinante
Nukleinsauremolekiile, Vektoren enthaltend die Nukleinsduremolekiile, Zellen transformiert mit den Nuklein-
sauremolekiilen und Polypeptide kodiert durch die Nukleinsauremolekiile.

[0002] Tuberkulose (TB), welche durch Mycobacterium tuberculosis verursacht wird, bleibt ein signifikantes
globales Problem. Es wird geschéatzt, dass ein Drittel der weltweiten Population mit M. tuberculosis infiziert ist
(Kochi, 1991). In vielen Landern war die einzige MaRnahme zur TB-Kontrolle eine Impfung mit M. bovis Bazil-
lus Calmette-Gutirin (BCG). Die allgemeine Vakzineeffizienz von BCG gegen TB ist jedoch etwa 50 % mit ex-
tremen Variationen von 0 % bis 80 % zwischen verschiedenen Feldversuchen (Roche et al., 1995). Daher soll-
te BCG verbessert werden, z. B. durch Gentechnik, um eine Vakzine fur eine bessere TB-Kontrolle bereitzu-
stellen (Murray et al., 1996; Hess und Kaufmann, 1993). Das weitverbreitete Erscheinen mehrfach wirkstoffre-
sistenter M. tuberculosis-Stdmme unterstreicht zusatzlich den dringenden Bedarf fir neue TB-Vakzinen
(Grange, 1996).

[0003] M. tuberculosis gehoért zu der Gruppe intrazellularer Bakterien, welche innerhalb der phagosomalen
Vakuolen ruhender Makrophagen replizieren, daher hangt ein Schutz gegen TB von T-zellvermittelter Immuni-
tat ab (Kaufmann, 1993). Mehrere Studien in Mdusen und Menschen haben jedoch gezeigt, dass Mycobakte-
rien antigenspezifische Haupthistokompatibilitdtskomplex Klasse II- (MHC Klasse II-) oder Klasse I-restringier-
te CD4- bzw. CD8-T-Zellen stimulieren (Kaufmann, 1993).

[0004] Die wichtige Rolle von MHC-Klasse-I-restringierten CD8-T-Zellen wurde Uiberzeugend durch die Unfa-
higkeit B2-Mikroglobulin-defizienter (32m-defizienter) Mause demonstriert, eine experimentelle M. tuberculo-
sis-Infektion zu kontrollieren (Flynn et al., 1993). Weil diesen mutanten Mausen die MHC-Klasse | fehlt, kdnnen
sich keine funktionellen CD8-T-Zellen entwickeln. B2m-defiziente Mause sind fahig, bestimmte infektidse Do-
sen des BCG-Vakzinestamms im Gegensatz zu einer M. tuberculosis-Infektion zu kontrollieren (Flynn et al.,
1993; Ladel et al., 1995). AuRerdem verlangerte eine BCG-Impfung von B2m-defizienten Mausen das Uberle-
ben nach folgender M. tuberculosis-Infektion, wahrend BCG-immunisierte C57BL/6 einer TB widerstanden
(Flynn et al., 1993). Diese unterschiedliche CD8-T-Zellabhangigkeit zwischen M. tuberculosis und BCG kann
wie folgt erklart werden: M. tuberculosis-Antigene erreichen einen besseren Zugang zum Cytoplasma als An-
tigene von BCG, was zur einer deutlicheren MHC-Klasse-I-Prasentation fuhrt (Hess und Kaufmann, 1993).
Folglich wird eine wirksamere CD8-T-Zellantwort durch M. tuberculosis erzeugt. Diese Idee wurde kirzlich
durch eine erh6hte MHC-Klasse-I-Prasentation eines irrelevanten Antigens (Ovalbumin) durch simultane M.
tuberculosis-Infektion von antigenprasentierenden Zellen (antigen presenting cells, APC) im Gegensatz zu ei-
ner BCG-Infektion (Mazzaccaro et al., 1996) gestutzt.

[0005] Sekretierte Proteine von M. tuberculosis umfassen eine wertvolle Quelle von Antigenen fir eine
MHC-Klasse-I-Prasentation. Kiirzlich rief eine DNA-Vakzine, welche das sekretierte Antigen Ag85A kodierte,
MHC-Klasse-I-restringierte CD8-T-Zellantworten in Mausen hervor, welche zur Verteidigung gegen TB (Huy-
gen et al., 1996) beitragen kdnnen. In allgemein sammeln sich Beweise, dass eine Immunisierung mit sekre-
tierten Proteinantigenen von M. tuberculosis einen gewissen Schutz gegen TB in Meerschweinchen und Mau-
sen induziert (Horwitz et al., 1995; Andersen, 1994). Ein wichtiges Ziel hin zu der Entwicklung verbesserter
TB-Vakzinen basierend auf BCG ist deshalb die Verbesserung der Zuganglichkeit sekretierter BCG-spezifi-
scher Antigene zum Cytoplasma infizierter APC. Eine nachfolgende Ubergabe von Peptiden, welche von die-
sen sekretierten Proteinen abgeleitet sind, in den MHC-Klasse-I-Prasentationsweg kann die schon existieren-
de BCG-spezifische Immunantwort zur Verhitung einer TB potenzieren.

[0006] Das phagolysosomale Entweichen von L. monocytogenes stellt einen einzigartigen Mechanismus zum
Erleichtern einer MHC-Klasse-I-Antigenprasentation listerialer Antigene dar (Berche et al., 1987; Portnoy et al.,
1988). Listeriolysin (HIly), ein porenbildendes sulfhydrylaktiviertes Cytolysin, ist essentiell fur die Freisetzung
von L. monocytogenes-Mikroorganismen aus phagolysosomalen Vakuolen in das Cytosol von Wirtszellen
(Gaillard et al., 1987; Portnoy et al., 1988). Diese Escape-Funktion wurde kiirzlich auf Bacillus subtilis und auf
attenuierte Salmonella ssp.-Stamme Ubertragen (Bielecki et al., 1991; Gentschev et al., 1995; Hess und Kauf-
mann, 1997). Hly-Expression durch einen asporogenen B. subtilis-Mutantenstamm oder in Salmonella ssp.
fuhrt zu bakteriellem Entweichen aus dem Phagolysosom in das Cytosol von J774-makrophagenahnlichen Zel-
len (Bielecki et al., 1991; Gentschev et al., 1995; Hess und Kaufmann, 1997).

[0007] Daher kann der Transfer von lysosomalen Escape-Funktionen auf heterologe Mikroorganismen eine
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erhohte Toxizitat der resultierenden rekombinanten Mikroorganismen verursachen. Aus diesem Grund wurde
die Verwendung dieser lysosomalen Escape-Funktionen fir die Herstellung rekombinanter Lebendvakzinen
nicht einfach in Betracht gezogen.

[0008] Erfindungsgemal wurden rekombinante BCG-Stamme konstruiert, welche hamolytisch aktives Hly se-
kretieren und welche eine verbesserte Effizienz einer MHC-Klasse-I-restringierten Immunantwort und tberra-
schenderweise eine gleiche oder sogar niedrigere Cytotoxizitat in Vergleich mit den unmodifizierten nativen
BCG-Stammen zeigen. Daher sind diese rekombinanten Organismen vielversprechende Vakzinekandidaten
gegen TB.

[0009] Ein erster erfindungsgemaler Aspekt ist ein rekombinantes Nukleinsduremolekiil kodierend ein Fusi-
onspolypeptid umfassend (a) wenigstens eine Domane eines Mycobacterium-Polypeptids, wobei die Doméne
fahig ist, eine Immunantwort in einem Sauger hervorzurufen, und (b) eine phagolysosomale Escape-Doméane,
welche ein Entweichen des Fusionspolypeptids aus dem Phagolysosom in das Cytosol von Saugerzellen er-
moglicht.

[0010] Eine spezifische Ausfliihrungsform dieses ersten Aspekts ist das Nukleinsduremolekil in SEQ ID No.
1. Dieses Nukleinsduremolekil umfasst eine signalpeptidkodierende Sequenz (Nukleotid 1-120), eine Se-
quenz kodierend eine immunogene Doméane (Nukleotid 121-153), eine peptidlinkerkodierende Sequenz (Nu-
kleotid 154-210), eine Sequenz kodierend eine phagolysosomale Domane (Nukleotid 211-1722), eine weitere
peptidlinkerkodierende Sequenz (Nukleotid 1723-1800) und eine Sequenz kodierend ein zufalliges Peptid
(Nukleotid 1801-1870). Die korrespondierende Aminosauresequenz ist in SEQ ID No. 2 gezeigt.

[0011] Die erfindungsgemale Nukleinsaure enthalt wenigstens eine immunogene Doméane von einem Poly-
peptid, welches von einem Organismus der Gattung Mycobacterium abgeleitet, ist, vorzugsweise von Myco-
bacterium tuberculosis oder von Mycobacterium bovis. Diese Doméane hat eine Lange von wenigstens 6, vor-
zugsweise von wenigstens 8 Aminosauren. Die immunogene Domane ist vorzugsweise ein Anteil eines nati-
ven Mycobacterium-Polypeptids. Jedoch ist eine modifizierte immunogene Doméane, welche von einer nativen
immunogenen Domane durch Substituieren, Deletieren und/oder Hinzufligen von einer oder mehreren Amino-
sauren abgeleitet ist, ebenso innerhalb des erfindungsgemaflen Umfangs.

[0012] Die immunogene Domane ist fahig, eine Immunantwort in einem Sauger hervorzurufen. Diese Immu-
nantwort kann eine B-zellvermittelte Immunantwort sein. Vorzugsweise ist die immunogene Doméane jedoch.
fahig zum Hervorrufen einer T-zellvermittelten Immunantwort, starker bevorzugt einer MHC-Klasse-I-restrin-
gierten CD8-T-Zellantwort.

