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(67) Die Erfindung betritft ein Verfahren zur Harstellung dor rekombinanten Kapsidstruktur HBcAgA-preS2/adw, die
das Coreantigen des Hopatitis B-Virus mit dem an seiner Oberflache exponierten Epitop HBVpreS2/adw darstall* Das
Waesen dor Erfindung bosteht darin, daB das Fragment dos S-Gens des Hepatitis B-Virus, Subtyp adw, bezeichnet als
nroS2/adw mit einer Liinge von 180 Basonpaaren (Bp) in den Rastriktionsort Cla | dos Vaktorplasmis pHBc 16156 unter
Bildung dns rekombinanten Gons HBcAgA-prosS2/adw eingobaut wird. Den Produzentenstomm dos
HBcAgA-prasS2/adw orhalt man durch Transformation von E. coli K802-Zellen mit rekombinanten Plasmid DNA pHBV
32-46. Dioser Produzentenstamm ermoglicht die Herstallurig der rekombinanten Kapsidstruktur HBcAga-jpreSe/adw,
dia das Coreantigen cdes Hepatitis B-Virus (HBV) mit dem an seiner Oberflaiche exponierten Epitop preS2/adw
darstelit
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Herstellung der rekombinanten Kapsidstruktur HBcAg A-preS 2/adw, die das
Coreantigen des Hepatitis B-Virus mitdem an seiner Oberfldche exponierten Epitop HBVpreS 2/adw
darstellt, dadurch gekennzeichnet, daR die 39 C-terminalen Aminos#uren des HBcAg durch die
Sequenz des Epitops preS 2/adw (4.~55. Aminoséure) und 9N-terminale Aminoséauren des HBsAg
ersotzt sind.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da die rekombinante Plasmid-DNA pHBV
32-46 mit einer GréBe von 70808Bp, bestehend aus
— der DNA des Plasmids pHBc 1615 miteiner Lénge von 6900 Bp, die das Gen bla, das die Ampizillin-
Resistenz vermittelt, und das HBc-Gen, unter Kontrolie eines Tandempromotors Py, enthilt, und
— dem Fragment des HBV-Genoms, Subtyp adw, das der Sequenz zwischen den Restriktionsorten
Eco Rlyund Eco 130115 miteiner Linge von 180 Bp entspricht und den Bereich der preS 2-Regionvon
der 4. bis zur 55. Aminossure und die 9N-terminalen Aminos§uren des HBsAg kodiert und im
Restriktionsort Clal der DNA des Plasmids pHBc 1615 eingebaut ist,
die Synthese der rekombinanten Kapsidstruktur HBcAg A-preS2/adw ermoglicht.

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dall man den Produzentenstamm des
HBcAg A-preS 2/adw durch Transformation von E. coli K802-Zellen mitrekombinanter Plasmid-DNA
nHBV 36—46 erhalt.

i1icicu 2 Seiten Zeichnungen

Anwendungsgobiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft die rekombinante Kapsidstruktur HBcAg A-preS 2/adw, die das Coreantigen des Hepaiitis B-Virus mit dem
an soiner Oberfidche sxponierten Epitop HBVpreS 2/adw darstellt.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Dio Méglichkeit der effaktiven Synthese von Kapsid-hhnlichen rekombinanten Partikeln in E.coli, die das Coraantipen {HBcAg)
des humanan Hapatitis B-Virus darstellen (Borisove, G.P., et al. Doki. Akad. Nauk SSSR, 1984, 279, 1245-1249 Borisova, G.P,, et
al. Biopolimary i klotka, 1985, |, 99-105) und an ihrer Oberfiliche die komplette Aminoskuresequenz des preS2/Subtyp syw
exponioran, ist gezaigt worden: HBcAg-preS 2(2-54) und HBcAg A-preS2 (1-55). Die Fusionsproteina enthslten die preS2-Region
von dor 2. big zur 54. bzw. von der 1. bis zur 55, Aminos#ure. Das Fusionsprotein HBcAQg-preS 2 (2-54) enthélt die volistindige
Soauons dos HEcAg, wihrond dem Fusionsprotein HBcAg A-preS 2 (1-55) die 38 C-tarminalen Aminosburen des HBcAg fehlen.
Diese Proleina werdan gebildet im Ergebnis der Expression rekombinanter Gene, bei denen die kodierende Sequenz der preS2-
Region, nusgeschnitten aus dem klonierten HBV-Genom des Subtyps syw (Pumpen, P.P., et al. Dokl. Akad. Nauk SSSR, 1981,
260, 1 022-1024), in das Kodon [ir die 144, Aminost#iure des HBcAg Inseriert ist, Solche Kepsid-#Bhnlichen Strukturen exponieren
an ihrer Oberfitiche preS 2-Epitope des HBV-Subtyp ayw. Sie besitzen die immunogenen Eigenschattan von preS2-, HBc-und
HBe-Antiganon und kénnen in der Diagnostik eingasetzt werden. AuBerdem kann das preS 2-Antigen HBV-neutralisierende
Antikbrper induzioren (Neurath, R.S,, ot al. Science, 1984, 224, 392, loth, Y.E., et 8. Proc. Nail. Acad. Sci. USA, 1986, 83,9174).
Somit konnen solche rekombinanten Proteine als Bestandinile von Diagnostika und/oder Vakzine dianen.

