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Induzierbare Genexpression
Beschreibung

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren fiir die induzierbare
Genexpression, wobei eine zu exprimierende Zielnukleinsauresequenz auf
Nukleinsdureebene so modifiziert wird, dass eine Steigerung der Expression
erreicht wird, und die so modifiziete Nukleinsduresequenz unter der
Kontrolle einer induzierbaren Transkriptionskontrollsequenz exprimiert wird.

Verschiedenste Viren sind auf einen aktiven Export ihrer unVollsténdig
gespleiBten Transkripte aus dem Zellkern der infizierten Wirtszelle
angewiesen. Dies kann entweder Uber die Verwendung eines cis-stdndigen
RNA-Signals innerhalb  der  viralen Transkripte  (konstitutive
Transportelemente) erfolgen oder geschieht mit Hilfe viraler Proteine.

Cis-aktive Transportelemente werden beispielsweise‘ von MPMV-CTE
(Mason-Pfizer Monkey Virus constitutive transport element), SRV-CTE
(Simian Retrovirus constitutive transport element), Hepatitis B-Virus PRE
(posttranscriptional regulatory element) und HSV (Herpes- Simplex Virus)
(innerhalb des TK (Thymidinkinase)-Gens) verwendet. Diese RNA-Elemente
rekrutieren zellulare Faktoren und Exportwege, um den Kernexport der
viralen Transkripte zu ermdglichen.

Alternativ dazu kann der Kernexport auch (ber einen Exportfaktor vermittelt
werden, der spezifisch an eine Zielsequenz innerhalb der viralen Transkripte
bindet und diese im Zusammenspiel mit zellularen Faktoren in das
Zytoplasma transportiert. So werden beispielsweise Ad-5 (Adenovirus 5)-
Transkripte mit Hilfe der 34K- und E4orf6-Proteine, EBV (Epstein-Barr
Virus)-Transkripte mit Hilfe des EB2-Proteins, Herpesvirus Saimiri-
Transkripte mit Hilfe des ORF 57-Genproduktes, HSV-Transkripte mit Hilfe
des ICP 27-Proteins, HTLV-I und Il (human T-cell Leukemia Virus | und Il)-
Transkripte mit Hilfe der Rex-Proteine, EIAV (Equine Infectious Anaemia
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Virus)-, SIV (Simian' Immunodeficiency Virus)-, und HIV-1 und HIV-2 (human
Immunodeficiency Virus 1 und 2)-Transkripte mit Hilfe der Rev-Proteine
exportiert.

Am besten untérsucht ist der HIV-1 Rev vermittelte Kernexport spater HIV-1-
Transkripte. Wie alle Lentiviren ist HIV-1 darauf angewiesen, aus nur einer
proviralen Matrize mehrere Gene zu aktivieren und in einer zeitlich
festgelegten Abfolge zu exprimieren. Durch alternative Spleiereignisse
sowie weitere, auf RNA-Ebene stattfindende Regulationsmechanismen
werden unterschiedliche Gene aus nur einem ~9 kb gro3en Primartranskript
generiert. Diese viralen Transkripte kénnen aufgrund ihrer GréBRe in 3
Klassen aufgeteilt werden: ~9 kb ungespleiRte (gag, pol), ~4 kb einfach
gespleiBte (env, vif, vpr, vpu) und ~2 kb mehrfach gespleildte (rev, tat, nef)
RNAs.

Neben dem Auftreten von unvollstindig bis mehrfach gespleifiten
Transkripten kann zudem eine zeitliche Abfolge in der Expression dieser
unterschiedlichen RNA-Spezies beobachtet werden. So sind in der frihen
Phase der Replikation im Zytoplasma der infizierten Zellen nur die mehrfach
gespleitten ~2 kb RNAs, und ihre Genprodukte Rev, Tat und Nef
nachweisbar. Erst zeitlich verzogert treten dort dann auch die un- (~9 kb)
und einfach (~4 kb) gespleilRten Transkripte und ihre Genprodukte Gag, Pol
und Env in Erscheinung.

In Zellen, die mit Virus-Mutanten, denen ein aktives Rev-Protein fehlt,
infiziert wurden, konnen die einfach- und nichtgespleiRten Transkripte
jedoch nie im Zytoplasma nachgewiesen werden. Die un- und einfach
gespleiiten Transkripte akkumulieren dann im Kern und die von ihnen
translatierten spéaten Strukturproteine (Gag, Env) und Enzyme (Pol) kénnen
nicht gebildet werden. Das virale Rev-Protein ist also in essentieller Weise
an der zeitlich regulierten Expression der viralen Gene beteiligt.

HiV-1 Rev, ebenso wie die oben aufgefihrten RNA-Transportmolekule, sind
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Shuttle-Proteine, die virale RNAs lber die Wechselwirkung mit einer
innerhalb viraler Transkripte gelegenen RNA-Zielsequenz diese aus dem
Kern in das Zytoplasma transportieren. So bindet HIV-1 Rev im Kern
spezifisch an seine RNA-Zielstruktur RRE, das "Rev-responsive-element”.
Diese 351 Nukleotide (nt) lange Region ist innerhalb des Env-Leserahmens
lokalisiert und damit Bestandteil aller un- und einfach gespleilten
Transkripte. AnschlieRend wird dieser Ribonukleoprotein (RNP)-Komplex
iiber die Interaktion mit zelluldren Faktoren aus dem Zellkern exportiert.
Dazu ist eine C-terminal gelegene Leucin-reiche Sequenz notwendiQ, die als
Kernexportsequenz NES ("nuclear export sequence”) die nukledre
Translokation des Rev-Proteins unter Verwendung zelluldrer Mechanismen
vermittelt (Pollard et al., 1998).

Immer noch umstritten ist der Grund, warum die spaten Transkripte in
Abwesenheit von Rev im Kern zuriickbleiben, was eine notwendige
Voraussetzung fiir die Rev-Abhangigkeit und damit die zeitlich regulierte
Expression von gag, pol und env ist. Im Prinzip dominieren zwei alternative
Vorstellungen zur Kernretention spater Transkripte.

Es wird angenommen, dass ein zelluldres Transkript den Zellkern erst dann
verlassen kann, wenn der SpleiRprozess vollstandig abgeschlossen ist,
respektive alle aktiven Spleiflstellen aus dem Primartranskript entfernt
worden sind. Bei den spaten viralen Transkripten handelt es sich um Intron-
haltige, nur unvollstandig gespleite pre-mRNAs, die mit Hilfe von Rev und
RRE ins Zytoplasma transportiert werden. Deshalb wurde schon friihzeitig
der Einfluss der zellularen SpleiBmaschinerie auf die Kernretention der
spéaten Transkripte untersucht (Mikaelian et al., 1996) (Kjems et al., 1991;
Kjems et al., 1993; Chang et al., 1989; Powell et al., 1997; Lu et al., 1990;
O'Reilly et al., 1995). Durch das Vorhandensein unterschiedlich aktiver
Spleilstellen scheint der SpleiBprozess bei HIV-1-Transkripten nur
suboptimal zu erfolgen. Deshalb wurde von mehreren Gruppen die
Hypothese aufgestellt, dass Rev den Export von Transkripten erméglicht, die
innerhalb der SpleiBmaschinerie  durch  Ausbildung ineffizienter



15

20

25

30

WO 2006/013103 PCT/EP2005/008427

-4-

Spleifkomplexe festgehalten werden.

Kontrar dazu konnte aber gezeigt werden, dass die spaten HIV-1-Gene, wie
beispielsweise env, auch in Abwesenheit von aktiven Spleifistellen in ihrer
Expression reprimiert bleiben und damit der Einfluss der SpleiRmaschinerie
mehr indirekt zu sein scheint (Nasioulas et al., 1994). Daher wurden so
genannte inhibitorische Sequenzen (INS) oder cis-aktive Repressor-
Elemente (CRS) innerhalb der Leserahmen postuliert, welche die
Expression negativ beeinflussen (Nasioulas et al., 1994; Olsen et al., 1992;
Schwartz et al., 1992b; Maldarelli et al., 1991). Diese innerhalb der
kodierenden mRNA gelegenen Repressor-Sequenzen besitzen jedbch kein
gemeinsames Sequenzmotiv wie etwa das AUUUA-Instabilitatsmotiv
innerhalb des 3°-UTR der instabilen GM-CSF mRNA (Chen et al., 1995),
sondern fallen nur durch ihren dtjrchweg hohen A/U Gehalt auf. So
resultierte die Fusion der postulierten INS-haltigen Fragmente aus
Leserahmen spater Gene (wie gag und env) an ein CAT-Reportersystem in
einer reduzierten Reporteraktivitit (Cochrane et al, 1991; Rosen et al.,
1988). Diese Reduktion der Expression von gag und pol konnte durch
mehrfache stille Punktmutationen innerhalb der "wobble"-Positionen
teilweise wieder aufgehoben werden (Schwartz et al., 1992a; Schneider et
al., 1997). Die un- und einfach gespleiiten HIV-1 mRNAs scheinen also cis-
aktive Repressor-Elemente zu besitzen, die entweder durch multiples
SpleiRen entfernt oder durch einen Rev/RRE vermittelten Kernexport
iiberwunden werden.

Eine elegante Methode, um die Rev-Abhangigkeit von HIV-Transkripten zu
umgehen, wurde von Schwartz und Schneider, wie bereits erwahnt, in Form
einer partiellen Anderung des Leserahmens von HIV-Genen entwickelt. Eine
konsequente Weiterfiilhrung dieses Konzeptes fiihrte zur Synthese eines
kodonoptimierten HIV-gag-pol-Gens unter Verwendung synthetischer
Oligonukleotide (Wagner et al., 2000; Graf et al., 2000). Diese Form der
Anpassung des G/C-Gehalts und des Kodongebrauchs an den von
Saugerzellen ermdoglichte eine konstitutive Synthese des Gag-Pol-
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Polyproteins in Saugerzellen in groBen Mengen. Der zugrunde liegende
Mechanismus dieser Abkopplung der Proteinsynthese von der Rev-
Abhangigkeit ist ein veranderter Kernexport der mRNA. Wahrend die HIV-
Wildtyp-RNA auf einen alternativen, durch das Crm1-Protein
charakterisierten Exportweg, in Abhéngigkeit des HIV Shuttle-Proteins Rev,
angewiesen ist, wird die synthetische mRNA auf dem reguléren
Kernexportweg fiir zellulire mRNAs konstitutiv in das Zytoplasma
transportiert. Diese konstitutive Expression von HIV-Proteinen eroffnet neue
Wege fiir eine HIV-Therapieform auf genetischer Ebene.

Die Publikation von Graf et al. (2000) offenbart jedoch kein Verfahren fur
eine mit Hilfe eines transaktiven Faktors induzierbare Genexpression.

Ebenso wie die genannte Publikation von Graf et al. befasst sich auch die
DE 1 053 781 A1 mit dem RNA-Export aus dem Zellkern ins Cytoplasma.
Diese Patentanmeldung befasst sich damit, Reportergene von Rev abhangig
zu machen, um die Expression des Reportergens uber den Kernexport

steuern zu konnen.

Da eine Rev- bzw. RRE-Abhangigkeit der Entwicklung von HIV-basierten
Vektoren gewisse Beschrankungen auferlegt, synthetisierten Kotsopoulou et
al. (2000) ein kodonoptimiertes HIV-1-gag-pol-Gen. Dieses Gen wurde in
einen Sauger-Expressionsvektor eingefiigt und auf die Abhangigkeit von
Rev hin untersucht. Die Autoren verwendeten jedoch keine mit Hilfe von
transaktiven Faktoren induzierbare Promotoren. Ein erfindungsgemafRes
Verfahren ist demnach nicht offenbart.