[0013] Die Domane fahig zum Hervorrufen einer Immunantwort ist vorzugsweise ausgewahlt aus immunoge-
nen Peptiden oder Polypeptiden von M. bovis oder M. tuberculosis oder aus immunogenen Fragmenten davon.
Spezifische Beispiele fiir geeignete Antigene sind Ag85B (p30) von M. tuberculosis (Harth et al., 1996), Ag85B
(a-antigen) von M. bovis BCG (Matsuo et al., 1988), Ag85A von M. tuberculosis (Huygen et al., 1996) und
ESAT-6 von M. tuberculosis (Sorensen et al., 1996, Harboe et al., 1996 und Andersen et al., 1995). Starker
bevorzugt ist die immunogene Domane von dem Antigen Ag85B abgeleitet. Am meisten bevorzugt umfasst die
immunogene Domane die Sequenz von Aminosaure 41 bis Aminosaure 51 in SEQ ID No. 2.

[0014] Das erfindungsgemafie rekombinante Nukleinsauremolekil umfasst weiterhin eine phagolysosomale
Escape-Domane, d. h. eine Polypeptiddomane, welche ein Entweichen des Fusionspolypeptids aus dem Pha-
golysosom in das Cytosol von Saugerzellen ermdéglicht. Vorzugsweise ist die phagolysosomale Escape-Doma-
ne von einem Organismus der Gattung Listeria abgeleitet. Starker bevorzugt ist die phagolysosomale Esca-
pe-Domane von dem Organismus L. monocytogenes abgeleitet. Am meisten bevorzugt ist die phagolysoso-
male Domane kodiert durch ein Nukleinsduremolekil ausgewahlt aus: (a) der Nukleotidsequenz von Nukleotid
211-1722 wie in SEQ ID No. 1 gezeigt, (b) einer Nukleotidsequenz, welche fir dieselbe Aminosauresequenz
wie die Sequenz von (a) kodiert, und (c) einer Nukleotidsequenz hybridisierend unter stringenten Bedingungen
mit der Sequenz von (a) oder (b).

[0015] Abgesehen von der Nukleotidsequenz dargestellt in SEQ ID No. 1 umfasst die vorliegende Erfindung
ebenso Nukleinsduresequenzen, welche damit hybridisieren. In der vorliegenden Erfindung wird der Begriff
"Hybridisierung" wie in Sambrook et al. definiert verwendet (Molecular Cloning. A laboratory manual [Moleku-
lares Klonen. Ein Laborhandbuch], Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989), 1.101-1.104). In Ubereinstim-
mung mit der vorliegenden Erfindung wird der Begriff "Hybridisierung" verwendet, wenn ein positives Hybridi-
sierungsignal noch nach Waschen fir eine Stunde mit 1 X SSC und 0,1 % SDS bei 55°C beobachtet werden
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kann, vorzugsweise bei 62°C und starker bevorzugt bei 68°C, insbesondere fur 1 Stunde in 0,2 X SSC und 0,1
% SDS bei 55°C, vorzugsweise bei 62°C und starker bevorzugt bei 68°C. Eine Sequenz, welche mit einer Nu-
kleotidsequenz wie SEQ ID No. 1 unter derartigen Waschbedingungen hybridisiert, ist eine Nukleotidsequenz,
welche eine phagolysosomale Escape-Domane kodiert und welche erfindungsgeman bevorzugt ist.

[0016] Vorzugsweise enthalt das rekombinante Nukleinsduremolekiil, welches ein Fusionspolypeptid kodiert,
eine signalpeptidkodierende Sequenz. Starker bevorzugt ist die Signalsequenz eine Signalsequenz, welche in
Mycobakterien aktiv ist, vorzugsweise in M. bovis, z. B. eine native M. bovis-Signalsequenz. Ein bevorzugtes
Beispiel einer geeigneten Signalsequenz ist die Nukleotidsequenz kodierend das Ag85B-Signalpeptid, welche
in SEQ ID No. 1 von Nukleotid 1 bis 120 dargestellt ist.

[0017] Weiterhin ist es bevorzugt, dass ein Peptidlinker zwischen derimmunogenen Domane und der phago-
lysosomalen Escape-Doméne vorgesehen wird. Vorzugsweise hat der Peptidlinker eine Lange von 5 bis 50
Aminosauren. Starker bevorzugt eine Sequenz kodierend einen Linker wie in SEQ ID No. 1 von Nukleotid 154
zu 210 gezeigt oder eine dazu korrespondierende Sequenz, was die Degeneration des genetischen Codes be-
trifft.

[0018] Ein weiterer erfindungsgemafler Gegenstand betrifft einen rekombinanten Vektor umfassend wenigs-
tens ein Kopie eines Nukleinsauremolekils wie oben definiert. Vorzugsweise ist der rekombinante Vektor ein
prokaryotischer Vektor, d. h. ein Vektor, welcher Elemente zur Replikation oder/und genomischen Integration
in prokaryotische Zellen enthalt. Vorzugsweise tragt der rekombinante Vektor das erfindungsgemafie Nuklein-
sauremolekil operativ verbunden mit einer Expressionskontrollsequenz. Die Expressionskontrollsequenz ist
vorzugsweise eine Expressionskontrollsequenz, welche in Mycobakterien aktiv ist, insbesondere in M. bovis.
Der Vektor kann ein extrachromosomaler Vektor oder ein Vektor sein, welcher zu einer Integration in das Chro-
mosom geeignet ist. Beispiele derartiger Vektoren sind dem Fachmann bekannt und zum Beispiel in Sambrook
et al., supra, angegeben.

[0019] Noch ein weiterer erfindungsgemafer Gegenstand ist eine Zelle, welche ein rekombinantes Nuklein-
sauremolekil oder einen Vektor wie oben definiert umfasst. Vorzugsweise ist die Zelle prokaryotisch, insbe-
sondere eine Mycobacterium-Zelle. Weiterhin ist es bevorzugt, dass die Zelle fahig zum Exprimieren des er-
findungsgemafen Nukleinsduremolekils ist.

[0020] In einem zweiten erfindungsgemafien Aspekt wird eine rekombinante Mycobacterium-bovis-Zelle be-
reitgestellt, welche wenigstens ein rekombinantes Nukleinsduremolekul umfasst kodierend ein Fusionspoly-
peptid umfassend (a) wenigstens eine Domane, welche fahig ist, eine Immunantwort in einem Sauger hervor-
zurufen, und (b) eine phagolysosomale Escape-Domaéne, welche ein Entweichen des Fusionspolypeptids aus
dem Phagolysosom in das Cytosol von Saugerzellen ermdglicht. Diesem Aspekt gemal ist die immunogene
Domane nicht auf Mycobacterium-Antigene beschrankt und kann ausgewahlt sein aus Autoantigenen, Tumo-
rantigenen und Pathogenantigenen wie zum Beispiel Virusantigenen, Parasitenantigenen, bakteriellen Antige-
nen im Allgemeinen und immunogenen Fragmenten davon. Spezifische Beispiele fir geeignete Tumorantige-
ne sind menschliche Tumorantigene wie zum Beispiel das p53-Tumorsuppressor-Genprodukt (Houbiers et al.,
1993) und Melanozytendifferenzierungsantigene, z. B. Melan-A/MART-1 und gp100 (van Elsas et al., 1996).
Spezifische Beispiele fiir geeignete Virusantigene sind menschliche Tumorvirusantigene wie zum Beispiel
menschliche Papillomavirusantigene, z. B. Antigene E6 und E7 (Bosch et al., 1991), Influenzavirusantigene,
z. B. Influenzavirus-Nukleoprotein (Matsui et al., 1995; Fu et al., 1997) oder retrovirale Antigene wie zum Bei-
spiel HIV-Antigene, z. B. die HIV-1-Antigene p17, p24, RT und Env (Harrer et al., 1996; Haas et al., 1996). Spe-
zifische Beispiele fir geeignete Parasitenantigene sind Plasmodiumantigene wie zum Beispiel das Lebersta-
dium-Antigen (liver stage antigen LSA-1 ), Circumsporozoitenprotein (CS oder allelische Varianten cp26 oder
cp29), Thrombospondin-verwandtes anonymes Protein (thrombospondin related anonymous protein TRAP),
threonin- und asparaginreiches Sporozoitenprotein (sporozoite threonine und asparagine rich protein STARP)
von Plasmodium falciparum (Aidoo et al., 1995) und Toxoplasma-Antigene wie zum Beispiel p30 von Toxoplas-
ma gondii (Khan et al., 1991; Bulow und Boothroyd, 1991). Spezifische Beispiele fiir geeignete bakterielle An-
tigene sind Legionella-Antigene wie zum Beispiel das Hauptsachliche Sekretorische Protein (Major secretary
protein) von Legionella pneumophila (Blander und Horwitz, 1991).

[0021] Die erfindungsgemale Zelle ist vorzugsweise fahig zum Sekretieren des Fusionspolypeptids, welches
durch das erfindungsgemafe Nukleinsduremolekuil kodiert ist, und fahig zu seiner Bereitstellung in einer Form,
welche fir eine MHC-Klasse-1-restringierte Antigenerkennung geeignet ist.

[0022] Die rekombinante Mycobacterium-bovis-Zelle, welche erfindungsgeman bereitgestellt wird, kann we-
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nigstens ein weiteres rekombinantes, z. B. heterologes Nukleinsduremolekil enthalten, welches ein Peptid
oder Polypeptid kodiert, welches fahig ist, eine Immunantwort in einem Sauger hervorzurufen. Das weitere im-
munogene Peptid oder Polypeptid kann ausgewahlt sein aus Mycobacterium-Antigenen oder, in einem breite-
ren Sinn, aus Autoantigenen, Tumorantigenen, Pathogenantigenen und immunogenen Fragmente davon. Das
Nukleinsauremolekil, welches fur das weitere Peptid oder Polypeptid kodiert, kann auf demselben Vektor wie
das Fusionsgen gelegen sein. Jedoch kann es zum Beispiel ebenso auf einem anderen Plasmid unabhangig
vom Fusionsgen gelegen sein, oder es kann chromosomal integriert sein.