Kapside auf dor Grundiage des HBcAg, die an ihrer Oberflsche die preS 2-Region des HBV-Subtyp sdw axponieren, sind bisher
nicht baschrieben worden.

Ziel der Erfindung

Dag Ziel der Erfindung besteht darin, rekombinante Kapsidstrukturen mit hoher Immunogenitét und groflen Ausbeuten
herzustalien.

Dnrstoliung des Wesons der Erfindung

Aufgnbe der Erfindung ist es, die Gewinnung rekombinanter Kapsidstrukturen, die das Coreantigen des Hepatitis B-Virus {HBV)
mit dem an seiner Oberfliche exponierten Epitop HBVpreS 2/adw darstelien, und dis Schaffung eines Produzentenstammes fUr
solche Strukturen.

Diose Aufgahenstellung wird erfindungsgem#fi dadurch geltst, da im Ergebnis der Konstruktion des rekombinanten Gens
HilcAg B-preS 2/adw, welches dis Syntheso des entsprechanden Proteins kodiert, und des Expressionsplasmas pHBY 32-46 ein
Produzentenstamm E.coll (pHBY 32-48) erhalten wird, dor die Produktion der rekombinanten Kapsidstruktur HBcAg A-preS2/
adw mit sinem Anteii von 13,2% am Gesamtprotein von E.coll sichert.
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Das rekombinante Plasmid pHBV 3246, dessen Konstruktionsachema in Fig.1 dsrgestelitist, besteht aus folgenden Eilementen:
— DNA des Pissmids pHBc 1615, einer Variante des Piasmids pHBc3, welche das Gen des HBcAg mit einem optimierten
Initiationsbereich fir die Transiation enth8lt, und ain mutiertes Gen des HBcAg, das einen Polylinker-Einschub im Kodon fur die
144. Aminosdure hat, der fir den Einbau von Fremdabschnitten in diesem Bereich vorgesshan ist, besitzt; Linge 6900Bp

- Fragment das HBV-Genoms, Subtyp adw, welchas dem Abschnitt zwischen den Restriktionsorten EcoRlound Eco 1301
entsprichtund den Bereich des preS2 (4. bis 55. Aminoséure) und 9 Aminoséuren des S-Antigens kodiert (Linge 180Bp).

Dio GréRe des Piasmids betrligt 7080 Bp.

Dio DNA des rokombinsnten Plasmids pHBV 32-46 enthéit die Gene:

— Gen HBcAgA-preS2/adw, das die Synthese des Endprodukts gewdhrieistet,

-~ Geon bla, weichos eine Ampizillin-Resistenz veriaiht,

Das Gon HBcAg 4-preS 2/adw steht unter Kontrolie sines Tendempromotors Pup:

Das Piasmid pHEBV 32-46 wird nach Zugabe von Chioremphenikol ins Medium nicht-konjugativ amplifiziert,

Das Wesen dor Konstruktion des Plasmids pHBY 32-48 besteht darin, dall des Fragment des S-Gens vom HBV, Subtyp adw,
bazoichnet als preS 2/adw, mit einer Linge von 180Bp in don Restriktionsort Clal des Vektorplasmids pHBc 1615 unter Bildung
des rekombinenten Gens HBcAg A-preS 2/adw singebaut wird.

Den Produzentenstamm des HBcAg A-preS 2/adw erhélt man durch Transformation von E.coli KB02-Zellen mit rekombinanter
Piasmid-DNA pHBYV 32-46.

Morphologische Merkmale: gram-negative stébchenférmige Zeallen, Kulturmerkmale: Zellen wachsen auf iblichen N&hrmedien,
bilcdlen Kolonien mittierer Gréfe,

Physiko-biochemische Merkmale: optische Kultivierungstemperatur 37 °C, pH-Optimum 7,0~7,4. Als Kohienstoffquelle werden
Kohlenwasserstoffe, als Stickstofiquella sowohi Mineralssize als auch organische Verbindungen In Form von Pepton, Trypton
und Aminoslivren eingesotzt.