Die Expression von anti-HIV-Genen in Zellen kann effizient fir eine
intrazellulare Hemmung der HIV-Replikation genutzt werden (Bunnell et al.,
1998). Inzwischen wurde eine ganze Reihe von HIV-Gentherapie-Strategien
entwickelt, die von Antisenskonstrukten und RNA-Decoys uber spezifische
RNA-abbauenden Ribozyme und RNA interference bis zu transdominant-
negativen, von HIV abgeleiteten Proteinen reichen. Neben diesen
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intrazellularen Hemmstoffen, die gezielt Schritte der HIV-Replikation storen,
kann im Rahmen einer Gentherapie auch die Neuinfektion von Zellen oder
die Verbreitung von Nachkommenviren verhindert werden. Verschiedene
Anséatze befassen sich mit der Expression von sezernierbaren anti-HIV-
Proteinen, immunstimulierenden oder unspezifische antiviralen Faktoren
und nicht zuletzt mit der Expression von zelltoxischen Faktoren nach
erfolgter Infektion (Ubersicht siehe Mautino et al., 2002).

Neben diesen eher unspezifischen Hemmstrategien kann die
Virusvermehrung durch eine Verhinderung der Virusfreisetzung auf sehr
spezifische Weise, unter Verwendung HIV-eigener Proteinderivate erfolgen.
Deletionen im Gag vermitteln einen transdominant-negativen (TDN) Effekt
auf die Neubildung und Freisetzung von Nachkommenviren (von Poblotzki et
al., 1993; Trono et al., 1989; Smythe et al., 1994; Furuta et al., 1997). Diese
Deletionen liegen im p17MA, im Ubergangsbereich von p17MA/p24CA und
in der C-terminalen Domane des p24CA. Der genaue Wirkmechanismus des
transdominant-negativen Effektes ist nicht aufgeklart. Einige Anhaltspunkte
deuten jedoch auf einen Einfluss der reduzierten Cyclophilin A-
Bindekapazitat des mutierten p24CA (Chiu et al.,, 2002) und auf ein
verdandertes Membran Targeting, von der Plasmamembran zur ER
Membran, bei Deletionen im p17MA (Facke et al., 1993; Gallina et al., 1994;
Ono et al., 2004) hin. Da Gag ein sehr stark multimerisierendes Polyprotein
ist und eine exakte Zusammenlagerung fiir die korrekte Ausbildung von HIV-
Partikeln notwendig ist (Wilk et al., 2001), ist es naheliegend, dass TDN
Gag-Deletionsderivate mit funktioneller Assembly Domane (C-terminale
Doméne des p24CA) durch eine Bindung an Wildtyp Gag-Proteine den
Zusammenbau von HIV-Capsiden direkt beeintrachtigen und so
nachweislich zu einer Hemmung der HIV-Replikation fiihren.

Gerade die letzte Strategie weist jedoch bei einer konstitutiven Protein-
Expression einige Probleme auf. So kann die Expression des Fremdgens zu
Zelltoxizitét,‘ einer Fehlregulation der zellularen Funktionen, einer
Herabregulierung der Transkription und, gerade Im Fall eines von HIV
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abgeleiteten Proteins, zu einer unerwiinschten Immunantwort fihren
(Smythe et al, 1994). Um diese Problematik zu umgehen, ‘werden
unterschiedliche Strategien verfolgt, die Expression des Transgens von
einer HIV-Infektion abhéngig zu machen.

In verséhiedenen Ansatzen wurde eine Tat-, eine Rev- und eine Tat/Rev-
abhangige Expression untersucht und teilweise die Hemmung der HIV-
Vermehrung in vitro beschrieben (Caruso et al., 1992; Harrison et al., 1992;
Liu et al, 1994). Ubereinstimmend konnte die Expression von
Thymidinkinase (Marcello et al., 1998) bzw. Interferon a2 (Ragheb et al.,
1999) durch Tat um den Faktor 5 bzw. 4 und durch Rev um den Faktor 3,3
bzw. <2 gesteigeﬁ werden. Die kombinierte Zugabe von Tat und Rev fuhrte
dagegen zu sehr unterschiedlichen Ergebnissen: Die Expression der
Thymidinkinase war um den Faktor 7 erhoht, wéahrend fur Interferon a2 eine
Steigerung der Expression um den Faktor >300 angegeben wurde. Fir HIV-
1 TDN Gag-Derivate konnte eine deutliche Rev-vermittelte Induktion der
Proteinsynthese (bei geringer Basalaktivitdt) gezeigt werden, die mit einer
weitgehenden Hemmung der HIV-Replikation (bis 94 %) verbunden war
(Smythe et al., 1994; Furuta et al., 1997). Fir die Kombination von Tat- und
Rev-abhéngiger Expression von TDN Gag konnte ebenfalls eine deutlich
erhohte P'roteinsynthese durch Kotransfektion von tat- und rev-
Expressionsplasmiden erzielt werden (Ding et al., 2002; Cara et al., 1998).
Hier zeigte sich jedoch, dass die Hemmung der HIV-Replikation nur partiell
erfolgte (Cara et al., 1998) und nur durch Kombination mit verschiedenen
Hemmstrategien auf ein hohes Niveau anstieg (Ding et al., 2002; Cara et al.,
1998). Im Gegensatz dazu fiihrte die LTR/Tat-induzierbare Expression von
Suizidgenen, wie TK, mehrfach zu einer Hemmung der Virusreplikation
(Marcello et al., 1998; Miyake et al., 2001; Ragheb et al., 1999).

Die Basalaktivitat betreffend, ist Gibereinstimmend gezeigt worden, dass eine
Abhéangigkeit von Rev nicht zu einer absoluten Verhinderung der
Proteinsynthese fiihrt. Rev beeinflusst den Export der RNA aus dem Zellkern
und ist nur in Verbindung mit entsprechenden cis-aktiven
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Riickhaltesequenzen (INS, siehe .oben) und einer cis-standigen
Erkennungssequenz (RRE) funktionell. Isolierte und in ihrer GréRe (und
damit auch in der GroRe der INS) reduzierte gag-Gene werden unter einem
entsprechend aktiven Promotor (z.B. CMV) effizient transkribiert und es liegt
nahe, dass ein gewisser Teil der RNA ohne die Unterstiitzung des Rev ins
Zytoplasma gelangt und translatiert wird.

Fiir die Regulation durch LTR/Tat gibt es keine einheitlichen Daten. In den
meisten Berichten wurde eine Basalaktivitat der Gene unter LTR-Kontrolle
beschrieben (Caruso et al.,, 1992; Ding et al., 2002; Muratori et al., 2002;
Cara et al., 1998). Mogliche Erklarungen dieser Expression in Abwesenheit
von Tat sind eine Aktivierung des LTR-Promotors durch TNFa, das aus den
entsprechenden transduzierten Zellen sezerniert wurde (Muratori et al.,
2002) oder Elemente des Vektorkonstrukts, die von HIV abgeleitet sind
(Miyake et al., 2001).

Auch die Lange des verwendeten LTR kann einen Einfluss auf die
Regulation haben. So wurde mit einem minimalen LTR eine komplette
Abschaltung der Transkription in Abwesenheit von Tat nachgewiesen
(Miyake et al., 2001), also ein "dichter" induzierbarer Promotor beschrieben.

Fir eine HIV-abhangige Transgen-Expression scheint daher das LTR/Tat-
System das konsequentere Schaltermodul zu sein. Auch deswegen, weil
eine Induktion durch Rev der durch Tat nachgeschaltet ist, was zu einer
initialen Virusvermehrung fithren kann, und zwar kurz bevor die Hemmung
durch das Transgen greifen kann. So wird unter anderem die beobachtete
unvollstandige Hemmung der Replikation nach Rev-Induktion erklart
(Smythe et al., 1994).

Allerdings konnte fir eine Tat-induzierbare Expression von transdominant-
negativen (TDN) Gag-Derivaten, im Gegensatz zu Suizidgenen, bisher noch
keine hinreichende Hemmung der HIV-Replikation nachgewiesen werden
(siehe oben). Fiir diesen Mangel gibt es mehrere Erklarungsméglichkeiten:
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i) Die TDN-Wirkung korreliert mit der Menge des TDN-Proteins, d.h. es
muss ein gewisses Limit Gberschritten werden, um eine wirkungsvolle
Intervention zu erreichen. Die Proteinmenge ist aber in grolem MaR}
abhingig von der Promotoraktivitét. Diese ist im Vergleich zu hoch aktiven
viralen Promotoren (z.B. CMV, SV40) im HIV-1 LTR relativ gering, also
maoglicherweise nicht ausreichend.

ii) Die bisher verwendeten TDN-Derivate sind vom HIV-1 Wildtyp-Genom
abgeleitet, enthalten folglich INS-Motive und sind daher von einem Rev-
vermittelten Kernexport abhdngig. Wie oben beschrieben, setzt daher die
eigentliche Hemmwirkung erst mit der Anwesenheit des REV im Zellkern
ein, wodurch die ersten HIV-Transkripte ungehindert in das Zytoplasma
gelangen und die Replikation vollenden koénnen. Daher ist es nicht
verwunderlich, dass eine Kombination aus beiden Regulationssystemen zu
einer sehr ineffizienten Hemmung der HIV-Replikation fuhrt (Cara et al.,
1998).

AuRer dem LTR-tat-System sind viele andere induzierbare virale
Promotoren bekannt. Auch andere induzierbare Expressionssysteme sind im
Stand der Technik bekannt. Oftmals kann jedoch mit einem induzierbaren
System nicht der gewinschte Grad der Genexpression erreicht werden.
Daher war es eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein verbessertes
Verfahren zur induzierbaren Genexpression bereitzustellen.

Diese Aufgabe wird gelést durch ein Verfahren zur induzierbaren

Genexpression, umfassend

(i) Bereitstellen einer zu exprimierenden Zielnukleinsauresequenz,

(i) Modifizieren der zu exprimierenden Zielnukleinsauresequenz, so dass
eine Steigerung der Expression erreicht wird,

(iii) operatives Verkniipfen der modifizierten Zielnukleinsduresequenz mit
einer induzierbaren Transkriptionskontrollsequenz,

(iv) Exprimieren der modifizierten Zielnukleinsauresequenz in einem
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geeigneten Expressionssystem durch einen transaktiven Faktor.

Uberraschenderweise hat sich gezeigt, dass die induzierbare Expression
eines in einer zu exprimierenden Zielnukleinsduresequenz kodierten Gens
(nachfolgend auch Transgen) deutlich verbessert werden kann, wenn zum
einen seine Sequenz auf Nukleinsdureebene zu einer Steigerung der
Genexpression modifiziert wird und andererseits die Zielnukleinsaure unter
der Kontrolle einer durch einen transaktiven Faktor induzierbaren
Transkriptionskontrollsequenz exprimiert wird.

Eine induzierbare Genexpression ist z.B. bei der Verwendung von toxischen
Genprodukten essentiell und hat bei anderen, therapeutisch einsetzbaren
Genen gegeniiber einer konstitutiven Expression entscheidende Vorteile:

- Eine nicht infizierte Zelle wird in ihrer physiologischen Leistung nicht
durch eine hohe Expression zusatzlicher Faktoren unter Stress gesetzt.

- Unspezifische oder nicht absehbare Wechselwirkungen der Genprodukte
konnten zu physiologischen Modifikationen, wie Aktivierung, Proliferation
oder dhnlichem, auch bei benachbarten Zellen, in Geweben oder im
gesamten Organismus flhren.