[0023] Uberraschenderweise wurde gefunden, dasss eine erfindungsgeméRe Mycobacterium-Zelle eine in-
trazellulare Persistenz in infizierten Zellen hat, z. B. Makrophagen, wobei die Persistenz gleich oder kleiner ist
als die intrazellulare Persistenz einer korrespondierenden nativen Mycobacterium-Zelle, welche das rekombi-
nante Nukleinsduremolekul nicht enthalt.

[0024] Noch ein weiterer erfindungsgemafer Gegenstand ist ein rekombinantes Fusionspolypeptid kodiert
durch ein Nukleinsduremolekil wie oben definiert. Das erfindungsgemafie Fusionspolypeptid verleiht einer
Zelle die Fahigkeit einer verbesserten MHC-Klasse-I-restringierten Antigenerkennung.

[0025] Die vorliegende Erfindung bezieht sich ebenso auf eine pharmazeutische Zusammensetzung umfas-
send als ein aktives Mittel eine Zelle oder ein Fusionspolypeptid wie oben definiert, gegebenenfalls zusammen
mit pharmazeutisch akzeptablen Verdunnern, Tragern und Hilfsstoffen. Vorzugsweise ist die Zusammenset-
zung eine Lebendvakzine geeignet zur Verabreichung an einen Sauger, vorzugsweise einen Menschen. Der
tatsachlich gewahlte Impfweg hangt von der Wahl des Impfvektors ab. Eine Verabreichung kann mit einer ein-
zelnen Dosis oder wiederholt in Intervallen durchgefiihrt werden. Die geeignete Dosierung hangt von verschie-
denen Parametern ab, wie zum Beispiel dem Vakzinevektor selbst oder dem Verabreichungsweg. Eine Verab-
reichung auf eine mukosale Oberflache (z. B. Okular, intranasal, oral, gastrisch, intestinal, rektal, vaginal oder
den urindren Trakt) oder Uber den parenteralen Weg (z. B. subkutan, intradermal, intramuskular, intravenés
oder interperitoneal) kann gewahlt werden.

[0026] Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Herstellung einer rekombinanten bakte-
riellen Zelle wie oben definiert. Gemal dem ersten Aspekt umfasst das Verfahren die Schritte (i) Inserieren
eines rekombinanten Nukleinsauremolekiils in eine bakterielle Zelle, wobei das Nukleinsduremolekiil ein Fusi-
onspolypeptid kodiert umfassend (a) wenigstens eine Domane eines Mycobacterium-Polypeptids, wobei die
Domane fahig ist, eine Immunantwort in einem Sauger hervorzurufen, und (b) eine phagolysosomale Esca-
pe-Domane, welche ein Entweichen des Fusionspolypeptids aus dem Phagolysosom in das Cytosol von
Saugerzellen ermdglicht, und (ii) Kultivieren der Zelle erhalten gemaR (i) unter geeigneten Bedingungen. Vor-
zugsweise wird eine Zelle erhalten, welche fahig ist, das Nukleinsduremolekil zu exprimieren. Vorzugsweise
ist die Zelle eine M. bovis-Zelle.

[0027] Gemal dem zweiten Aspekt umfasst dieses Verfahren die Schritte (i) Inserieren eines rekombinanten
Nukleinsauremolekils in eine Mycobacterium-bovis-Zelle, wobei das Nukleinsduremolekdl ein Fusionspoly-
peptid kodiert umfassend (a) wenigstens eine Domane von einem Polypeptid, wobei die Domane fahig ist, eine
Immunantwort in einem Sauger hervorzurufen, und (b) eine phagolysosomale Escape-Domane, welche ein
Entweichen des Fusionspolypeptids aus dem Phagolysosom in das Cytosol von Saugerzellen erméglicht, und
(i) Kultivieren der Zelle erhalten gemal (i) unter geeigneten Bedingungen.

[0028] Falls gewlinscht, umfasst das erfindungsgemalfe Verfahren Inserieren von wenigstens einem weiteren
rekombinanten Nukleinsauremolekil in die Mycobacterium-bovis-Zelle, wobei das weitere rekombinante Nuk-
leinsauremolekiil ein Peptid oder Polypeptid kodiert, welches fahig ist, eine Immunantwort in einem Sauger
hervorzurufen.

[0029] SchlieBlich betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Herstellung einer Lebendvakzine um-
fassend Formulieren der rekombinanten Zelle in einer pharmazeutisch wirksamen Menge mit pharmazeutisch
akzeptablen Verdiinnern, Tragern und/oder Hilfsstoffen.

[0030] Die Erfindung wird weiterhin durch die folgenden Figuren und Sequenzlisten erlautert.
[0031] Fig. 1: zeigt Plasmidkarten fir eine Hly-Sekretion durch rekombinante BCG-Stamme.
A. Extrachromosomale Hly-Expression durch das Escherichia-coli-Mycobakterien-Shuttleplasmid

pAT261:Hly. Insertion des plLH-1-abgeleiteten 1,7 kb Pst I-Fragments, welches die DNA-Sequenz des rei-
fen Hly-Proteins kodiert. Abklrzungen: Mrep, mycobakterielles Replikon; Erep, E. coli Replikationsur-
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sprung; kan, Kanamycinresistenzgen; hsp, Promotor des Warmeschockproteins (heat shock protein).

B. Chromosomaler integrativer Shuttlevektor pMV306:Hly fiir eine Hly-Expression durch Mycobakterien.
Das inserierte DNA-Restriktionsfragment (Xba | — Sal I), welches den hsp60-Promotor einschlief3t, ist von
Plasmid pAT261:Hly abgeleitet. Abklrzungen: attP, Bindungsstelle des Mycobakteriophagen L5 (attach-
ment site of mycobacteriophage L5); MCS, mehrfache Klonierungsstelle (multiple cloning site); int, Integra-
se des Mycobakteriophagen L5.

[0032] Fig. 2: zeigt die Aminosauresequenz der Hly-Fusion, welche durch BCG pAT261:Hly oder BCG
pMV306:Hly exprimiert wird. Die Aminosauresequenz, welche zu dem hly-genspezifischen offenen Leseraster
korrespondiert, ist abgeleitet von der DNA-Sequenz der Mycobakterien-Expressionsplasmide pAT261:Hly oder
pMV306:Hly. Das Hly-Fusionsprotein besteht aus den folgenden verschiedenen Polypeptidsequenzen:
BCG-spezifisches Ag85B einschliellich Signalpeptid, unterstrichene Aminosauresequenz im Einzelbuchsta-
bencode (friiher genannt a-Antigen; Matsuo et al., 1988); E. coli pHIy152-spezifisches HIyA, kursive Buchsta-
ben (Hess et al., 1986); reifes Hly, fette Buchstaben (Domann und Chakraborty, 1989); zufallige Aminosaure-
sequenz, normale Buchstaben. Die verwendeten Restriktionsstellen (Pst | und Nsi ) fur korrespondierende
Genfusionen werden unter der Aminosauresequenz gezeigt.

[0033] Fig. 3: zeigt die Analyse der Hly-Expression durch rekombinantes BCG. Detektion des Hly-Fusions-
proteins in Lysaten (L) oder Uberstanden (supernatants, S) von BCG-, BCG pAT261:Hly- oder BCG
pMV306:Hly-Stdmmen durch Immunfarbung. Kulturlysate und angereicherte Uberstande der verschiedenen
mycobakteriellen Stdamme wurden durch SDS/10 Polyacrylamidgel getrennt und auf Hybond-PVDF-Membran
Ubertragen. Der primare Antikorper, welcher als chemilumineszente Immunfarbung des 62 kDa Hly-hybriden
Proteins verwendet wurde, war anti-Hly mAb H14-3 (Nato et al, 1991).

[0034] Fig. 4: zeigt das intrazellulare Wachstum und Cytotoxizitat eines rekombinanten BCG-Stammes.

A. Uberleben von Wildtyp-BCG- (), BCG pAT261:Hly- (A) und BCG pMV306:HIly-Stammen (¢) in mensch-
lichen makrophagenahnlichen Zellen THP-1.

B. Uberleben von Wildtyp-BCG- (), BCG pAT261:Hly- (A) und BCG pMV306:Hly-Stammen (4) in
J774A.1-makrophagenahnlichen Zellen der Maus. 3 h nach Infektion wurden r-BCG-spezifische CFU in Ly-
saten von infizierten Zellen bestimmt und wurden von Tag 0 bis Tag 15 Uberwacht. Die Daten werden als
Mittel + SD (n=3) gezeigt.

C. Uberstande und Zelllysate von J774A.1 wurden auf LDH-Aktivitat nach BCG- oder r-BCG-Infektion ge-
testet. J774A.1 (O), BCG (©), BCG pMV306:Hly (¢#), BCG pAT261:Hly (A) oder L. monocytogenes EGD (H).

[0035] Angezeigt ist der kumulative Prozentwert der gesamten LDH-Aktivitat, welche im Uberstand detektiert
wurde (Mittel + SD). Dies ist ein reprasentatives von drei Experimenten. Der Prozentwert der in den Uberstand
freigesetzten LDH wurde als Mal fir den Zelltod bestimmt.

SEQ ID No. 1: zeigt die Nukleotidsequenz eines erfindungsgemafen Nukleinsduremolekdls.

SEQ ID No. 2: zeigt die korrespondierende Aminosauresequenz des Nukleinsduremolekls von SEQ ID No. 1.