Antibiotika-Resistenz: resistent gegan Ampiziliin, bedingt durch das Vorhandensain des Piasmids. Die Anwesenheit von
Pinemid-DNA im Zolistamm wird durch Kontrolie der Ampizillin-Resistenz bestétigt, sulerdem durch die Gewlnnung und
Anmysn von Pissmid-DNA,

Der Zalistnmm 1s1in der Kollektion des Zentralmussums industrisller Mikroorganismen der UdSSR unter der Nummar WKFM
W 524G deponiert.

Ausfihrungsbeispiel

Die Erfindung soll nachstehend an sinem Ausfihrungsbeispiel niher dargestellt werden.
Die dnzugehdrigan Abbildungen zeigen )

Fig.1: Konstruktionsschema der erfindungsgemiifien rekombinanten Plasmid-DNA pHBV 32-46
Fig.2: Bestimmung der preS 2-Aktivitit mittels immunoblotting.

Die Reslisiorung des erfindungsgemiBen Verfahrens erfolgtin 2 Verfahrensschritien:

1. Konatruktion rekombinanter Piasmid-DNA pHBV 32-46

2ug des Plasmids pHBc 1815, nach Standardmethoden gewonnen, spaltet man mit 2 Einheiten der Restriktase Claiin 25l der
L&sung A {10mM Tris-HCl, pH 7,5, 50mM NaCi; 10mM MgaCi;) 2 Stunden bei 37°C. Die Restrikiase inaktiviert man 15 Minuten bei
65°C. Die linearisierte Plasmid-DNA, Linge 6900Bp, isoliert man aus sinem 0,8%igen Agarosegel und resuspondiert sie in 20l
H,0 (DNAI),

20 g cios Plasmids pAE 10, das das volistindige Genom des HBV-Genoms, Subtyp adw, enthiilt, spaltet man mit 50 Einhoiten der
Rostriktago Eco Rlund 50 Einheiten der Restriktase Eco 1301in 100 ul der Losung A 16 Stunden bei 37°C. Nach dnr Inkubation wird
das Fragmentgomisch nuf ain 2%igas Agarosegel sufgetragen und des Fragment mit siner Linge von 180Bp, welches das Epitop
proS2/ndw trigt, nach bokannten Methaden aus dem Gel elulert, Das Fragment wird in 10l H,;0 resuspondiert (DNA2),

0.0% 115 ONAZ und 0,% g DNAl werden gemischt und die (berh#ingenden Enden in 20pl der L8sung B (0mM Trig-HCI, pH 7.5,
10mM. MgCly; 10mM DTT; 25mM NaCl) durch Zugabe von je 100uM dATP, dCTP, dTTP und dGTP sowia 5 Einheiten DNA-
Poiymacage aus E.cali (Klenow-Fragment) im Laule einer Stunde bei Raumtemperatur aufgefilit. Die DNAs verbindat man mit
Hilfe von 10 Einheiten T,-ONA-Ligase in 10l der L8sung B bei Zugabe von 1TmM ATP im Laufe von 12 Stunden bei 4°C,

Zum Reaktionasgomisch werden 1004l E.coli RR1-Zellen, die vorher mit 100 mM CaCl; behandelt worden waren
(Endkonzenteation 5 x 10° Zellen/m!), zugegeben, um die rekombinanten Plasmid-DNAS zu transformiaren.

Die Auswohi der Klone erfolgt mit Hilfe der Restriktionsanalyse der Plasmid-DNA, die im Schnellverfahren isoliert worden war.
Dag Plagmid mit dom erwarteten Restriktionsspaltmuster erhilt die Bazeichnung pHBY 32-48. Figur 1 reigt das
Konstruktionsschema dieses Plasmids.

2. Transformation das erfindungsgeméBen Plasmids in einen Produzentenstamm

Dnn Produzentenstamm erhibit man durch Transformation von E. coli KB02 mit dem rekombinanten Plasmid pHBV 32-46. Die
Zellon werden in M8-Medium mit Zusatz von 10g/I Kasaminsluren, 2g/l Glukose und 0,02 g/l Ampizillin bis zu einer optischen
Dichtn von OOma 4-5 kultiviart. Dia Zellen warden durch Zentrifugation gesammelt und im dreifschen Volumen eines Puffers
Iysinrt, der 0,05 M Tris-HCI, pH 8,0; 0,5M NaCt; 0,1% Triton X 100; 0,006 M EDTA und 3mg/ml Lysorym enthiit. Nach
30minlitiger Inkubation bei 4°C worden die Zellen einem dreimaligen Frieren/Tasuen ausgesetrt. AnschlieBend werden
Dosoxyribonuklease und MgCl, bis zu Endkonzentrationen von 20ug/mi brw. 10mM zugegeben und bei 4°C nochmals