- Von HIV stammende Proteine werden im Umfeld einer HIV-Infektion von
Immunzellen erkannt und die entspréchenden Protein-exprimierenden
Zellen eliminiert. '

- Im Fall von toxischen Faktoren muss eine konstitutive Produktion

vermieden werden.

Eine Transkriptionskontrollsequenz ist eine Nukleinsduresequenz, welche
die Expression einer damit operativ assoziierten Nukleinsauresequenz,
insbesondere eines Gen, ermdglicht. Es kann sich hierbei um einen
Promotor handeln, zusatzlich kann die Transkriptionskontrolisequenz auch
weitere Elemente umfassen, wie etwa Enhancer und dergleichen.
Vorzugsweise handelt es sich bei der induzierbaren
Transkriptionskontrollsequenz um einen induzierbaren Promotor. Hierbei ist
grundsatzlich jedes induzierbare Promotorsystem geeignet, das im Stand
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der Technik bekannt ist. Es kann beispielsweise ein natirlicher oder
artifizeller induzierbarer Promotor verwendet werden, beispielsweise ein
durch Tetracyclin induzierbarer Promotor (Tet on/Tet off-System). Des
Weiteren kann aber auch ein induzierbarer viraler Promotor verwendet
werden.

Die Transkriptionskontrolisequenz wird durch einen transaktiven Faktor
induziert. Bei dem transaktiven Faktor handelt es sich um einen Faktor,
welcher in trans wirkt und einen Einfluss auf die Transkription hat.
Vorzugsweise handelt es sich hierbei um einen Transkriptionsfaktor.
Besonders bevorzugt ist der transaktive Faktor ein viraler transaktiver
Faktor.

Vorzugsweise ist die induzierbare Transkriptionskontrolisequenz durch
einen viralen transaktiven Faktor induzierbar. Eine virale induzierbare
Transkriptionskontrollsequenz, die durch einen viralen transaktiven Faktor
induzierbar ist, kann von einem beliebigen Virus abgeleitet sein.
Vorzugsweise werden hierfiir Sequenzen von Retroviren, HCV (Hepatitis C-
Virus), HBV (Hepatitis B-Virus), HSV (Herpes simlex-Virus), EBV (Epstein-
Barr-Virus), SV40 (Simian-Virus 40), AAV (Adeno-assoziierter Virus),
Adenovirus, Papillomviren oder Ebolavirus verwendet. Die hierbei
verwendeten transaktiven Faktoren sind demgemaft z.B. ausgewahit aus
den folgenden viralen Faktoren, jedoch nicht beschréankt auf diese: NS5A
(HCV), HB X (HBV), VP16/ICP4 (EBV), EBNA1/Rta (EBV), ART (HHVS),
Large T-Antigen (SV40), Rep78/68 (AAV), E1A (Adenovirus), E2
(Papillomvirus) und VP30 (Ebolavirus).

Als induzierbare Trénskriptionskontrollsequenz, die durch einen viralen
transaktiven Faktor induzierbar ist, wird vorzugsweise ein retroviraler LTR-
Promotor oder eine funktionelle Teilsequenz davon verwendet.
Vorzugsweise ist daher der transaktive Faktor ein retrovirales Tat oder Tax
Protein. Der LTR-Promotor kann ausgewahlit sein aus den LTRs von HIV-1,
HIV-2, SIV, HTLV und anderen verwandten Retroviren, die LTR-Promotoren
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aufweisen. Insbesondere sind lentivirale Promotoren bevorzugt,
insbesondere die von HIV.

Ein transaktiver Faktor im Sinne der vorliegenden Erfindung ist somit ein
Faktor, welcher in trans einen Einfluss auf die Transkription ausibt,
vorzugsweise indem der transaktive Faktor mit der induzierbaren
Transkriptionskontrollsequenz wechselwirkt. Ein Beispiel fir einen solchen
transaktiven Faktor ist somit das oben bereits erwahnte Tat-Protein.

Zur Verbesserung der Genexpression wird die zu‘ exprimierende
Zielnukleinsauresequenz modifiziert. Dies géschieht auf Nukleinsdureebene
und bevorzugt so, dass die entsprechende Aminosauresequenz nicht oder
im wesentlichen nicht verandert wird. Wird die Aminosauresequenz bei der
Modifikation der Nukleinsduresequenz zur Erhdhung der Genexpression
verandert, so séllte dies keinen Einfluss auf die Funktion des resultierenden
Proteins haben.

Die Modifikation der Zielnukleinsduresequenz zur Erhéhung der
Genexpression kann auf mehrere Arten durchgefuhrt werden.

Zum einen ist es moglich, den Kodongebrauch des Transgens an das
verwendete  Expressionssystem anzupassen. Ein eukaryontisches
Expressionssystem, insbesondere eines auf Saugerbasis ist bevorzugt,
insbesondere handelt es sich hierbei um Saugerzellen, vorzugsweise
humane Zellen. Daher wird der Kodongebrauch des Transgens
vorzugsweise an den Kodongebrauch von Siugerzellen, starker bevorzugt
den von humanen Zellen, angepasst.

Erfindungsgeméafe und vorzugsweise fir die Gentherapie geeignete

“modifizierte  Zielnukleinsduresequenzen lassen sich beispielsweise

erzeugen, indem man die Kodonverteilung so wahlt, wie sie in exportierter
zellularer mRNA auftritt. Bevorzugt soll hierbei eine Kodonwah! verwendet
werden, wie in sie S&dugerzellen am héaufigsten oder am zweithaufigsten
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verwendet wird (Ausubel et al., 1994), noch mehr bevorzugt wird die
Kodonwah! an die von aktiv exprimierten Saugergenen angepasst.
Vorzugsweise wird die Nukleinsduresequenz unter Verwendung der Gene
Optimizer-Technologie (deutsche Patentanmeldung DE 102 60 805.9,
PCT/EP03/14850) fiir eine optimale Expression in Sdugetieren modifiziert.

Anstelle der oder auch zuséatzlich zur Anpassung der Kodonwahl|, ist es aber
auch mdglich, den G‘C-Gehalt zu optimieren. Vorzugsweise wird dies
erreicht, indem der GC-Gehalt des Transgens so genau wie moglich an den
GC-Gehalt des verwendeten Expressionssystems angepasst wird. Dabei
wird vorzugsweise die Degeneration des genetischen Codes ausgenutzt,
sodass die Anderung der Nukleinsduresequenz zwecks Erhéhung des GC-
Gehalts nicht zu einer Anderung der Aminosauresequenz fithrt. Der optimale
Prozentsatz an G und C Nukleotiden in einer zu exprimierenden Sequenz
héngt, wie bereits erwdhnt, von dem jeweiligen Organismus, bzw. den
jeweiligen Zellen ab, in denen die Sequenz exprimiert werden soll.
Beispielsweise liegt der optimale GC-Gehalt bei Nukleinsauren in
Séugerzellen bei etwa 50 %. Es gibt bereits Referenzdokumente, in denen
der Fachmann den optimalen GC-Gehalt fiir verschiedene Organismen bzw.
Zellen nachschlagen kann Es existiert die regelmafig aktualisierte Codon
Usage Database unter www.Kazusa.or.jp/codon/ von Y. Nakamura am
Kazusa DNA Research Institute, sieche auch Nakamura, Y. et al. (2000) Nucl.
Acids Res. 28, 292. Es ist dann fiir den Fachmann kein Problem, die
Nukleinsduresequenz der zu exprimierenden Zielnukleinséure beziiglich des
GC-Gehalts zu optimieren.

Die Optimierung des GC-Gehalts oder die Anpassung des Kodongebrauchs
erfolgt vorzugsweise durch stumme Mutationen oder durch Mutationen, die
die Aktivitat des vom Transgen kodierten Proteins nicht beeinflussen. Der
Kodongebrauch muss nicht unbedingt angepasst werden, wenn der GC-
Gehalt des besagten Gens bereits liber 50% betragt. Gene mit vom Wildtyp
abweichenden Kodongebrauch kdnnen, wie im Beispiel angegeben, aus
langen Oligonukleotiden mit einer schrittweisen PCR hergestellt werden.
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Eine weitere Moglichkeit, die zu exprimierende Zielnukleinsauresequenz
zwecks Verbesserung der Expression zu modifizieren, besteht darin,
entweder anstelle der obigen Mdglichkeiten oder zusatzlich dazu, Motive
gezielt zu eliminieren, welche die Transkription negativ beeinflussen. Dies
umfasst z.B. die Deletion von Nukleinsduremotiven wie etwa poly-A
Sequenzen und dergleichen, die dem Fachmann bereits bekannt sein
diirften. Weitere solcher die Expression negativ beeinflussenden Motive
umfassen RNA-Instabilitdtsmotive, adeninreiche Motive, Erkennungsmotive
fiir Endonukleasen, Motive, welche die RNA-Sekundarstruktur beeinflussen
und dergleichen.

Die zu exprimierende Zielnukleinsaduresequenz kodiert vorzugsweise fir ein
therapeutisches und/oder diagnostisches Protein. Ein solches Protein kann
z.B. ausgewahlt sein aus toxischen Genprodukten, Suizidfaktoren, Apoptose
induzierenden Proteinen, Botenstoffen, transaktiven Faktoren,
Regulatorproteinen, transdominant-negativen Proteinen, Cytokinen,
Chemokinen etc. Spezifische Beispiele sind Interferon a, SDF-I RANTES,
MIP1a, TNF und Interleukine, insbesondere die Interleukine 2, 6, 10, 12, 15
und 28. Vorzugsweise kodiert die zZu exprimierende
Zielnukleinsduresequenz fiir ein Gen, das bei Verwendung des LTR/Tat-
Systems, z.B. nach Aktivierung durch HIV-Infektion Proteine produziert, die
geeignet sind, die natiirlichen Abwehrmechanismen benachbarter Zellen zu
induzieren oder durch Bindung an die entsprechenden Rezeptoren eine
Infektion mit HIV zu verhindern. Bei HIV sind dies insbesondere die
Rezeptoren CD4, CCR5 oder CXCRA4.

Weitere Beispiele sind Enzyme, wie z.B. Thymidinkinase,
Cytosindeaminase, Purin Nukleosid Phosphorylase, Carboxypeptidase,
Carboxylesterase, Nitroreductase, Peroxidase, Xanthin-Guanin-
Phosphoribosyltransferase, Glykosidase, Thymidinphosphorylase und
dergleichen.
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Besonders geeignet ist das Verfahren fir die Expression von toxischen
Genprodukten, z.B. Thymidinkinase aus Herpesviren, Nukleasen oder
Apoptose- induzierende Proteine (z.B. FAS/FAS-Ligand, Kaspasen etc.).
Neben den Kaspasen sind auch TNF-related Apoptosis-Inducing Ligand
(TRAIL), Proteinkinase C (PKC), Tumornekrosefaktor (TNF), Apoptosis-
Inducing Factor (AIF) und dergleichen geeignet. Nach Infektion mit HIV
wiirde in diesem Fall die Expression von Genen induziert, die Zellen
schadigen und somit die neue Produktion und Verbreitung von

Nachkommenviren verhindern.

Weiterhin kann es sich bei dem Transgen um ein Regulatorgen handeln,
das nach seiner induzierten Expression in einer Zelle als molekulares
Schaltermolekiil die Expression anderer Gene an- oder abschaltet. Als
solches Regulatorgen kann beispielsweise ein Gen verwendet werden, das
fir einen  Transkriptionsfaktor  kodiert.  Natiirlich  sind  diese
Anwendungsmdglichkeiten nicht auf die Infektion mit HIV beschrankt, der
Fachmann ist in der Lage, entsprechende Systeme auch fur andere
Infektionen zu verwenden.