Beispiele
1. Experimentelle Verfahren
1.1 Bakterienstdmme und Plasmide

[0036] M. bovis BCG-Stamm Chicago (ATCC 27289) wurde in Dubos-Basisnahrlésung (Difco) supplementiert
mit Dubos-Albuminmedium (Difco) bei 37°C kultiviert. Eine mittlogarithmische Kultur wurde aliquotiert und bei
—70°C bis zur Verwendung aufbewahrt. L. monocytogenes EGD Sv 1/2a (Domann und Chakraborty, 1989),
welches urspriinglich von G. B. Mackaness erhalten wurde, wurde in Gehirn-Herz-Infusionsnéhrlésung (brain
heart infusion, BHI) (Difco) bei 37°C mit Beluftung wachsen gelassen. Plasmid plLH-1 war ein grof3ziigiges Ge-
schenk von Dres. |. Gentschev und W. Goebel (Universitat Wirzburg, Deutschland). Die Mycobakterien-E.-co-
li-Shuttlevektoren pAT261 und pMV306 wurden von Medimmune (Gaithersburg, U.S.A.) erhalten.

1.2 Enzyme und allgemeine genetische Techniken
[0037] Restriktionsenzyme (Boehringer Mannheim) und T4 DNA-Ligase (Pharmacia) wurden wie vom Her-

steller empfohlen verwendet. Molekulares Klonieren und rekombinante DNA-Techniken wurden gemaf Stan-
dardprotokollen durchgefiihrt (Sambrook et al., 1989).
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1.3 DNA-Manipulationen und Sequenzieren

[0038] Extrachromosomales pAT261-Expressionsplasmid (parentaler Vektor pAB261; Stover et al., 1993)
und integratives pMV306-Expressionsplasmid (parentaler Vektor pMV361; Stover et al., 1991) wurden zur
Hly-Sekretion verwendet. Die Plasmide pAT261 und pMV306 haben gebrauchliche Elemente gemeinsam, die
eine Expressionskassette, das Tn903-abgeleitete aph-Gen, welches Kanamycinresistenz als einen selektier-
baren Marker verleiht, und einen E. coli-Replikationsursprung, welcher von pUC19 abgeleitet ist, einschlie3en.
Sie unterscheiden sich durch die Insertion von entweder einem mycobakteriellen Plasmid-Replikationsur-
sprung (pAT261) oder den attP- und int-Genen des Mycobakteriophagen L5 (pMV306). Das inserierte
DNA-Fragment des M. bovis-BCG-spezifischen Ag85B-Gens in Plasmidkonstrukt pAT261 ist unter der Kon-
trolle des BCG-hsp60-Promotors. Die Pst |-Restriktionsstelle (Position 4404, Medimmune) stromabwarts der
kodierenden Sequenz fiir das reife Ag85B-Protein wurde zum Konstruieren von Hly-abgeleiteten Fusionen ver-
wendet, welche die hamolytische Aktivitat von nativem Hly von L. monocytogenes EGD aufrechterhalten und
durch das N-terminate Ag85B-spezifische Signalpeptid exportiert werden. Das 1,7 kb Pst I-Fragment (ur-
springliche Position 1357 und 4277; Hess et al., 1986) von der urspringlichen Genfusion hly-hlyA kodiert
durch Plasmid plLH-1 (Gentschev et al., 1995; Hess et al., 1996) wurde zum Konstruieren von pAT261:Hly ver-
wendet. Die vollstandige Xba-I-Sal-I-DNA-Expressionskassette wurde flir das kodierte hybride
Ag85B-Hly-Protein des Plasmids pAT261:Hly in das Plasmid pMV306 eingefiihrt, wobei die Expressionskas-
sette den hsp60-Promotor einschlielt. Dies resultierende Konstrukt wurde pMV306:Hly genannt. Die korrekte
DNA-Sequenz dieser Plasmide an den Fragmentinsertionstellen wurde unter Verwendung der folgenden Oli-
gonukleotide BCG-HIy5-GCTTTGTCCTGCTG und BCG-HIly3-GGAAGTCAGGGTGA (Sequiserve, Vaterstet-
ten, Germany) bestimmt. Die DNA-Sequenzanalyse zeigte eine zuféllige Insertion eines kurzen Pst I-DNA
Fragments am 3'-Ende der hly-hlyA-Genfusion, welche fir 11 Aminosauren kodiert.

1.4 Charakterisierung rekombinanter M. bovis BCG-Stamme

[0039] Die Plasmide pAT261:Hly oder pMV306:Hly wurden in M. bovis BCG-Stamm Chicago durch ein Stan-
dard-Elektroporationsprotokoll (Langermann et al., 1994) eingefiihrt, und dann wurden rekombinante Kolonien
auf Middlebrook 7H10-Agar supplementiert mit Kanamycin (15 pg/ml) selektiert. Kanamycinresistente Koloni-
en wurden fr drei Wochen bis zur mittlogarithmischen Phase in Dubos-Flissigmedien (Difco) wachsen gelas-
sen, welche 10 % Dubos-Albuminmedium (Difco) und 15 pg/ml Kanamycin enthielten. Nach Waschen der Zel-
len in phosphatgepufferter Saline (PBS) plus Tween 80 wurde die Zellsuspension 20-fach in RIPA-Puffer (1 %
NP-40, 0,5 % Desoxycholat, 0,1 % SDS, 50 mM Tris, pH 8,0) konzentriert, um die Zellen zu lysieren. Bakteri-
enfreier Uberstand (1 ml) dieser Kulturen wiirde durch 0,2-um-Membranfilter gefiltert. Das Hly-Fusionsprotein
im Uberstand wurde durch Inkubieren mit 100 pl Butylsepharose (Pharmacia) fiir 30 min bei Raumtemperatur
in einer rotierenden Vorrichtung (Schoel et al., 1994) angereichert. Nach Zentrifugation (3000 rpm) wurde das
Pellet in Laemmli-Puffer (Laemmli, 1970) gelést. Danach wurden Proteine durch 10 % SDS/Polyacryla-
mid-Gelelektrophorese wie friher beschrieben getrennt (Laemmli, 1970) und wurden auf Hybond-PVDF-Mem-
branen (Amersham Life Science) Ubertragen. Immunfarbungen wurden mit dem anti-Hly mAb H14-3 (Nato et
al., 1991) und Peroxidase-konjugierten sekundaren Antikérpern (Boehringer Mannheim) durchgefiihrt. Das
Waschverfahren und die chemilumineszente Immundetektion wurden gemaR der Beschreibung des Herstel-
lers durchgefuhrt [BM Westernblotting-Kit (Maus/Kaninchen) (Boehringer Mannheim)]. Die Signalentwicklung
auf Rontgenfilm (Kodak, XOMAT-AR) wurde fir 1 min durchgefihrt.

[0040] Die hamolytische Aktivitat von Uberstanden und Suspensionen mit ganzen Bakterien von BCG
pAT261:Hly, BCG pMV306:Hly, BCG und L. monocytogenes wurde durch serielles Verdinnen der Proben in
phosphatgepufferter Saline (PBS) bestimmt, welche 0,1 % Rinderserumalbumin enthielt. Verdiinnte Proben
(100 pl) wurden nacheinander durch Hinzufiigen von Cystein (20 mM Endkonzentration) aktiviert und wurden
bei 37 °C fiir 45 min mit 50 pl Schaf-Erythrozyten (6 x 108 Zellen/ml in PBS, pH 6,0) in 96-Lochplatten inkubiert.
Hamolytische Aktivitaten sind vollstdndige CHU, welche als der reziproke Wert der héchsten Verdiinnung de-
finiert sind, bei welcher vollstandige Hamolyse detektierbar ist (Gentschev et al., 1995).

1.5 In vitro-Analyse von mycobakteriellem Wachstum

[0041] Makrophagenahnlichen Zellen des Menschen und der Maus THP-1 (ATCC TIB-202) bzw. J774A.1
(ATCC TIB-67) wurde erlaubt, auf 24-Lochplatten (10° pro Loch) zu adhérieren. In Fall vom THP-1 wurde Ad-
harenz durch Stimulierung mit 10 nM PMA (Sigma) 48 h vor Infektion erzielt. Zellen wurden bei einer Multipli-
zitét der Infektion (multiplicity of infection, moi) von 10 Mycobakterien (BCG, BCG pAT261:Hly oder BCG
pMV306:Hly) bezogen auf eine Zelle fur 3 h infiziert. Sofort nach Infektion wurden CFU durch Platieren serieller
Verdiinnungen von Uberstanden und Zelllysaten auf 7H10-Agar angereichert mit Bacto-Middlebrook-OADC
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(Difco) und entsprechend 15 pg/ml Kanamycin bestimmt. Der Grad der mycobakteriellen Aufnahme durch Ma-
krophagen war vergleichbar. Die verbleibenden Proben infizierter Makrophagen wurden mit PBS gewaschen
und weitere 14 Tage in Anwesenheit von 200 pug/ml Gentamycin inkubiert. Intrazellulares Wachstum rekombi-
nanter BCG-Stamme wurde durch CFU-Analyse nach 1, 8 oder 15 Tagen nach Infektion (post Infektion, p. i.)
bestimmt.

1.6 LDH-Freisetzung

[0042] Die Cytotoxizitat rekombinanter BCG-Stamme und L. monocytogenes EGD als positive Kontrolle wur-
de durch Messen der LDH-Freisetzung durch infizierte J774A.1-Makrophagen bestimmt. Die Kulturiberstande
und Zelllysate von BCG-, BCG pAT261:Hly-, BCG pMV306:Hly- oder L. monocytogenes EGD-infizierten
J774A.1-Makrophagen wurden auf LDH-Aktivitat getestet, indem ein Quantifizierungs-Kit von Promega ver-
wendet wurde. J774A.1-Zellen (10* pro Loch) wurden in 96-Lochplatten geséat und bei einem moi von 10 infi-
ziert. Eine Stunde nach Infektion wurde Gentamycin (Endkonzentration 200 pg/ml) zu den Proben hinzugeflgt.
Die LDH-Aktivitat wurde nach 3, 4, 5 oder 24 h p. i. gemaf den Anweisungen des Herstellers quantitativ ana-
lysiert. Der Prozentwert der Cytotoxizitat wurde wie folgt berechnet: % Cytotoxizitat = (J774A.1-infiziert —
J774A.1 spontan)/(J774A.1 Maximum — J774A. 1 spontan x 100).