30 Minuten inkubiert. Das Lysat wird 30 Sekunden mit Ultraschali behandelt und dann zentrifugiert (10000x g, 4°C).
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Das rekombinierte Protein HBcAg A-preS 2/adw wird wie {olgt gerelnigt:

Das Lysat wird mit Ammoniumsulfat {raktionisrt. HBcAg A-preS 2/adw wird durch 30% Sattigung mit Ammoniumsulfat gefllilt.
Oas Pallet wird gesammelt und in 0,04 M Natriumphosphat, pH 8,0; 0,15 M NaCl; 0,1% Triton X 100 geldst, bis zu einer
Endkonzentration des Proteins von 26-50mg/ml. 2—4 mi dieser L&sung trigt man auf eine Sepharose CL4 B-Shule

(2,7em x 75cm) aul, die mit dem gleichen Puffer (nur ohne Triton X 100) ausgeglichen wurde. Die Fraktionen mit HBcAg-Aktivitht
{siehe unten) sammelt man und verwendet sis sofort oder nach Konzentrierung durch nochmalige Fillung mit 50%
Ammoniumsulfat,

Die Charakterisierung der erfindungsgeméBen rekombinanten Kapsidstruktur wird wie folgt vorgenommen:

Bostimmung dor HBcAg-Aktivitit mittels radialer iImmundiffusion (RID}

Den HBcAg-Titer bestimmt man mit Hilfe der radialen Immundiffusion nach Ouchterlony. Dafir bereitet man eine
Verdinnungsreihe {(1:2", n & 1) des Zellysats und titriert gegen anti-HBc-AntikSrper des Menschen.

Als Standard verwendet man gereinigtes HBcAg aus rekombinanten Bakterlen (1 mg/mi). Die Ergebnisse der Titration sind in der
Teballe 1 aufgefihrt,

Tabaolie 1

Synthese von HBcAg A-preS 2/adw in E.coli KB02-Zellen, die rekombinante Plasmid-DNA pHBV 32-461tragen

Stamm ODgeo Titerim RID Protein HBcAg Entrag des
mg/m) mg/mil Produkts (%)

E.coli

{(pHBV 32—486) 4,0 1:128 15,0 2,0 13,2

Bestimmungy der preS 2-Aktivitt mittels immunoblotting

Furdas imniunoblotting resuspendiert man die Zelien (Gmg) In 100 ul Probenpufier nach Lasmmli, der 2% SDS und 2%
Mercaptcithanot enthiit, und lysiert durch 2mindtigas Erhitzen im kochendsn Wasserbad. Die erhaltenen Lysate (2—-4mg/m.
Protein)tragtman autein Gradientenpolyacrylemidgel (12-23%) auf (GréBe 150mm x 150mm x 0,75mm). Die Elektrophorese
wird 15 Stundan hei siner Stromstéirke von 7 mA durchgefiGhrt,

MNachdarElnvizophorese Gbertrigt man die Proteine auf Nitrozeliulose HAWP. Die Filter werden mit dem murinen monoklionaler
Antbdrpor MAD E ineiner Verdinnung von 1:500 in TBS-Puffer (50mM Tris-HCI, pH 7,6; 150mM NaCl; 0,1 % Triton X100 + 1%
BSA) 15 Stunden bei 20°C inkubiert. Nach dreimaligem Waschan in TBS-Puffer Inkublert man die Filter 2 Stunden bei 20°C mit
aem Peroxidase-markiorten Konjugat der Antikérper gegen Maus-Immunglobulin {(VerdUnnung 1:200). Die Filter spllt man m.
TBS-Puffer (3-5x) und entwickelt mit Diaminobenzidin,

Die Zollysnta cios Produzentanstammes weisen dabei das Aufireten spezifischer Férbungszonen auf, welchs sinem Protein mit
einom Molekulargewicht von 21,3kD (LEnge 205 Aminosiuren) entsprechen, was in Ubersinstimmung mit dem
Knnstruktionsschama in Figur 1 steht. Die Kontrollysate von E.coli KB02-Zelien {pHBc 3) weisen soiche Zonen nicht auf.
tinktronenmikroskopische Charakterisierung rekombinanter Kapsidstrukturen HBeAg A-preS 2/adw

Die eloktronenmikroskopische Charsakterisierung rekombinanter Kapsidstrukturen HBcAg A-preS 2/adw wird wie folgt
vorgenommen:

Die Priparate des gereinigten Proteins HBcAg A-preS 2/adw (siehe oben) werden mittels Negativ-Kontrastierung unter
Verwendung von 1% Uranilacetat gewonnen und im Elektronenmikroskop bei siner Beschleunigungsspannung von BOkY und
sinar 100000fachen VergréBerung untersucht. Das Protein HBcAg A-preS 2/adw bildet Kapside mit einem Durchmesser von
25nm,
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