Vorzugsweise handelt es sich bei dem Transgen um ein virales Gen.

Weiterhin kann es sich bei der zu exprimierenden Zielnukleinsauresequenz
auch um ein Gen fir ein transdominant-negatives (TDN) Protein handeln.
Vorzugsweise handelt es sich dabei um ein virales TDN Protein,
vorzugsweise ein retrovirales, am meisten bevorzugt ein lentivirales.

Insbesondere sind hierbei lentivirale TDN Proteine geeignet, z.B. Derivate
von Pr559¢, Gp41, Gp120, Rev, Protease, Integrase, Reverse Transkriptase,
Nef, Vpr, Vpv oder jedes andere Lentivirus-Protein, das dazu geeignet ist,
den Replikationszyklus von Lentiviren, insbesondere HIV zu unterbrechen
oder die Freisetzung/Ablésung von Viruspartikeln zu verhindern.

Vorzugsweise wird HIV-1 gag (gruppenspezifisches Antigen) als Transgen



10

15

20

25

30

WO 2006/013103 PCT/EP2005/008427

-16 -

verwendet, wobei dessen Kodonwahl an die Kodonwahl, wie sie in humanen
Genen vorzufinden ist, angepasst wird.

Besonders bevorzugt wird ein gag-Gen verwendet, das weitere Deletionen
enthalt. Dies kann die TDN Wirkung noch verstérken. Vorzugsweise handelt
es sich dabei um weitere Deletionen im p24-Bereich oder einzelne oder
mehrere Assembly-Doménen.

Beispielsweise wurde die Aminosduresequenz des gag-Genprodukts in
einen synthetischen Gag-kodierenden Leserahmen, unter Verwendung der
Kodonwahl von humanen Genen, riickiibersetzt. Dieser ,syngag* benannte
Leserahmen wurde dann unter Verwendung von langen Oligonukleotiden

“und einer schrittweisen PCR als vollsynthetischer Leserahmen aufgebaut.

AnschlieRend wurde der syngag-Leserahmen in einen EXxpressionsvektor
einkloniert. Der hergestelite syngag-Vektor erwies sich in der Expression
des HIV-Gag als vollstdndig unabhangig von der Prasenz des Rev-Proteins,
einer RRE-Sequenz, einer 5" untranslatieten Region (UTR) oder
Spleiftstellen. Das Ausgangs-gag-Gen, welches in seiner Kodonwahl dem
HIV-1 Wildtyp-Gen entspricht (wtgag), erwies sich in seiner Expression
dagegen als abhéngig von Rev, RRE und dem 5°-UTR inklusive Spleidonor
(Graf et al., 2000). '

Des Weiteren betrifft die Erfindung daher vorzugsweise ein Verfahren zur
Expression von transdominant-negativen (TDN) Lentivirus-Proteinen in
eukaryontischen Zellen, umfassend:

(a) Einbringen eines Vektors, umfassend eine zu exprimierende
Zielnukleinsauresequenz, die fir ein TDN Lentivirus-Protein kodiert und
deren Kodongebrauch an den von Sadugern angepasst ist, und eine
durch Lentivirus Tat-Protein induzierbare Promotorsequenz in operativer
Verkniipfung mit der Zielnukleinsduresequenz, in eine eukaryontische
Zelle,

(b) Bereitstellen des Tat-Proteins so dass eine Expression der
Zielnukleinsduresequenz induziert wird.
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Uberraschenderweise kann LTR/Tat-System trotz der genannten Limitation
angewendet werden, wenn, wie oben beschrieben, die Expression des TDN-
Derivats von Rev/RRE unabhéngig ist. In der vorliegenden Erfindung wird
dies erreicht durch die Anpassung des Kodongebrauchs an den von
Saugerzellen.

In der Kombination von LTR- und synthetischen HIV-Leserahmen verbindet
sich eine frilhe Expression des TDN-Gens - in einer frihen Phase der HIV-
Infektion - mit einem effizienten Kernexport (plus einer RNA-Stabilisierung)
und damit einer Proteinbiosynthese, bevor HIV-eigene Struktur- und damit
Targetproteine produziert werden. Insgesamt bietet diese Kombination i)
eine hohe TDN-Proteinmenge mit ii) einem kinetisch gtnstigen
Expressionsverlauf und iii) einer sehr effizienten Induzierbarkeit.

In Abgrenzung zu den bisher beschrieben Verfahren ist i) die Induzierbarkeit
der Expression auf die Anwesenheit von Tat beschrankt, wodurch die
Notwendigkeit des HIV RRE/Rev im Transferkonstrukt vermieden wird und
ii) die Rev-Unabhéngigkeit des Transkripts durch eine geeignete Kodonwahl
fur das Transferkonstrukt gewahrleistet.

Die Transkriptionskontrollsequenz wird zum Transgen bevorzugt analog zum
naturlichen Auftreten positioniert.

Die Induzierung des Promotors erfolgt durch ein lentivirales Tat-Protein,
vorzugsweise durch das HIV Tat-Protein, das als trans-aktiver Faktor
fungiert. Dies ermdglicht es, dass eine Induzierung des Promotors, durch
eine Infektion der Zelle, die den Vektor enthalt, mit einem Lentivirus,
insbesondere HIV, von selbst eintritt. Unter einem solchen in trans aktiven
Faktor wird im Sinne dieser Anmeldung sowohl ein einzelnes Protein als
auch ein Proteinkomplex verstanden.

Die  Stabilisierung der RNA und die Verbesserung der
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Kernexporteigenschaften sowie die Unabhéngigkeit der Proteinproduktion
von einer RRE/Rev-Wechselwirkung (im Fall von HIV-abgeleiteten
Proteinen) kann beispielsweise erreicht werden durch eine entsprechende
Kodonwahl, unter Berlicksichtigung RNA-Stabilitat-beeinflussender Motive.

Weiterhin betrifft die Erfindung einen Nukleinsaure-Vektor umfassend:

(a) eine zu exprimierende Zielnukleinsauresequenz,

(b) eine durch einen transaktiven Faktor, vorzugsweise durch einen viralen
transaktiven Faktor, induzierbare Transkriptionskontrolisequenz in
operativer Verknipfung mit der zu exprimierenden
Zielnukleinsduresequenz,

wobei die Sequenz gemaR (a) auf Nukleinsdureebene so modifiziert ist,

dass eine Steigerung der Expression erreicht wird.

Unter einem Nukleinsaure-Vektor wird in diesem Zusammenhang ein
Nukleinsdure-Konstrukt verstanden, welches zur Expression einer darauf
enthaltenen Zielnukleinsauresequenz in einem geeigneten
Expressionssystem, z.B. einer Zelle, einem Organismus oder einem in vitro
System, geeignet ist und mindestens eine zu exprimierende
Zielnukleinsauresequenz und eine mit dieser in operativer Verknipfung
stehende induzierbare Transkriptionskontrollsequenz umfasst. Ein solcher
Vektor kann weitere kodierende Sequenzen enthalten, wie z.B.
Selektionsmarkergene und dergleichen. Der Fachmann ist in der Lage, die
zu exprimierende Zielnukleinsduresequenz in Verkniipfung mit ihrer
Transkriptionskontrollsequenz in einen geeigneten kommeriell erhéltlichen
Plasmid-Vektor oder dergleichen oder auch einen selbst konstruierten

einzusetzen.

Die zu exprimierende Zielnukleinsduresequenz und die induzierbare
Transkriptionskontrollsequenz kénnen auch hier wie oben beschrieben
ausgewahlt werden. Auch die Modifizierung der Sequenz kann wie oben
erlautert erfolgen.
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Eine bevorzugte Ausfilhrungsform betrifft Vektoren, die in der HIV-
Gentherapie eingesetzt werden kdnnen und sich dadurch auszeichnen, dass
sie fiir ein therapeutisches Gen kodieren, das erst nach Infektion der Zelle
mit HIV exprimiert wird. Die Transkription entsprechender Gene wird dabei
von der HIV-eigenen LTR (,long terminal repeat“)—Regidn kontrolliert und
erfolgt erst in Anwesenheit des HIV-Tat-Proteins. Dabei werden
vorzugsweise synthetische, an die Expression in humanen Zellen
angepasste Leserahmen fiir die therapeutischen Gene verwendet, zur
Steigerung der Genexpression, insbesondere der RNA-Stabilitdt und des
RNA- Kernexportes. Diese Gene koénnen vorzugsweise gegen
unterschiedliche Schritte im HIV-Replikationszyklus gerichtet sein und
intervenieren mit der Infektion von Zellen, der Replikation von HIV oder der

Verbreitung von Nachkommenviren.

Der erfindungsgemaRe Vektor kann zusatzlich ein weiteres Transgen
enthalten, das vorzugsweise fiur ein therapeutisches, gentherapeutisches
und/oder diagnostisches Protein kodiert. Dieses weitere Transgen kann sich
ebenfalls unter der Kontrolle eines LTR-Promotors, z.B. desselben
Promotors wie die Sequenz gemaR (a) befinden. Oder aber es kann durch
einen separaten Promotor, der konstitutiv oder induzierbar sein kann,

gesteuert sein.

Der Vektor kann z.B. viralen (z.B. Adeno-assoziierte Viren, Adenoviren,
Retroviren, Herpesviren, Alphaviren etc.) oder bakteriellen Ursprungs oder
ein Plasmid sein. Besonders bevorzugt wird die induzierbare
Transkriptionskontrollsequenz so ausgewahlt, dass die Expression des
Fremdgens von der Anwesenheit des HIV-1 Tat-Proteins abhangig ist. Wird
die Tat-Transaktivierung erfolgreich rekonstituiert, sollte vorzugsweise eine
Steigerung der Expression des Tat-abhangigen Gens um mindestens das 3-
fache, bevorzugt das 5-fache, noch mehr bevorzugt das 10-fache oder mehr
Zu messen sein.
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Vorzugsweise umfasst der Vektor eine Sequenz gemaR SEQ ID NO. 1, 16
oder 17.

Die vorliegende =  Erfindung stellt weiterhin modifizierte
Zielnukleinsduresequenzen bereit, welche, wenn sie in operativer
Verknipfung mit” einer geeigneten induzierbaren
Transkriptionskontrollsequenz stehen, eine gesteigerte Genexpression
bewirken. Vorzugsweise sind diese modiﬁzierteh
Zielnukleinsauresequenzen ausgewahlt aus den in dieser Erfindung in den
Beispielen und im Sequenzprotokoll angegebenen Sequenzen. Am meisten
bevorzugt sind die modifizierten Zielnukleinsduresequenzen ausgewahit aus
den folgenden Sequenzen: SEQ ID NO. 1, 16 und 17.

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Zellen,
vorzugsweise eukaryontische Zellen, starker bevorzugt Saugetierzellen, am
meisten bevorzugt humane Zellen, die mit einer Nukleinsdure oder einem
Vektor, wie oben beschrieben, transformiert sind, wobei die Nukleinsaure in
einer transkriptionsfahigen Form vorliegt. Die Nukleinsdure bzw. der Vektor
kénnen beispielsweise episomal vorliegen oder stabil ins Chromosom
integriert sein. Dabei kdnnen in der Zelle ein oder mehrere Kopien vorliegen.