2. Ergebnisse

2.1 Konstruktion der Mycobakterien-Escherichia-coli-Shuttle-Expressionsvektoren pAT261:Hly und
pMV306:Hly

[0043] Um die phagolysosomale Escape-Funktion [vermittelt durch Hly von L. monocytogenes EGD Sv 1/2a
(Domann und Chakraborty, 1989)] auf BCG Chicago zu transferieren, wurden zwei verschiedene E. coli-My-
cobakterien-Shuttlevektoren pAT261 und pMV306 verwendet. Der Vektor pAT261 der zweiten Generation, ein
pMV261-Derivat (Stover et al., 1991), steuert eine extrachromosomale Hly-Expression mit etwa flinf Plasmid-
kopien bezogen auf das BCG-Genom, und das integrative Plasmid pMV306, ein Derivat von pMV361, ermog-
licht eine stabile chromosomale Expression von Hly (Fig. 1) (Stover et al., 1991).

[0044] Ein plLH-1-abgeleites 1,7 kb Pst I-DNA Fragment, welches ein offenes Leseraster (open reading frame
ORF) von hly-hlyA (E. coli pHIy152-spezifisches Hamolysin A) kodiert, wurde in eine Pst I-Stelle von Plasmid
pAT261 (Gentschev et al., 1995; Stover et al., 1993) inseriert. Diese resultierende Genfusion kodiert fur die
Expression sekretierter Proteine, welche durch das BCG-spezifische Ag85B-Signalpeptid (Matsuo et al., 1990)
in den Uberstand geleitet werden. Das Konstrukt wurde pAT261:Hly genannt, und seine Xba-I-Sal-I-DNA-Ex-
pressionskassette unter transkriptioneller Kontrolle des mycobakteriellen hsp60-Promotors wurde danach zur
Insertion in den parentalen pMV306-Vektor verwendet, was zu dem Konstrukt pMV306:Hly (Eig. 1) fihrte. Die
DNA-Sequenz der hly-spezifischen Insertionsstellen in beiden mycobakteriellen Expressionsplasmiden, wel-
che die kodierende Sequenz fir das BCG-spezifische Ag85B-Signalpeptid einschliel3en, wurde analysiert
(Matsuo et al., 1990). Die abgeleitete Aminosauresequenz des vollstandigen Hly-Fusionsproteins wird in Eig. 2
gezeigt. Das reife Hly-Fusionsprotein besteht aus 30 Aminosauren (aa) am N-Terminus und 52 aa am C-ter-
minalen Teil der Fusion, welche urspriinglich zu HIyA von E. coli gehéren (Gentschev et al., 1995).

[0045] Danach wurde jedes Plasmidkonstrukt pAT261:Hly oder pMV306:Hly in den BCG Chicago-Stamm
elektroporiert, was zu BCG pAT261:Hly oder BCG pMV306:Hly mit Hly-Plasmidexpression bzw. chromosoma-
ler Hly-Expression fuhrte.

2.2 Analyse der Hly-Expression in BCG pAT261:Hly und BCG pMV306:Hly

[0046] Um die Hly-Sekretion durch den BCG pAT261:Hly- oder durch den BCG pMV306:Hly-Stamm zu cha-
rakterisieren, wurden geeignete Uberstande und mycobakterielle Lysate mittlogarithmisch gewachsener Kul-
turen gemaf Stover et al. (1993) hergestellt. Die Hly-Fusion wurde iber hydrophobe Interaktionschromatogra-
phie angereichert, um die beobachtete Kreuzreaktivitat von anti-Hly-monoklonalen Antikdrpern (mAb) zu Gber-
winden, welche zur Immunfarbung verfigbar sind (Schoel et al., 1994; Nato et al., 1991). Das Hly-Fusionspro-
tein ist in Lysaten und Uberstéanden von beiden mycobakteriellen Stammen BCG pAT261:Hly und BCG
pMV306:Hly detektierbar (Fig. 3). Die vorhergesagte Grolke 62 kDa des Hly-abgeleiteten Polypeptids ist leicht
gréRer als diejenige des urspriinglichen 58 kDa Hly-Proteins von L. monocytogenes.

[0047] Um die Porenbildungskapazitat des Hly-Fusionsproteins zu charakterisieren, welches durch BCG
pAT261:Hly und BCG pMV306:Hly sekretiert wird, wurde die hamolytische Aktivitat von Suspensionen mit gan-
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zen Bakterien und Uberstanden bestimmt. Die Proben von BCG pAT261:Hly und BCG pMV306:Hly zeigen ha-
molytische Aktivitat auf Schaf-Erythrozyten (Tabelle 1), was ausdricklich einen erfolgreichen Transfer einer cy-
tolytischen Hly-Funktion auf mycobakterielle Spezies beweist.

Tabelle 1 Hamolytische Aktivitaten von Uberstand und Suspensionen mit ganzen Bakterien von rekombinanten
BCG-Stdmmen und L. monocytogenes EGD

Hamolytische Aktivitat (CHU)?

Stamm ' Uberstand Suspension mit
ganzen Bakterien®

L.monocytogenes EGD 8 16
BCG pAT261:Hly

BCG pMV306:Hly

BCG | ND® ND

@ Die hamolytische Aktivitat ist in vollstandigen Einheiten (complete hemolytic units CHU) angegeben, welche
als der Reziprokwert der hdchsten Verdiinnung mit vollstandiger Hamolyse definiert sind.

b Extrazelluldre und membrangebundene hamolytische Aktivitat.

°ND, nicht detektierbar.

2.3 Wachstum rekombinanter BCG-Stamme in Makrophagen

[0048] Uberleben von BCG pAT261:Hly- oder BCG pMV306:Hly-Mikroorganismen in Wirtszellen wurde durch
mycobakterielle CFU von infizierten Makrophagen an Tag 1, 8 oder 15 nach Infektion (post Infektion p. i.) be-
obachtet. Die menschliche Monozytenzelllinie THP-1 (ATCC TIB-202) und die makrophagenahnliche Zelllinie
J774A.1 (ATCC TIB-67) der Maus wurden als mycobakterielle Zielzellen verwendet. Mit Phorbolmyristatacetat
(PMA) stimulierte THP-1-Zellen ahneln nativen menschlichen monozytenabgeleiteten Makrophagen (Tsuchiya
et al., 1982). Drei Stunden nach Infektion von THP-1- oder J774A.1-Zellen wurde die Effizienz einer mycobak-
teriellen Phagozytose bestimmt. Eine nachfolgende Langzeitkultur wurde in Anwesenheit von 200 pyg/ml Gen-
tamycin durchgefiihrt, um freigesetzte oder nichtphagozytierte Mycobakterien im Uberstand zu téten. Wie in
Fig. 4 dargestellt, horten alle BCG-Stdamme, BCG pAT261:Hly und BCG pMV306:Hly, in allen Wirtszelltypen
auf zu wachsen. Uberdies zeigten BCG pMV306:HIly-Bakterien eine beeintrachtigte intrazellulare Persistenz in
THP-1- und J774A.1-Wirtszellen verglichen mit dem parentalen BCG-Stamm. Bemerkenswerterweise war die
intrazellulére Uberlebensrate von BCG pMV306:HIly-Bakterien in THP-1-Makrophagen schon an Tag 1 p. i. be-
zuglich zu Werten von BCG- oder BCG pAT261:Hly-infizierten Proben reduziert.

[0049] Im Gegensatz dazu war die intrazelluldre Persistenz von BCG pMV306:HIly vergleichbar zu BCG in
THP-1 (Eig. 4). Interessanterweise waren an Tag 15 p. i. lebensfahige BCG pAT261:Hly-Bakterien in infizierten
J774A.1-Zellen nicht detektierbar, was eine vollstandige Wachstumsinhibition dieser mycobakteriellen Kon-
strukte wenigstens in Anwesenheit von Gentamycin nahelegt.

[0050] Um Einblicke in die beeintrachtigte intrazellulare Persistenz von BCG pAT261:Hly- und BCG
pMV306:Hly-Stammen zu gewinnen, wurde die Cytotoxizitdt dieser rekombinanten BCG-Stamme fir
J774A.1-Makrophagen in Kurzzeitkulturen bestimmt. Cytotoxizitat wurde durch Messen von Lactat-Dehydro-
genaseaktivitat (LDH-Aktivitat) in Uberstdnden von Wirtszellen infiziert mit BCG, BCG pAT261:Hly, BCG
pMV306:Hly oder L. monocytogenes EGD 3, 4, 5 und 24 h p. i. analysiert. 24 h p. i. unterschied sich die Menge
der in Uberstande freigesetzten LDH nicht signifikant zwischen parentalen BCG-, BCG pAT261:Hly- oder BCG
pMV306:Hly-infizierten und nichtinfizierten Wirtszellen (Eiga. 4). Im Gegenteil verursachte der schnellwachsen-
de und hamolytische L. monocytogenes EGD-Stamm eine groRe LDH-Freisetzung in den Uberstand innerhalb
von 24 h p. i. Diese Daten lassen darauf schlie®en, dass eine Sekretion von hamolytischem Hly durch rekom-
binante BCG-Stamme die Cytotoxizitat des parentalen BCG-Stamms nicht veranderte. Vielmehr zeigten beide
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BCG pAT261:Hly- und BCG pMV306:Hly-Stdmme eine beeintrachtigte Persistenz in Mausmakrophagen ver-
glichen mit dem nichtrekombinanten BCG-Trager.
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SEQUENZLISTE

(1) ALLGEMEINE INFORMATION:

(i) ANMELDER:
(A) NAME: Max-Planck-Gesellschaft zur F6rderung der
Wissenschaften e.V.
(B) STRASSE: Hofgartenstrafe 2
(C) STADT: Miinchen
(E) LAND: Deutschland
(F) POSTLEITZAHL: 80539

(ii) TITEL DER ERFINDUNG: Tuberkulosevakzine
(iii) ZAHL DER SEQUENZEN: 2

(iv) COMPUTERLESBARE FORM:
(A) MEDIENTYP: Diskette
(B) COMPUTER: IBM PC kompatibel
(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Fassung #1.0, Version #1.30 (EPA)

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 1:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 1881 Basenpaaren
(B) TYP: Nukleinsé&ure
(C) STRANGFORM: beide
(D) TOPOLOGIE: linear

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) POSITION:1..1878

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1:

ATG ACA GAC GTG AGC. CGA AAG ATT CGA GCT TGG GGA CGC CGA TTG ATG 48
Met Thr Asp Val Ser Arg Lys Ile Arg Ala Trp Gly Arg Arg Leu Met
1 5 10 15

ATC GGC ACG GCA GCG GCT GTA GTC CTT CCG GGC CTG GTG GGG CTT GCC 96
Ile Gly Thr Ala Ala Ala VvVal Val Leu Pro Gly Leu Val Gly Leu Ala
20 25 30

GGC GGA GCG GCA ACC GCG GGC GCG TTC TCC CGG CCG GGG CTG CCG GTC 144
Gly Gly Ala Ala Thr Ala Gly Ala Phe Ser Arg Pro Gly Leu Pro Val
35 i 40 45

GAG TAC CTG CAG TCT GCA AAG CAA TCC GCT GCA AAT AAA TTG CAC TCA 192
Glu Tyr Leu Gln Ser Ala Lys Gln Ser Ala Ala Asn Lys Leu His Ser
50 55 60

GCA GGA CAA AGC ACG AAA GAT GCA TCT GCA TTC AAT AAA GAA AAT TCA 240

Ala Gly Gln Ser Thr Lys Asp Ala Ser Ala Phe Asn Lys Glu Asn Ser
65 70 75 80
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ATT
Ile

CcCA
Pro

TTG
Leu

ACA
Thr

GTT
val
145

CaA
Gln

Lys

Lys

CAA
Gln

Asn
225

GCT
Ala

TAC
Tyr

GTA
val

ATG
Met

GTT
val
305

TCA
Ser

ATC
Ile

GAT
Asp

AAT
Asn
130

GTG
Val

GTT
vVal

GCG
Ala

CGT
Arg

GAC
Asp
210

GCA
Ala

TAT
Tyr

AGT
Ser

AAT
Asn

CAA
Gln
290

AAT
Asn

TCC
Ser

GAA
Glu

TAC

Tyr
115

GTG
val

GAG
Glu

GTG
val

Asn

GAT
Asp
195

Asn

GTA
vVal

CCa
Pro

GAA
Glu

AAT
Asn
275

GAA
Glu

GAA
Glu

ATG
Met

AAG
Lys
100

AAT

Asn

CCG
Pro

Lys

AAT
Asn

TCG
Ser
180

TCA
Ser

Lys

AAT
Asn

AAT
Asn

TCA
Ser
260

AGC

Ser

GAA
Glu

CcCT
Pro

GCAa

Ala’

85

Lys

Lys

CCA
Pro

AAG
Lys

GCA

Ala
165

GAA
Glu

TTA

Leu

ATC
Ile

ACA
Thr

GTA

val
245

CAA
Gln

TTG

Leu,

GTC
val

ACA
Thr
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CCA CCA GCA

Pro

CAC
His

AAC
Asn

AGA
Arg

AAG
Lys
150

ATT
Ile

TTA
Leu

ACA
Thr

GTT
val

TTA
Leu
230

AGT
Ser

TTA
Leu

AAT
Asn

ATT
Ile

AGA
Arg
310

Pro

GCG
Ala

AAT
Asn

Lys
135

Lys

TCG
Ser

GTA
val

cTC
Leu

GTA
Val
215

GTG
Val

GCA
Ala

ATT
Ile

GTA
val

AGT
Ser
295

cCcT
Pro

Ala

GAT
Asp

GTA
val
120

GGT
Gly

TCC
Ser

AGC
Ser

GAA
Glu

AGC
Ser
200

Lys

GAA
Glu

Lys

GCG
Ala

AAC
Asn
280

TTT
Phe

TCC
Ser

TCT
Ser

GAA
Glu
105

TTA

Leu

TAC
Tyr

ATC
Ile

CTA
Leu

AAT
Asn
185

ATT
Ile

AAT
Asn

AGA
Arg

ATT
Ile

Lys
265

TTC
Phe

Lys

AGA
Arg

CCG
Pro
90

ATC
Ile

GTA
Val

Lys

AAT
Asn

ACC
Thr
170

CAA
Gln

GAT
Asp

GCC
Ala

TGG
Trp

GAT
Asp
250

TTT
Phe

GGC
Gly

CAA
Gln

TTT
Phe

cCT
Pro

GAT
Asp

TAC
Tyr

GAT
Asp

CAA
Gln
155

TAT
Tyr

CCA
Pro

TTG
Leu

ACT
Thr

AAT
Asn
235

TAT
Tyr

GGT
Gly

GCA
Ala

ATT
Ile

TTC
Phe
315
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GCA
Ala

AAG
Lys

CAC
His

GGA
Gly
140

AAT
Asn

cca
Pro

GAT
Asp

CCA
Pro

Lys
220

GAA
Glu

GAT
Asp

ACA
Thr

ATC
Ile

TAC
Tyr
300

GGC
Gly

AGT
Ser

TAT
Tyr

GGA
Gly
125

AAT

Asn

AAT
Asn

GGT
Gly

GTT
val

GGT
Gly
205

TCA
Ser

Lys

GAC
Asp

GCA
Ala

AGT
Ser
285

TAT
Tyr

Lys

CCT
Pro

ATA
Ile
110

GAT
AsSp

GAA
Glu

GCA
Ala

GCT
Ala

cTC
Leu
190

ATG
Met

AAC
Asn

TAT
Tyr

GAA
Glu

TTT
Phe
270

GAA
Glu

AAC
Asn

GCT
Ala

AAG
Lys
95

CAA
Gln

GCA
Ala

TAT
Tyr

GAC
Asp

CTC
Leu
175

CCT

Pro

ACT
Thr

GTT
Val

GCT
Ala

ATG
Met
255

Lys

GGG
Gly

GTG
val

GTT
val

ACG
Thr

GGA
Gly

GTG
val

ATT
Ile

ATT
Ile
160

GTA
val

GTA
val

AAT
Asn

AAC
Asn

CAA
Gln
240

GCT
Ala

GCT
Ala

AAA
Lys

AAT
Asn

ACT
Thr
320

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960



Lys

TAT
Tyr

ACT
Thr

AGC
Ser

AAT
Asn
385

GTT
val

Lys

ACA
Thr

TCA
Ser

AAC
Asn
465

GAT
Asp

AAC
Asn

ATC
Ile

TGC
Cys

AAC
Asn
545

GAG
Glu

ATC
Ile

AAT
Asn

GGA
Gly
370

TCT
Ser

CAA
Gln

GGC
Gly

ACA
Thr

GAA
Glu
450

ATC
Ile

GAA
Glu

TGG
Trp

TAT
TYyY

ACT
Thr
530

TTA
Leu

CAG
Gln

TCA
Ser

TCC
Ser
355

Lys

TCC
Ser

ATC
Ile

GCT
Ala

AAC
Asn
435

TAT
Tyr

GAT
Asp

GTA
Val

AGC
Ser

TTG
Leu
515

GGT
Gly

CCA
Pro

TTG
Leu

AGT
Ser
340

CAT
His

TCT
Ser

TTC
Phe

ATC
Ile

ACT
Thr
420

TTC
Phe

ATT
Ile

CAC
His

Asn

GAA
Glu
500

cca
Pro

TTA
Leu

CTT
Leu

CAA
Gln
325

GTG
val

AGT.