Die vorliegende Erfindung betrifft auRerdem Arzneimittel auf der Basis der
hier offenbarten Vektoren und modifizierten Lentiviren und Zellen. Die
erfindungsgemafle Arzneimittel sind geeignet als therapeutische und
diagnostische Anwendungen, insbesondere sind sie geeignet zur Diagnose,
Pravention oder Therapie von Virus-assoziierten Erkrankungen oder/und
Tumorerkrankungen. Fir diese Anwendungen kann z.B. die zu
exprimierende Zielnukleinsduresequenz insbesondere ein Suizidgen sein
oder dergleichen.

Beispielsweise konnen die Arzneimittel zur Therapie eingesetzt werden,
vorzugsweise zur Therapie von lentiviralen Infektionen, z.B. HIV und SIV,
insbesondere HIV-1 und HIV-2. Der Fachmann ist in der Lage, die
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Promotorsequenz an das System anzupassen, in dem die Expression
stattfinden soll. Somit kénnen nun lentivirale Infektionen bekampft werden,
indem infizierte Personen in vitro, ex vivo und natiirlich in vivo behandelt
werden, z.B. durch Einbringen der erfindungsgemaRen Nukleinsauren oder
Vektoren in PMLs aus diesen Patienten oder in T-Zellen in unterschiedlichen
Differenzierungsstadien oder Stammzellen.

Die Erfindung soll durch die folgenden Figuren und Beispiele naher erlautert

werden.
Abbildungen und Sequenzen

Abbildung . 1 stellt alle hergesteliten gag-kodierenden Konstrukte
schematisch dar.

Abbildung 2 zeigt die Ergebnisse der Expression verschiedener gag-
kodierender Konstrukte in H1299-Zellen.

Abbildung 2A zeigt einen HIV-1 p24-spezifischen Western Blot von
transfizierten Zellen.

Abbildung 2B zeigt einen p24-ELISA-Test.

Abbildung 3 zeigt die Ergebnisse der Expression Wildtyp gag-
exprimierenden Konstrukten in An- und Abwesenheit von Tat und/oder Rev.

Abbildung 3A zeigt einen HIV-1 p24-spezifischen Western Blot von

transfizierten Zellen.
Abbildung 3B einen ELISA-Test.

Abbildung 4 zeigt die Wirkung der transdominanten negativen gag-Proteine
auf die Freisetzung von HIV-Partikeln.
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Abbildung 4A zeigt die Hemmung der Freisetzung von Partikeln in Prozent
geman einem p24 ELISA-Test.

Abbildung 4B =zeigt die Hemmung der Infektiositat der freigesetzten
Viruspartikel in Prozent.

Abbildung 5 zeigt die Hemmung der Freisetzung von Viruspartikeln in
Prozent, die in Anwesenheit von transdominant negativen gag-Konstrukten
mit weiteren Deletionen im p24 gebildet wurden.

Abbildung 5A zeigt die Hemmung der Freisetzung in Prozent.

Abbildung 5B zeigt die Hemmung der Infektiositat in Prozent.

Abbildung 6 zeigt die Sequenzen von TDsyngag und TDwtgag sowie einen
Sequenzvergleich zwischen TDwtgag und TDsyngag.

Abbildung 7 zeigt die Nukleinsduresequenzen von TDsyngag delta 2 und
TDsyngag delta 2 delta p7.

SEQ ID No. 1 zeigt die Nukleinsduresequenz von TDsyngag.
SEQ ID No. 2 zeigt die Aminosauresequenz von TDsyngag.
SEQ ID No. 3 zeigt die Nukleinsduresequenz von TDwtgag.
SEQ ID No. 4 zeigt die Aminosauresequenz von TDwtgag.
SEQID No. 5 bis 15 zeigén verschiedene Oligonukleotide.

SEQID No. 16 zeigt die Nukleinsauresequenz von TDsyngag deita 2.
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SEQID No. 17 zeigt die Aminosauresequenz von TDsyngag delta 2.

SEQ ID No. 18 zeigt die Nukleinsauresequenz von TDsyngag delta 2 delta
p7.

SEQ ID No. 19 zeigt die Aminosauresequenz von TDsyngag delta 2 delta
p7.

Beispiele

Beispiel 1
Herstellung von unabhangigen, Tat-abhangigen, Rev-abhangigen und
Tat- und Rev-abhangigen Gag-Genderivaten

HIV-1 transdominant-negative (TDN) Gag-Derivate wurden als konstitutiv,
Tat-, Rev- oder Tat/Rev-abhangig exprimierende Genkonstrukte hergestellt.
Die Rev-Abhangigkeit wurde durch die Verwendung von HIV Wildtyp(wt)-
Gensequenzen, inklusive des 5°-nicht translatierten Bereiches (UTR), in
Verbindung mit dem HIV Rev-Responsive-Element (RRE) erreicht. Die Rev-
Unabhéngigkeit wurde durch synthetische, GC-reiche Gensequenzen
ermoglicht, wobei die kodierte - Aminosauresequenz fir beide Konstrukte
identisch ist. Eine Abhangigkeit von Tat wurde durch die Verwendung des
HIV-1 LTR als Transkriptionskontrolle erreicht. Demgegeniiber wurde fir
eine konstitutive Transkription der CMV-Promotor/Enhancer verwendet.
Durch entsprechende Kombination der Elemente wurde eine konstitutive
Expression (CMV-syngag), eine Tat-abhangige (LTR-syngag) eine Rev-
abhéngige (CMV-UTR-wtgag-RRE) und eine Tat- und Rev-abhédngige (LTR-
UTR-wtgag-RRE) Expression von identischen (auf Proteinebene) TDN Gag-
Derivaten generiert.

Der Leserahmen des HIV-1 gruppenspezifischen Antigens (gag) (GenBank
Accession Nummer: M15654.1 HIVBH102, Nukleotide 112-1650; Referenz:
Ratner L, Haseltine W, Patarca R, Livak KJ, Starcich B, Josephs SF, Doran
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ER, Rafalski JA, Whitehorn EA, Baumeister K, et al. Complete nucleotide
seqence of the AIDS virus, HTLV-IIl. Nature. 1985 Jan 24-30; 313 (6000):
277-84) sollte unter Verwendung einer Kodonwahl, wie sie in humanen
Zellen zu finden ist, kinstlich aufgebaut werden. Dazu wurde die
Aminosauresequenz des Gag-Proteins (entspricht GenBank Accession
Nummer: M15654 JIVBH102, Nukleotide 112-1408) mit einer Deletion von nt

" 304-489 in eine entsprechende Nukleotidsequenz (bersetzt. Fir die

Kodonoptimierung und Optimierung der RNA-Sequenz wurde ein
entsprechendes  Software-Paket  (GeneOptimizer) verwendet. Zur
Subklonierung sowie zum Anfiigen weiterer Sequenzelemente innerhalb
nicht translatierter. Regionen wurden weitere Restriktionsschnittstellen
eingefiigt. Die Nukleinsduresequenz, inklusive der Schnittstellen, ist in SEQ
ID NO. 1 angegeben.

Diese Sequenz wurde als vollsynthetisches Gen unter Verwendung
synthetischer Oligonukleotide nach einer bereits beschriebenen Methode
(Zolotukhin et al., 1996) hergestellit.

In Abbildung 6 ist ein Vergleich der Nukleinsauresequenzen von TDsyngag
(Kodonwahl abgeleitet von Saugergenen) und TDwtgag (Kodonwahi
abgeleitet von HIV-Strukturgenen) gezeigt. Das so hergestellte TDGag
kodierende DNA-Fragment ("TDsyngag") wurde unter Verwendung der

‘Schnittstellen EcoRIl und Xho | in den Expressionsvektor pcDNA3.1(+)

(Invitrogen) unter die transkriptionelle Kontrolle des Cytomegalo-Virus
(CMV) early promotor/enhancer gestelit ("pc-CMV-TDsyngag").

Zur Herstellung eines analogen, jedoch in seiner Kodonwahl dem HIV-
Wildtyp entsprechenden Expressionsplasmids, wurde die kodierende Region
des HIV-1 gag, inklusive des 5'-nicht translatierten Bereichs (UTR),
subkloniert und, um die Voraussetzungen fiir einen Rev-vermittelten
Kernexport zu erfiillen, dem wigag-kodierenden Bereich eine RNA-
Zielsequenz (RRE) angefiigt (Graf et al.,, 2000). Diese Zielsequenz
interagiert auf RNA-Ebene mit einem viralen Kernexportprotein (im Falle von
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- HIV-1 das Rev-Protein) und zellularen Kernexportproteinen.

Um eine Anpassung auf Proteinebene zu gewahrleisten, wurde das Wildtyp-
Konstrukt durch Einfiihrung von zwei aufeinander folgenden Stop-Kodons im
gag Leserahmen C-terminal verkiirzt (Kodons fir 372F und 373L wurden
mutiert). Die Mutationen wurden durch gerichtete Mutagenese
(QuickChange site-directed mutagenesis kit, Stratagene) unter Verwendung
der Oligonukleotide gag-stop1 und gag-stop2 eingefiihrt. Das resultierende
Konstrukt wurde pc-CMV-UTR-wtgag-RRE bezeichnet. Unter Verwendung
der Oligonukleotide Del1 und Del2 wurde in Qiesem Konstrukt - analog dem
TDsyngag - eine Deletion von nt 304 bis nt 489 eingefiigt (pc-UTR-TDwtgag-
RRE). Die kodierende Sequenz ist in SEQ ID No. 3 angegeben.

Die kodierenden Sequenzen wurden untér die transkriptionelle Kontrolle des
HIV-Promotors gestellt, um eine Tat-Abhangigkeit des Gag-Proteinderivats
zu erreichen. Der HIV-1 Long Terminal Repeat (LTR) beinhaltet einen
solchen Promotor. Diese Region wurde mittels PCR unter Verwendung der
Oligonukleotide Itr1 und Itr2 aus proviraler HIV-1 DNA (HX10 siehe (Ratner
et al., 1987)) amplifiziert und unter Verwendung der Schnittstetlen Miul und
EcoRl direkt 5° vor das ATG des gag-kodierenden Leserahmen im pc-CMV-
TDsyngag kloniert, wobei der CMV-Promotor durch das LTR ersetzt wurde.
Fir den Austausch des Promotors im witgag-Konstrukt wurden Teile des
HIV-Genoms unter Verwendung der Oligonukleotide itr1 und Itr3 in einer
PCR-Reaktion amplifiziert und unter Verwendung der Schnittstellen Miul und
Clal der CMV-Promotor im pc-CMV-UTR-TDwtgag-RRE-Konstrukt
ausgetauscht. Dabei wurde der natirliche Leserahmen des HIV-Provirus
(mit der Reihenfolge LTR, UTR, gag) wieder hergestelit. Die resultierenden
Konstrukte wurden im Weiteren als "pc-LTR-TDsyngag" bzw. "pc-LTR-UTR-
TDwtgag-RRE" bezeichnet.

in Abbildung 1 sind alle hergestellten Gag-kodierenden Konstrukte
schematisch dargestelit.
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Beispiel 2
Die Expression der TDgag-Konstrukte kann durch HIV-
Regulatorproteine kontrolliert werden

Sémtliche Zellkulturprodukte waren von Life Technologies (Karlsruhe). Alle
Séaugerzelllinien wurden bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert. Die humane
Lungenkarzinomzelllinie H1299 wurden in Dulbecco's Modifiziertem Eagle
Medium (DMEM) mit L-Glutamin, D-Glucose (4,5 mg/ml), Natriumpyruvat,
10% inaktiviertem fotalem Rinderserum, Penicillin (100 U/ml) und
Streptomycin (100 pg/ml) kultiviert. Die Zellen wurden nach Erreichen der
Konfluenz im Verhéiltnis 1:10 subkultiviert.

1 x 10° Zellen wurden in Petrischalen (Durchmesser: 100 mm) ausgesét und
24 h spater durch Calciumphosphat Koprazipitation (Graham et al., 1973)
mit 30 pg TDgag-Plasmiden und 15 pg pc-tat (Tat Expressionsplasmid) bzw.
pc-rev (Rev-Expressionsplasmid) oder pcDNA 3.1 Vektor (Referenzplasmid)

- transfiziert. Bei Kotransfektionen von gag, fat und rev wurden je 15 pg

Plasmid eingesetzt. Zellen und Kulturliberstinde wurden 48 h nach der
Transfektion geerntet. Die transfizierten Zellen wurden zweimal mit

‘eiskaltem PBS (10 mM Na,HPO., 1,8 mM KH,PO,, 137 mM NaCl, 2,7 mM

KCl) gewaschen, in eiskaltem PBS abgekratzt, 10 min bei 300 Xg
abzentrifugiert und in Lyse-Puffer (50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 0.5% Triton X-
100 (w/v)) 30 min auf Eis lysiert. Unldsliche Bestandteile des Zelllysates
wurden 30 min bei 10000 xg und 4°C abzentrifugiert. Die
Gesamtproteinmenge des Uberstandes wurde mit dem Bio-Rad-
Proteinassay (Bio-Rad, Miinchen) nach Herstellerangaben bestimmt.

Die Proben wurden mit gleichem Volumen an 2-fach Probenpuffer (Laemmli,
1970) versetzt und 5 min auf 95 °C erhitzt. 50 uyg Gesamtprotein aus
Zelllysaten wurden (ber ein 12,5%-iges SDS/Polyacrylamidgel aufgetrennt
(Laemmli, 1970), auf eine Nitrocellulose-Membran elektrotransferiert und mit



10

15

20

25

30

WO 2006/013103 PCT/EP2005/008427

-27-

dem monokionalen p?-spezifischen Antikérper 13-5 (Wolf et al., 1990)
analysiert und mittels einem sekundaren, AP- (Alkalische Phosphatase)
gekoppelten Antikdrper detektiet und mittels chromogener Farbung
nachgewiesen (Abb. 2A).

Ergénzend dazu wurden die Zelllysate in einem kommerziell erhaltlichen p24
ELISA-Test (NEN) quantifiziert. Je 1 pug des Zelllysates wurden nach den
Angaben des Herstellers ausgewértet und die Gesamtkonzentration an HIV-
1 p24 bestimmt (Abb. 2B).

H1299 Zellen wurden transient mit den gag-Konstrukten transfiziert. Die
erzielte Expression wurde in An- und Abwesenheit von Tat oder Rev
analysiert (Abb. 2). Fir das pc-CMV-TDsyngag wurde eine konstitutive
Expression des TDgag unabhédngig von Tat oder Rev nachgewiesen (Abb.
2A, Spur 2 und 2B, 2). Die Expression des TDgag konnte fiir das pc-CMV-
UTR-TDwtgag-RRE-Konstrukt durch Rev um den Faktor 7 (Abb. 2A, Spuren
3 und 4 und 2B 3 und 4) und fiir das pc-LTR-TDsyngag-Konstrukt durch
Cotransfektion von pc-tat um den Faktor 2,5 (Abb. 2A, Spuren 5 und 6 und
2B, 5 und 6) gesteigert werden. Die Basalaktivitdt der TDgag Expression
war dabei fur das pc-LTR-TDsyngag-Konstrukt im Vergleich zu pc-CMV-
UTR-TDwtgag-RRE etwas geringer, fir beide Konstrukte aber gegeniber
dem pc-CMV-TDsyngag deutlich reduziert und nur geringflgig Gber der
Negativkontrolle (ca. Faktor 2,5 fir pc-CMV-UTR-TDwtgag-RRE und 1,5 fiir
pc-LTR-TDsyngag; Abb. 2B). Das Genprodukt von pc-LTR-UTR-TDwtgag-
RRE konnte mit diesen Methoden nicht nachgewiesen werden. Die Deletion
im Gag fithrt zu einer verringerten Erkennung durch den monoklonalen
Antikérper und in Verbindung mit einer stark eingeschrénkten Expression
sind die erreichten TDgag Mengen unzureichend fur einen Nachweis durch
Antikérper. Daher wurde die Tat- und Rev-Abhéangigkeit in einem
Referenzkonstrukt (komplette wtgag-Sequenz) untersucht. Dieses Konstrukt
(pc-LTR-UTR-wtgag-RRE) war sowohl von Tat als auch von Rev abhéngig.
Tat allein fihrte zu einer Expressionszunahme um den Faktor 4, Rev alleine
um den Faktor 16 und die Kombination von Tat und Rev um den Faktor 47
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(Abb. 3).

Beispiel 3
Die TDgag-Konstrukte haben auf die HIV-Partikelfreisetzung einen
transdominant negativen Effekt

H1299 Zellen wurden, wie unter Beispiel 1 beschrieben, mit Kombinationen
von Plasmiden transient transfiziert. Fir eine Transfektion wurden 15 pg
HX10 provirale DNA und je 30 pg der TDgag-Konstrukte oder 30 ug
pcDNAZ3.1 als Kontrolle fir eine ungehemmte Replikation eingesetzt. Nach
48 h wurden die Zellkulturiiberstande geerntet, Zellbestandteile durch
Zentrifugation (10 min bei 10000 xg) sedimentiert und die Uberstinde mit
10 % einer Triton x 100 Lésung (5 %) zur Lyse der HIV-Partikel im
Uberstand 15 min bei RT inkubiert. Die behandelten Uberstéande wurden in
entsprechenden Verdinnungen in einen p24 ELISA-Test (NEN) eingesetzt
und die p24-Menge quantifiziert. Die Reduktion der p24-Menge korreliert
dabei direkt mit einer Hemmung der Partikelfreisetzung nach Transfektion
mit einem HIV-Provirus. Die bestimmten p24-Mengen wurden in Relation zu
der Kontrolle (Cotransfektion mit pcDNA3.1, ungehemmt) gesetzt und die
Hemmung in Prozent berechnet. Fir jede Kombination wurden mindestens 6
unabhangige Anséatze getestet.

Wie aus Abb. 4A zu ersehen ist, haben alle getesteten TDgag-Konstrukte zu
einer erheblichen Hemmung der Partikelfreisetzung gefiihrt. Die TDsyngag
(TDsg)-Konstrukte hatten unabhéngig vom vorgeschalteten Promoter eine
sehr hohe Hemmung bewirkt. Die Hemmwirkung der TDwtgag (TDwtg)-
Konstrukte war dagegen von der Promotorregion abhéangig. Die Hemmung
der Partikelfreisetzung war unter einer CMV-Promotorkontrolle deutlich
héher als unter dem HIV LTR-Promotor.

Beispiel 4
Die TDgag-Konstrukte haben auf die HIV-Infektidsitit einen
transdominant negativen Effekt
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H1299 Zellen wurden, wie unter Beispiel 3 beschrieben, mit
Plasmidkombinationen transfiziert und die Uberstdnde nach 48 h geerntet
und aufgereinigt. Zur Uberpriifung des Einflusses der TDgag-Konstrukte auf
die Freisetzung infektioser Nachkommenviren, wurden die konditionierten
Zellkulturiiberstande in einer entsprechenden Indikatorzelllinie (MAG!)
Uberpriift (Kimpton et al., 1992).

Bei den eukaryontischen MAGI (multinuclear activation of a galactosidase
indicator)-Zellen handelt es sich um eine Indikatorzelllinie, die eine
Reportergenkassette enthalt, welche durch HIV-Infektion induziert werden
kann. Die MAGI-Zellen wurden vom UK Medical Research Council (MRC)
zur Verfiigung gestelit In dieser Kassette ist der virale LTR (long terminal
repeat)-Promotor dem E. coli B-Galactosidasegen (lacZ) vorgeschaltet. Die
Expression des lacZ ist demnach von der Transkriptionsaktivitat des LTR-
Promotors durch das virale Tat abhangig.

Fiir die Infektion wurden am Vortag 3 x 10* Zellen pro 300 pl Medium (in 48-
Well-Platten) ausgesat. Nach Ernte der transfizierten H1299-Zelliberstande
wurden die Magi-Zellen mit 100 pl Uberstand je Ansatz infiziert und 48 h
kultiviert.

Zur Auswertung der Infektiositat wurde das Medium abgesaugt und die
Wells mit PBS gewaschen. Die Monolayer wurden mit 200 pl Fixierldsung
(1 % Formaldehyd, 0,2 % Glutaraldehyd in PBS) fixiert und nach Inkubation
von 5 min bei Raumtemperatur noch mal mit PBS gewaschen. Anschlieend
wurden 200 ul Farbelésung (16 mg X-Gal in 4 ml DMSO, ad 40 ml PBS;
Zugabe von 400 pl K-Ferricyamid (400 mM), 400 pl K-Ferrocyamid (400
mM) und 80 ul MgCl, (1 M)) auf die Zellen gegeben. Die Inkubation erfolgte
bei 37 °C zwischen 15 min und 3 h. Die blauen Zellen wurden im
Lichtmikroskop ausgezahit. .

Die Hemmung wurde als Reduktion blauer Zellen bestimmt und in Relation
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zu-der Zahl an blauen Zellen in der Positivkontrolle als Prozent-Hemmung
der Infektiositat angegeben. Im Wesentlichen korrelieren die Ergebnisse mit
den Daten der Hemmung der Partikelfreisetzung (Figur 4B). Nahezu
vollstandige Hemmung wurde fiir die Konstrukte pc-CMV-TDsyngag, pc-
LTR-TDsyngag und pc-CMV-UTR-TDwtgag-RRE nachgewiesen, wéahrend
das Konstrukt pc-LTR-UTR-TDwtgag-RRE eine etwa 50 %ige Hemmung
bewirkte (abgebildet sind die Ergebnisse eines exemplarischen
Experimentes aus zwei unabhangigen Ansatzen, Figur 4B).

Beispiel 5
Transdominant negativer Effekt von Tat-abhangigen TDgag-Derivaten
mit einer weiteren Deletion im p24

Ausgehend von den Konstrukten pc-CMV-TDsyngag, pc-LTR-TDsyngag, pc-
CMV-UTR-TDwtgag-RRE und pc-LTR-UTR-TDwtgag-RRE wurde durch die
Verwendung der Oligonukleotide Del3 und Del4 (syngag) und Del5 und Del6
(wtgag) eine weitere Deletion in den gag-Leserahmen eingefiihrt. Diese
Deletion betrifft die Aminoséauren 230 bis 300, ein Bereich in dem sehr viele
CTL-Epitope identifiziert wurden. Die Expression des entsprechenden TDN
Gag-Derivates nach Transfektion von H1299 Zellen mit den neu
entstandenen Konstrukten pc-CMV-TDsyngagd2, pc-LTR-TDsyngagd?2, pc-
CMV-UTR-TDwtgagd2-RRE ~ und pc-LTR-UTR-TDwtgagd2-RRE
(schematische Ubersicht sieche Abb. 1) konnte nicht nachgewiesen werden,
da die Modifikationen die Affinitdit der verfiigbaren gag-spezifischen
AntikGrper beeinflussen und weder im Western Blot noch im p24-ELISA
spezifische Signale zu detektieren waren.