Ser

GTC
vVal

Lys

GAC
Asp
405

TTT
Phe

CTA

Leu

GAA
Glu

TCT

Ser

TAT

Tyr
485

AAC
Asn

GGT

Gly

GCT
Ala

GTG

val

Ala

GCG
Ala

ACT
Thr

TCA
Ser

GCC
Ala

-390

GGC
Gly

AAT
Asn

Lys

ACA
Thr

GGA
Gly
470

GAT
Asp

AAT
Asn

AAC
Asn

TGG
Trp

Lys
550

DE 698 36 588 T2 2007.04.05

GCG CTT GGA

Leu

TAT
Tyr

Lys

GGT
Gly
375

GTA
val

AAC
Asn

CGA
Arg

GAC
Asp

ACT
Thr
455

GGA
Gly

CCT
Pro

Lys

GCG
Ala

GAA
Glu
535

AAT
Asn

Gly

GGC
Gly

GTA
val
360

GAT
Asp

ATT
Ile

cTC
Leu

GAA
Glu

AAT
Asn
440

TCA
Ser

TAC
Tyr

GAA
Glu

AGC
Ser

AGA
Arg
520

TGG
Trp

AGA
Arg

GTG
val

CGT
Arg
345

Lys

GTA
Val

TAC
Tyr

GGA
Gly

ACA
Thr
425

GAA
Glu

Lys

GTT
val

GGT
Gly

AAG
Lys
505

AAT

Asn

TGG
Trp

AAT
Asn

AAT
Asn
330

CAA
Gln

GCT
Ala

GAA
Glu

GGA
Gly

GAC
Asp
410

CcCa
Pro

TTA
Leu

GCT
Ala

GCT
Ala

AAC
Asn
490

CTA

Leu

ATT
Ile

AGA
Arg

ATC
Ile

Gca
Ala

GTT
vVal

GCT
Ala

CTaAa
Leu

GGT
Gly
395

TTA
Leu

GGA
Gly

GCT
Ala

TAT
Tyr

caa
Gln
475

GAA
Glu

GCT
Ala

AAT
Asn

ACG
Thr

TCC
Ser
555
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GAA
Glu

TAT
Tyr

T
Phe

ACA
Thr
380

TCC
Ser

CGC
Arg

GTT
val

GTT
val

ACA
Thr
460

TTC
Phe

ATT
Ile

CAT
His

GTT
val

GTA
val
540

ATC
Ile

AAT
Asn

TTG
Leu

GAT
Asp
365

AAT
Asn

GCa
Ala

GAT
Asp

cccC
Pro

ATT
Ile
445

GAT
Asp

AAC
Asn

GTT
val

TTC
Phe

TAC

Tyr
525

ATT
Ile

TGG
Trp

CCT
Pro

Lys
350

GCT
Ala

ATC
Ile

Lys

ATT
Ile

ATT
Ile
430

Lys

GGA
Gly

ATT
Ile

CAA
Gln

ACA
Thr
510

GCT
Ala

GAT
Asp

GGC
Gly

ccT
Pro
335

TTA
Leu

GCC
Ala

ATC
Ile

GAT
Asp

TTG
Leu
415

GCT
Ala

AAC
Asn

Lys

TCT
Ser

CAT
His
495
TCG

Ser

AAA
Lys

GAC
AsSp

ACC
Thr

GCa
Ala

TCA
Ser

GTA
val

Lys

GAA
Glu
400

Lys

TAT
Tyr

AAC
Asn

ATT
Ile

TGG
Trp

480 °

Lys

TCC
Ser

GAA
Glu

CGG
Arg

ACG
Thr
560

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680



CTT
Leu

TTA
Leu

AGC
Ser

cct
Pro

TCG
Ser
625

(2)

Met

Ile

Gly

Glu

Ala

65

Ile

Pro

Leu

Thr

val
145
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TAT CCG AAA TAT AGT AAT AAA GTA GAT AAT
Tyr Pro Lys Tyr Ser Asn Lys Val Asp Asn
565 570

GCC TAT GGA AGT CAG GGT GAT CTT AAT CCA
Ala Tyr Gly Ser Gln Gly Asp Leu Asn Pro
580 . 585

AAA ATC ATT TCA GCT GCA GTT CTT TCC TCT
Lys Ile Ile Ser Ala Ala Val Leu Ser Ser
595 600

GCA GAG TTC GTT AGG CGC GGA TCC GGA ATT

Ala Glu Phe Val Arg Arg Gly Ser Gly Ile
610 615

ACG TAG

Thr

INFORMATION FUR SEQ ID NO: 2:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 626 Aminosduren
(B) TYP: Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) MOLEKULTYP: Protein
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2:

Thr Asp Val Ser Arg Lys Ile Arg Ala Trp
5 10

Gly Thr Ala Ala Ala Val Val Leu Pro Gly
20 . 25

Gly Ala Ala Thr Ala Gly Ala Phe Ser Arg
35 40

Tyr Leu Gln Ser Ala Lys Gln Ser Ala Ala
50 55

Gly Gln Ser Thr Lys Asp Ala Ser Ala Phe
70 75

Ser Ser Met Ala Pro Pro Ala Ser Pro Pro
85 90

Ile Glu Lys Lys His Ala Asp Glu Ile Asp
100 105

Asp Tyr Asn Lys Asn Asn Val Leu Val Tyr
115 120

Asn Val Pro Pro Arg Lys Gly Tyr Lys Asp
130 135

Val Glu Lys Lys Lys Lys Ser Ile Asn Gln
150 155
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cca
Pro

TTA
Leu

TTA
Leu

CGA
Arg
620

Gly

Leu

Pro

Asn

60

Asn

Ala

Lys

His

Gly

140

Asn

ATC
Ile

ATT
Ile

ACA
Thr
605

AGC
Ser

Arg

val

Gly

45

Lys

Lys

Ser

Tyr

Gly

125

Asn

Asn

GAA
Glu

Asn
590

TCG

Ser

TTA
Leu

Arg

Gly

30

Leu

Leu

Glu

Pro

Ile

110

Asp

Glu

Ala

TAT

Tyr
575

GAA
Glu

AAG
Lys

TCG
Ser

Leu

15

Leu

Pro

His

Asn

Lys

95

Gln

Ala

Tyr

Asp

GCa
Ala

ATC
Ile

CTA
Leu

ATG
Met

Met

Ala

val

Ser

Ser

80

Thr

Gly

val

Ile

Ile
160

1728

1776

1824

1872

1881



Gln

Lys

Lys

Gln

Asn

225

Ala

Tyr

val

Met

val

305

Lys

TYr

Thr

Ser

Asn

385

val

Lys

Thr

Ser

Asn
465

Val

Ala

Arg

Asp

210

Ala

Tyr

Ser

Asn

Gln

290

Asn

Glu

Ile

Asn

Gly

370

Ser

Gln

Gly

Thr

Glu

450

Ile

Val

Asn

Asp

195

Asn

val

Pro

Glu

Asn

275

Glu

Glu

Gln

Ser

Ser

355

Lys

Ser

Ile

Ala

Asn

435

Tyr

Asp

Asn

Ser

180

Ser

Lys

Asn

Asn

Ser

260

Ser

Glu

Pro

Leu

Ser

340

His

Ser

Phe

Ile

Thr

420

Phe

Ile

His

Ala

165

Glu

Leu

Ile

Thr

vVal

245

Gln

Leu

val

Thr

Gln
325

VaL

Ser

val

Lys

Asp

405

Phe

Leu

Glu

Ser

Ile

Leu

Thr

val

Leu

230

Ser

Leu

Asn

Ile

Arg

310

Ala

Ala

Thr

Ser

Ala

. 390

Gly

Asn

Lys

Thr

Gly
470
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Ser

val

Leu

val

215

val

Ala

Ile

val

Ser

295

Pro

Leu

TYr

Lys

Gly

375

val

Asn

Arg

Asp

Thr

455

Gly

Ser

Glu

Ser

200

Lys

Glu

Lys

Ala

Asn

280

Phe

Ser

Gly

Gly

val

360

Asp

Ile

Leu

Glu

Asn

440

Ser

Tyr

Leu

Asn

185

Ile

Asn

Arg

Ile

Lys

265

Phe

Lys

Arg

val

Arg

345

Lys

val

Tyr

Gly

Thr

425

Glu

Lys

val

Thr Tyr
170

Gln Pro

Asp Leu

Ala Thr

Trp Asn
235

Asp Tyr
250

Phe Gly

Gly Ala

Gln Ile

Phe Phe
315

Asn Ala

330

Gln Vval

Ala Ala

Glu Leu

Gly Gly
395

Asp Leu
410

Pro Gly
Leu Ala

Ala Tyr

Ala Gln
475
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Pro Gly Ala Leu

Asp Val

Pro Gly
205

Lys Ser
220

Glu Lys

Asp Asp

Thr Ala

Ile Ser
285

Tyr Tyr
300

Gly Lys

Glu Asn

Tyr Leu

Phe Asp
365

Thr Asn
380

Ser Ala

Arg Asp

Val Pro

val Ile
445

Thr Asp
460

Phe Asn

Leu

190

Met

Asn

Tyr

Glu

Phe

270

Glu

Asn

Ala

Pro

Lys

350

Ala

Ile

Lys

Ile

Ile

430

Lys

Gly

Ile

175

Pro

Thr

val

Ala

Met

255

Lys

Gly

val

Val

Pro

335

Leu

Ala

Ile

AsSp

Leu

415

Ala

Asn

Lys

Ser

Val

Val

Asn

Asn

Gln

240

Ala

Ala

Lys

Asn

Thr

320

Ala

Ser

val

Lys

Glu

400

Lys

Tyr

Asn

Ile

Trp
480
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Asp Glu Val Asn Tyr Asp Pro Glu Gly Asn Glu Ile Val Gln His Lys
485 490 495

Asn Trp Ser Glu Asn Asn Lys Ser Lys Leu Ala His Phe Thr Ser Ser
500 505 510

Ile Tyr Leu Pro Gly Asn Ala Arg Asn Ile Asn Val Tyr Ala Lys Glu
515 520 525

Cys Thr Gly Leu Ala Trp Glu Trp Trp Arg Thr Val Ile Asp Asp Arg
530 535 540

Asn Leu Pro Leu Val‘Lys Asn Arg Asn Ile Ser Ile Trp Gly Thr Thr
545 550 555 560

Leu Tyr Pro Lys Tyr Ser Asn Lys Val Asp Asn Pro Ile Glu Tyr Ala
565 570 575

Leu Ala Tyr Gly Ser Gln Gly Asp Leu Asn Pro Leu Ile Asn Glu Ile
580 585 590

Ser Lys Ile Ile Ser Ala Ala Val Leu Ser Ser Leu Thr Ser Lys Leu
595 600 605

Pro Ala Glu.Phe Val Arg Arg Gly Ser Gly Ile Arg Ser Leu Ser Met
610 615 620

Ser Thr
625

Patentanspriiche

1. Nukleinsaure kodierend ein Fusionspolypeptid umfassend (a) wenigstens eine Doméane eines Mycobac-
terium-Polypeptids, wobei die Doméane fahig ist, eine Immunantwort in einem Sauger hervorzurufen, und (b)
eine phagolysosomale Escape-Domane, welche ein Entweichen des Fusionspolypeptids aus dem Phagolyso-
som in das Cytosol von Saugerzellen ermdglicht.