Wie unter 3. beschrieben, wurden H1299 Zellen zur Uberpriifung der TDN-
Wirkung mit Kombinationen aus HX10 (15 upg) und TDsyngagd2 bzw.
pcDNAS3.1 transfiziert (je 30 ug Plasmid DNA) und die Uberstinde, wie unter
3. beschrieben, im p24-ELISA und, wie unter 4. beschrieben, mittels der
MAGI-Zellen ausgewertet. Eine Hemmung der Partikelfreisetzung
(Ergebnisse der p24-ELISA-Auswertung, Abb. 5A, mindestens 6
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unabhangige Ansatze) und der Infektidsitdt von Nachkommenviren
(Ergebnisse der MAGI-Auswertung, Abb. 5B, zwei unabhangige Ansatze)
wurde fir alle eingesetzten Konstrukte gezeigt. Die Reihenfolge der
Hemmeffekte (Partikelfreisetzung) ist hier pc-CMV-TDsyngagd2 (98,45 %)
>pc-LTR-TDsyngagd2 (97,49 %) >pc-CMV-UTR-TDwtgagd2-RRE (80,99 %)
>pc-LTR-UTR-TDwtgagd2-RRE (73,69 %) und entspricht damit im
Wesentlichen den Ergebnissen der TDgag-Experimente. Die synthetischen
Leserahmen zeigen auch hier offensichtlich eine Uberlegenheit in der
Hemmung in der Partikelfreisetztung. Die Reduktion von infektiosen
Nachkommenviren war dagegen in diesem experimentellen Ansatz
vergleichbar (Abb. 5B). Im direkten Vergleich der Rev-Abhéngigkeit mit der
Tat-Abhéngigkeit ergeben sich fiir die Kombination LTR mit synthetischem
Leserahmen klare Vorteile.

Tabelle 1: Verwendete Oligonukieotide

Bezeichnung Sequenz 5’ -3’ SEQID NO
Del1 TAAAGCTTCCTTGGTGTC 5
Del2 TTCAGCCCAGAAGTAATACC 6
Del3 TACAAGACCCTGCGCGCCGAGCAGGCC 7
Del4 CTCCCTCATCTGGCCGGGGGCGATGGG 8
Del5 TTCTCTCATCTGGCCTGGTGCAATAGG g
Del6 TATAAAACTCTAAGAGCCGAGCAAGCT 10
Gag-stop1 GGAAGGCCAGATCTTCCCTCATTAATTAGCCTGTCTCTCAGTAC 1
Gag-stop2 GTACTGAGAGACAGGCTAATTAATGAGGGAAGATCTGCCTTCC 12
Itr1 ATTGTCGACACGCGTTGGAAGGGCTAATTCACTCC 13
Itr2 ATTGAATTCCTCTCTCCTTCTAGCCTC . 14

Itr3 GCTTGCCCATACTATATG 15
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Anspriche

Verfahren zur verbesserten induzierbaren Genexpression, umfassend
(i) Bereitstellen einer zu exprimierenden Zielnukleinsduresequenz,

~(ii) Modifizieren der zu exprimierenden Zielnukleinsduresequenz, so

dass eine Steigerung der Expression erreicht wird,

(iii) operatives Verknupfen der modifizierten Zielnukleinsduresequenz
mit einer induzierbaren Transkriptionskontrollsequenz,

(iv) Exprimieren der modifizierten Zielnukleinsauresequenz in einem
geeigneten Expressionssystem durch einen transaktiven Faktor.

Verfahren nach Anspruch 1, wobei fir die induzierbare
Transkriptionskontrollsequenz ein induzierbarer natiirlicher viraler
Promotor oder ein induzierbarer artifizieller Promotor verwendet wird.

Verfahren nach Anspruch 1 pder' 2, wobei die induzierbare
Transkriptionskontrollsequenz  ausgewahlt wird aus viralen
Transkriptionskontrollsequenzen, insbesondere aus den folgenden
Viren: Retroviren, HCV, HBV, HSV, EBV, SV40, AAV, Adenovirus,
Papillomviren, Ebolavirus.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei eine
induzierbare Transkriptionskontrollsequenz verwendet wird, die durch
ein retrovirales Tat oder Tax-Protein als transaktiven Faktor induzierbar
ist.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei der

Kodongebrauch der zu exprimierenden Zielnukleinsauresequenz an das

Expressionssystem angepasst wird.
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Verfahren nach Anspruch 5, wobei der Kodongebrauch an den von
Saugern angepasst wird.

Verfahren nach Anspruch 6, wobei der Kodongebrauch an den von
Menschen angepasst wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei der GC-
Gehalt der zu exprimierenden Zielnukleinsauresequenz an den des
Expressionssystems angepasst wird.

Verfahren nach Anspruch 8, wobei der GC-Gehalt der zu
exprimierenden Zielnukleinséuresequenz fur den von Saugern optimiert

wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei in der zu
exprimierenden Zielnukleinsauresequenz  negative transkriptions-
beeinflussende Motive eliminiert werden.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche, wobei die
Modifikation der zu exprimierenden Zielnukleinsauresequenz im
Wesentlichen ohne Veranderung der entsprechenden
Aminosauresequenz durchgefiihrt wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei eine zu
exprimierende Zielnukleinsauresequenz verwendet wird, die fiir ein
therapeutisches und/oder diagnostisches Protein kodiert.

Verfahren nach Anspruch 12, wobei das therapeutische und/oder
diagnostische Protein ausgewahlt ist aus toxischen Genprodukten,
Suizidfaktoren, Apoptose induzierenden Proteinen, Botenstoffen,
transaktiven Faktoren, Regulatorproteinen, transdominant-negativen
Proteinen, Cytokinen, Chemokinen, Interleukinen, Interferon a,
RANTES, MIP1a, TNF, Thymidinkinasen, Nukleasen, FAS, FAS-Ligand,
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Kaspasen und Transkriptionsfaktoren.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei eine zu
exprimierende Zielnukleinsduresequenz verwendet wird, die fur ein
virales transdominant-negatives (TDN) Protein kodiert.

Verfahren nach Anspruch 14, wobei eine zu exprimierende
Zielnukleinsauresequenz verwendet wird, die fir ein retrovirales TDN-
Protein kodiert. -

Verfahren nach Anspruch 15, wobei eine zu exprimierende
Zielnukleinsauresequenz verwendet wird, die fir ein TDN Lentivirus-
Protein, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Gag, Env, Tat, Rev,
Nef, Vpr, Vpv, Reverser Transkriptase, Protease und Integrase, kodiert. |

Verfahren nach einem der vorhergehénden Anspruche zur Expression
von transdominant-negativen  (TDN) Lentivirus-Proteinen in
eukaryontischen Zellen, umfassend:

(a) Einbringen eines Vektors, umfassend eine zu exprimierende
Zielnukleinsauresequenz, die fir ein TDN Lentivirus-Protein kodiert
und deren Kodongebrauch an den von Séugem angepasst ist, und
eine durch ein Lentivirus Tat-Protein induzierbare Promotorsequenz
in operativer Verkniipfung mit der Zielnukleinsauresequenz, in eine
eukaryontische Zelle,

(b) Bereitstellen des Tat-Proteins, so dass eine Expression der
Zielnukleinsauresequenz induziert wird.

Nukleinsaure-Vektor umfassend:

(a) eine zu exprimierende Zielnukleinsduresequenz,

(b) eine  durch einen  transaktiven Faktor  induzierbare
Transkriptionskontrollsequenz in operativer Verknipfung mit der zu
exprimierenden Zielnukleinsauresequenz,

wobei die Sequenz gemal (a) auf Nukleinsaureebene so modifiziert
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ist, dass eine Steigerung der Expression erreicht wird.

Vektor nach Anspruch 18, wobei die Sequenz gemal (a) so modifiziert
ist, dass die entsprechende Aminosauresequenz nicht verandert ist.

Vektor nach Anspruch 18 oder 19, wobei der Kodongebrauch der
Sequenz gemaR (a) an den von Saugetieren angepasst ist.

Vektor nach einem der Anspriiche 18 bis 20, wobei die Sequenz geman
(a) so modifiziert ist, dass der GC-Gehalt fiir den von Saugern optimiert
ist.

Vektor nach Anspruch 21, wobei die Sequenz gemaR (a) so modifiziert
ist, dass der GC-Gehalt fir den von Menschen optimiert ist.

Vektor nach einem der Anspriiche 18 bis 22, wobei die Sequenz gemafR
(a) fur ein therapeutisches Protein und/oder diagnostisches Protein
und/oder trans-dominant negatives (TDN) Virus-Prdtein, insbesondere
ein TDN Lentivirus-Protein, kodiert.

Vektor nach Anspruch 23, wobei das diagnostische und/oder
therapeutische Protein ausgewahlt ist aus toxischen Genprodukten,
Suizidfaktoren, Apoptose induzierenden Proteinen, Botenstoffen,
transaktiven Faktoren, Regulatorproteinen, transdominant-negativen
Proteinen, Cytokinen,” Chemokinen, Interleukinen, Interferon q,
RANTES, MIP1a, TNF, Thymidinkinasen, Nukleasen, FAS, FAS-Ligand,
Kaspasen und Transkriptionsfaktoren.

Vektor nach Anspruch 23, wobei das TDN Virus-Protein ausgewahlt ist
aus der Gruppe bestehend aus Gag, Env, Tat, Rev, Nef, Vpv, Vpu,
Reverser Transkriptase, Protease und Integrase.
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Vektor nach Anspruch 25, wobei das TDN Lentivirus-Protein das Gag-
Protein ist.

Vektor nach Anspruch 25 oder 26, wobei das TDN Lentivirus-Protein ein
Gag-Protein mit Deletionen im p24-Bereich ist.

Vektor nach einem der vorhergehenden Anspriiche 18 bis 27, wobei die
Sequenz gemaR (a) die Sequenz der SEQ ID NO: 1, 16 und 18 umfasst.

Vektor nach einem der vorhergehenden Anspriiche 18 bis 28, wobei die
Promotorsequenz eine lentivirale LTR-Sequenz oder eine funktionelle
Teilsequenz davon ist.

Modifizierter Lentivirus, umfassend ein modifiziertes Genom, welches
eine oder mehrere stumme Mutationen in proteinkodierenden Bereichen
enthalt, welche den Kodongebrauch an den von Saugetieren anpassen.

Zelle, die einen Vektor oder einen modifizierten Lentivirus hach einem
der Anspriche 18 bis 30 enthalt.

Arzneimittel, umfassend als Wirkstoff einen Vektor, einen modifizierten
Lentivirus oder eine Zelle nach einem der Anspriiche 18 bis 31.

Verwendung eines Vektors und/oder eines modifizierten Lentivirus
und/oder einer Zelle nach einem der Anspriiche 18 bis 31 zur
Herstellung eines Arzneimittels fir die Gentherapie und/oder Diagnostik.

Verwendung nach Anspruch 33 fir die Gentherapie und/oder Diagnose
bei retroviralen Infektionen.
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Verwendung nach Anspruch 33 zur Behandlung und/oder Diagnose von
lentiviralen Infektionen.

Verwendung nach Anspruch 33 zur Behandlung und/oder Diagnose
einer HIV-Infektion.