2. Nukleinsaure gemal Anspruch 1, wobei die phagolysosomale Escape-Domane aus einem Organismus
der Gattung Listeria stammt.

3. Nukleinsdure gemal Anspruch 1 oder 2, wobei die phagolysosomale Doméane kodiert ist durch ein Nu-
kleinsduremolekil ausgewahlt aus:
(a) der Nukleotidsequenz von Nukleotid 211-1722 wie in SEQ ID No. 1 gezeigt,
(b) einer Nukleotidsequenz, welche fir dieselbe Aminosauresequenz wie die Sequenz von (a) kodiert, und
(c) einer Nukleotidsequenz hybridisierend unter stringenten Bedingungen mit der Sequenz von (a) oder (b).

4. Nukleinsdure gemafR einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei die Doméane, welche fahig ist, eine Immunant-
wort hervorzurufen, ein Peptid oder Polypeptid ist, welches fahig, MHC-Klasse-I-restringierte CD8-T-Zellant-
worten hervorzurufen.

5. Nukleinsdure gemalf einem der Anspruche 1 bis 4, wobei die Domane, welche fahig ist, eine Immunant-
wort hervorzurufen, ausgewahlt ist aus den Mycobacterium-Antigenen Ag85B (M. tuberculosis), Ag85B (M. bo-
vis), Ag85A (M. tuberculosis) und ESAT-6 (M. tuberculosis) oder einem immunogenen Fragment davon.

6. Nukleinsdure gemal Anspruch 5, wobei die Domane, welche fahig ist, eine Immunantwort hervorzuru-
fen, das Antigen Ag85B oder ein immunogenes Fragment davon ist.

7. Nukleinsdure gemaR einem der Anspriche 1 bis 6, wobei dem Fusionspolypeptid eine Signalpeptidse-
quenz voransteht.
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8. Nukleinsaure gemaf einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei ein Peptidlinker zwischen der eine Immunant-
wort hervorrufenden Domane und der phagolysosomalen Domane angeordnet ist.

9. Rekombinanter Vektor umfassend wenigstens eine Kopie eines Nukleinsduremolekiils gemal einem
der Anspriiche 1 bis 8.

10. Vektor gemal Anspruch 9, wobei das Nukleinsduremolekul operativ mit einer Expressionskontrollse-
quenz verbunden ist.

11. Vektor gemaf Anspruch 10, wobei die Expressionskontrollsequenz in Mycobacterien aktiv ist.
12. Vektor gemaR Anspruch 9, 10 oder 11, welcher ein extrachromosomaler Vektor ist.
13. Vektor gemal Anspruch 9, 10 oder 11, welcher ein chromosomaler Vektor ist.

14. Zelle, welche ein rekombinantes Nukleinsauremolekiil gemaf einem der Anspriiche 1 bis 8 oder einen
Vektor gemal einem der Anspriiche 9 bis 13 umfasst.

15. Rekombinante Mycobacterium-bovis-Zelle, welche wenigstens ein rekombinantes Nukleinsduremole-
kil umfasst kodierend ein Fusionspolypeptid umfassend (a) wenigstens eine Domane, welche fahig ist, eine
Immunantwort in einem Sauger hervorzurufen, und (b) eine phagolysosomale Escape-Domane, welche ein
Entweichen des Fusionspolypeptids aus dem Phagolysosom in das Cytosol von Saugerzellen ermoglicht.

16. Zelle gemal Anspruch 15, wobei die Domane oder das Peptid oder das Polypeptid fahig zum Hervor-
rufen einer Immunantwort ausgewahlt ist aus Autoantigenen, Tumorantigenen, Virusantigenen, Parasitenanti-
genen, bakteriellen Antigenen und immunogenen Fragmenten davon.

17. Zelle gemal einem der Anspriche 14 bis 16, welche fahig zum Exprimieren des wenigstens einen re-
kombinanten Nukleinsauremolekiils ist.

18. Zelle gemal einem der Anspriiche 14 bis 17, welche fahig zum Sekretieren eines Polypeptids kodiert
durch das wenigstens eine Nukleinsauremolekiil ist.

19. Zelle gemaR einem der Anspriiche 14 bis 18, welche eine intrazellulare Persistenz in infizierten Makro-
phagen hat, welche gleich oder kleiner ist als die intrazellulare Persistenz einer nativen Mycobacterium-Zelle.

20. Rekombinantes Fusionspolypeptid kodiert durch ein Nukleinsduremolekil gemaf einem der Anspru-
che 1 bis 8.

21. Pharmazeutische Zusammensetzung umfassend als aktives Mittel eine Zelle gemal} einem der An-
spriche 14 bis 19 oder ein Polypeptid gemafy Anspruch 20, gegebenenfalls zusammen mit pharmazeutisch
akzeptablen Verdunnern, Tragern und Hilfsstoffen.

22. Zusammensetzung gemaf Anspruch 21, welche eine Lebendvakzine geeignet zur Verabreichung auf
eine mukosale Oberflache oder Gber den parenteralen Weg ist.

23. Verfahren zur Herstellung einer Lebendvakzine umfassend Formulieren einer Zelle gemaf einem der
Anspriche 14 bis 19 in einer pharmazeutisch wirksamen Menge mit pharmazeutisch akzeptablen Verdinnern,
Tragern und Hilfsstoffen.

24. Verfahren zur Herstellung einer rekombinanten bakteriellen Zelle gemaf Anspruch 14 umfassend die
Schritte:
(i) Inserieren eines rekombinanten Nukleinsduremolekiils in eine bakterielle Zelle, wobei das Nukleinsduremo-
lekdl ein Fusionspolypeptid kodiert umfassend (a) wenigstens eine Domane eines Mycobacterium-Polypep-
tids, wobei die Doméane fahig ist, eine Immunantwort in einem Sauger hervorzurufen, und (b) eine phagolyso-
somale Escape-Domane, welche ein Entweichen des Fusionspolypeptids aus dem Phagolysosom in das Cy-
tosol von Saugerzellen ermdglicht, und
(i) Kultivieren der Zelle erhalten gemal (i) unter geeigneten Bedingungen.

25. Das Verfahren gemaf Anspruch 23, wobei die Zelle eine M. bovis-Zelle ist.
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26. Verfahren zum Herstellen einer rekombinanten bakteriellen Zelle gemaf Anspruch 15 umfassend die
Schritte:
(i) Inserieren eines rekombinanten Nukleinsduremolekiils in eine Mycobacterium-bovis-Zelle, wobei das Nuk-
leinsauremolekiil ein Fusionspolypeptid kodiert umfassend (a) wenigstens eine Domane von einem Polypep-
tid, wobei die Domane fahig ist, eine Immunantwort in einem Sauger hervorzurufen, und (b) eine phagolyso-
somale Escape-Domane, welche ein Entweichen des Fusionspolypeptids aus dem Phagolysosom in das Cy-
tosol von Saugerzellen ermdglicht, und
(i) Kultivieren der Zelle erhalten gemal (i) unter geeigneten Bedingungen.

27. Verfahren gemal Anspruch 26 umfassend Inserieren wenigstens ein weiteres rekombinantes Nuklein-
sauremolekil in die Mycobacterium-bovis-Zelle, wobei das weitere rekombinante Nukleinsduremolekil ein
Peptid oder Polypeptid kodiert, welches fahig ist, eine Immunantwort in einem Sauger hervorzurufen.

28. Verfahren gemafl Anspruch 26 oder 27, wobei die Domane oder das Peptid oder das Polypeptid fahig
zum Hervorrufen einer Immunantwort ausgewahlt ist aus Autoantigenen, Tumorantigenen, Virusantigenen,
Parasitenantigenen, bakteriellen Antigenen und immunogenen Fragmenten davon.

Es folgen 6 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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FIG.2

Ag85B-Signalpeptid reife Ag85B-Sequenz

v
MTDVSRKIRA WGRRLMIGTA AAVVLPGLVG LAGGAATAGA FSRPGLPVEY

HlyA-Peptidlinker reife Hly-Sequenz
LOS4KQSAAN KLHSAGQSTK DASAFNKENS  ISSMAPPASP PASPKTPIEK

®stD (Nsi D

KHADEIDKYI QGLDYNKNNV LVYHGDAVTN VPPRKGYKDG NEYIVVEKKK
KSINQNNADI QVVNAISSLT YPGALVKANS ELVENQPDVL PVKRDSLTLS
IDLPGMTNQD NKIVV KNATK SNVNNAVNTL VERWNEKYAQ AYPNV SAKID
YDDEMAYSES QLIAKFGTAF KAVNNSLNVN FGAIS EGKMQ EEVISFKQIY
YNVNVNEPTR PSRFFGKAVT KEQLQALGVN AENPPAYISS VAYGRQVYLK
LSTNSHSTKV KAAFDAAVSG KSVSG DVELT NOKNSSFKA VIYGGSAKDE
VQIODGNLGD LRDILKKGAT FNRETPGVPI AYTTN FLKDN ELAVIKNNSE
YIETTSKAYT DGKIN IDHSG GYVAQFNISW DEVNYDPEGN EIVQHKNWSE
NNKSKLAHFT SSTYLPGNAR NINVYAKECT GLAWE WWRTV IDDRNLPLVK

HlyA-Peptidlinker

LYPKYSNKVD NPIE YALAYG SQGDLNPLIN  EISKI ISAAV

NRNISTWGTT
@i D) (PstD)

zufallige Peptidsequenz

601

LSSLTSKLPA EFVRRGSGIR SLSMST
(PstD
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