Verwendung nach Anspruch 33 zur ex vivo Transduktion von PMLs aus
mit HIV infizierten Personen.
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Abbildung 6: SEQ Ids und Alignments der verwendeten DNA Sequenzen

SEQ-ID der angegebenen Konstrukte:

SEQ-ID1: TDsyngag:

1

61

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661 .
721
781
841
S01
961
1021
1081
1141

GAATTCGCCG
TGGGAGAAGA
TGGGCCAGCA
GGCTGCAGGC
AGGAGCCTGT
GACACCARAGG
GGAGCCACCC
ATGCAGATGC
GTGCACGCCE
GGCACCACCA
GTGGGCGAAA
AGCCCCBCCA
GACAGGTTCT
ACCGAGACCC
GGACCCGCCG
CACAAGGCCA
ATGCAGAGGG
GAGGGCCACA
AAGGAGGGCC
GAG

CCAGCATGGG
TCAGGCTGAG
GEGAGCTGGA
AGATCCTGGG
ACAACACCGT
AGGCCCTGTT
CCCAGGACCT
TGAAGGAGAC
GCCCCATCGC
GCACCCTGCA
TCTACARGAG
GCATCCTGGA
ACAAGACCCT
TGCTGGTGCA
CCACCCTGGA
GGGTGCTGGC
GCAACTTCAG
CCGCCAGGAA
ACCAGATGAA

CGCCAGGGCC
GCCCGGCGGC
GAGGTTCGCC
CCAGCTGCAG
GGCCACCCTG
CAGCCCCGAG
GAACACCATG
CATCALRCGAG
CCCCGGCCAG
GGAGCAGATC
GTGGATCATC
TATCAGGCAG
GCGCGCCGAG
GAACGCCAAC
GGAGATGATG
CGAGGCCATG
GAACCAGAGG
CTGCCGCGCC
GGACTGCACC

SEQ ID3: TDwtgag (coding region):

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081

Alignment TDwtgag:

ATGGGTGCGA
TTAAGGCCAG
CTAGAACGAT
CTGGGACAGC
ACAGTAGCAA
TTATTCAGCC
GATTTAAACA
GAGACCATCA
ATTGCACCAG
CTTCAGGAAC
AAAAGATGGA
CTGGACATAA
ACTCTAAGAG
GTCCAAAATG
CTAGAAGARAA
TTGGCTGAAG
TTTAGGAACC
AGRAATTGCA
ATGAAAGATT

GAGCGTCAGT
GGGGAAAGAA
TCGCAGTTAA
TACAACCATC
CCCTCTATTG
CAGAAGTAAT
CCATGCTAAA
ATGAGGAAGC
GCCAGATGAG
AADTAGGATG
TAATCCTGGG
GACAAGGACC
CCGAGCAAGC
CGAACCCAGA
TGATGACAGC
CAATGAGCCA
AAAGAAAGAT
GGGCCCCTAG
GTACTGAGAG

TDsyngag

ATTAAGCGGG
AAAATATAAA
TCCTGGCCTG
CCTTCAGACA
TGTGCATCAA
ACCCATGTTT
CACAGTGGGG
TGCAGAATGG
AGAACCAAGG
GATGACAAAT
ATTAAATAAA
AAAAGAACCT
TTCACAGGAG
TTGTAAGACT
ATGTCAGGGA
AGTALCARAT
GGTTAAGTGT
GAAAAAGGGC
ACAGGCTAAT

'AGCGTGCTGA

AAGAAGAAGT
GTGAACCCCG
CCCAGCCTGC
TACTGCGTGC
GTGATCCCCA
CTGAACACCG
GAGGCCGCCG

ATGAGGGAGC:

GGCTGGATGA
CTGGGCCTGA
GGCCCCAAAG
CAGGCCAGCC
CCCGACTGCA
ACCGCCTGCC
AGCCAGGTGA
AAGATGGTGA
CCCAGGAAGA
GAGAGGCAGG

GGAGAATTAG
TTAAAACATA
TTAGAAACAT
GGATCAGAAG
AGGATAGAGA
TCAGCATTAT
GGACATCAAG
GATAGAGTAC
GGAAGTGACA
AATCCACCTA

ATAGTAAGAA .

TTTAGAGACT
GTAAAAAATT
ATTTTAARAG
GTAGGAGGAC
ACAGCTACCA
TTCAATTGTG
TGTTGGAAAT
TAA

(coding region)

GCEGCGGCGA
ATAAGCTGAA
GCCTGCTGGA
AGACCGGCAG
ACCAGAGGAT
TGTTCAGCGC
TGGGCGGCCA
AGTGGGACAG
CCCGCGGCAG
CCAACAACCC
ACAAGATCGT
AGCCCTTCAG
AGGAGGTGAA
AGACCATCCT
AGGGCGTGGE
CCAACACCGC
AGTGCTTCAA
AGGGCTGCTG
CCARCTRATA

ATCGATGGGA
TAGTATGGGC
CAGBAGGCTG
AACTTAGATC
TAABAGACAC
CAGAAGGAGC
CAGCCATGCA

ATCCAGTGCA

TAGCAGGAAC
TCCCAGTAGG
TGTATAGCCC
ATGTAGACCG
GGATGACAGA
CATTGGGACC
CCGGCCATAA
TAATGATGCA
GCRAAGAAGG
GTGGARAGGA

Tbwtgag:TDsyngag identity= 72.78%(821/1128) gap=0.00%(0/1128)

[

ATGGGTGCGAGAGCGTCAGTATTAAGCGGGGGAGAATTAGATCG_TGGGAAAAAAT;C

I

ATGGGCGCCAGGGCCAGCGTGCTGAGCGGCGGCGAGCTGGACAGGTGGGAGAAGATCAL

FITEE LT

I ]

I

VITE

|

GCTGGACAGG
GCACATCGTG
GACCAGCGAG
CGAGGAGCTG
CGAGATCAAG
CCTGAGCGAG
CCAGGCCGCC
GGTGCACCCC
CGACATCGCC
CCCCATCCCC
GAGGATGTAC
GGACTACGTG
GRACTGGATG
GAAGGCCCTG
CGGCCCCGGC
CACCATCATG
CTGCGGCAAG
GAAGTGCGGC
GTCCGGACTC

AADAATTCGG
AAGCAGGGAG
TAGACAAATA
ATTATATAAT
CAAGGAAGCT
CACCCCACAA
AATGTTAAAA
TGCAGGGCCT
TACTAGTACC
AGAAATTTAT
TACCAGCATT
GTTCTATAAA
AACCTTGTTG
AGCGGCTACA
GGCRAGAGTT
GAGAGGCAAT
GCACACAGCC
AGGACACCAA

TCGG
I
el
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61 CTGAGGCCCGGCGGCAAGAAGAAGTATAAGCTGAAGCACATCGTGTGGGCCAGCAGGGAG

121 CTAGAACGATTCGCAGTTAATCCTGGCCTGTTAGAAACATCAGAAGGCTGTAGACAAATA

TR A A IR

121 CTGGAGAGGTTCGCCGTGAACCCCGGCCTGCTGGAGACCAGCGAGGGCTGCAGGCAGATC

181 CTGGGACAGCTACAACCATCCCTTCAGACAGGATCAGAAGAACTTAGATCATTATATAAT

TR AN I

i81 CTGGGCCAGCTGCAGCCCAGCCTGCAGACCGGCAGCGAGGAGCTGAGGAGCCTGTACAAC

ACAGTAGCAACCCTCTATTGTGTGCATCAAAGGATAGAGATAAAAGACACCAAGGAAGCT

VL ED e e REERRRRRIRNY

241 ACCGTGGCCACCCTGTACTGCGTGCACCAGAGGATCGAGATCAAGGACACCAAGGAGGCC

241

301 TTATTCAGCCCAGAAGTAATACCCATGTTTTCAGCATTATCAGAAGGAGCCACCCCACAA

P i b I NERERRRRRSRARINA

301 CTGTTCAGCCCCGAGGTGATCCCCATGTTCAGCGCCCTGAGCGAGGGAGCCACCCCCCAG

GATTTAAACACCATGCTAAACACAGTGGGGGGACATCAAGCAGCCATGCAAATGTTAAAA

TR A COLLEEEE TE T

361 GACCTGAACACCATGCTGAACACCGTGGGCGGCCACCAGGCCGCCATGCAGATGCTGAAG

361

GAGACCATCAATGAGGAAGCTGCAGAATGGGATAGAGTACATCCAGTGCATGCAGGGCCT

CTTTTO D Ty o b v et 4 A SRS

GAGACCATCAACGAGGAGGCCGCCGAGTGGGACAGGGTGCACCCCGTGCACGCCGGCCCC

421

421

481 ATTGCACCAGGCCAGATGAGAGAACCAAGGGGAAGTGACATAGCAGGAACTACTAGTACC

TR I R IR SNy I

481 ATCGCCCCCGGCCAGATGAGGGAGCCCCGCGGCAGCGACATCGCCGGCACCACCAGCACC

CTTéAGGAACAAATAGGATGGATGACAAATAATCCACCTATCCCAGTAGGAGAAATTTAT

TR TR A A e RREREAA

541 CTGCAGGAGCAGATCGGCTGGATGACCAACAACCCCCCCATCCCCGTGGGCGAAATCTAC

541

601 AAAAGATGGATAATCCTGGGATTAAATAAAATAGTAAGAATGTATAGCCCTACCAGCATT

TR R R Ay PEVEE T

601 AAGAGGTGGATCATCCTGGGCCTGAACAAGATCGTGAGGATGTACAGCCCCACCAGCATC

661 CTGGACATAAGACAAGGACCAAAAGAACCTTTTAGAGACTATGTAGACCGGTTCTATAAA

NIRRT IR Ry P T

661 CTGGATATCAGGCAGGGCCCCAAAGAGCCCTTCAGGGACTACGTGGACAGGTTCTACAAG

121 ACTCTARGAGCCGAGCAAGCTTCACAGGAGGTAARAAATTGGATGACAGAARCCTTCTIC
RN A s

IR

721 ACCCTGCGCGCCGAGCAGGCCAGCCAGGAGGTGAAGAACTGGATGACCGAGACCCTGCTG

781 GTCCAAAATGCGAACCCAGATTGTAAGACTATTTTAAAAGCATTGGGACCAGCGGCTACA

TR R L Ay, SIS

781 GTGCAGAACGCCAACCCCGACTGCAAGACCATCCTGAAGGCCCTGGGACCCGCCGCCACC

841 CTAGAAGAAATGATGACAGCATGTCAGGGAGTAGGAGGACCCGGCCATAAGGCAAGAGTT

TR A Ras PP T

841 CTGGAGGAGATGATGACCGCCTGCCAGGGCGTGGGCGGCCCCGGCCACAAGGCCAGGGTG

901 TTGGCTGAAGCAATGAGCCAAGTAACAAATACAGCTACCATAATGATGCAGAGAGGCAAT

MRy PREEEEEEEEL T

S01 CTGGCCGAGGCCATGAGCCAGGTGACCAACACCGCCACCATCATGATGCAGAGGGGCAAC

TAGGAACCAAAGABAGATG
P
AG

S
GRACCAGAGGRAGAT

0
N
[

e

0 —Q

GCACACAGCC
P
CRCACCRCK

C

W— O

TT
[
T GCTA

~
.

e
(43}
[ )
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8/9

1021 AGAAATTGCAGGGCCCCTAGGAARAAAGGGCTGTTGGAAATGTGGAAAGGAAGGACACCAA

R R N AN A ey e Y

1021 AGGAACTGCCGCGCCCCCAGGAAGAAGGGCTGCTGGRAGTGCGGCARAGGAGGGCCACCAG

1081 ATGAAAGATTGTACTGAGAGACAGGCTAATTAA

LUEEE T L P HEEE F e i

1081 ATGAAGGACTGCACCGAGAGGCAGGCCAACTAA
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Abbildung 7

SEQ-ID 16: TDsyngag delta 2:

61

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841

SEQ-ID

61

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841

ATGGGCGCCA
CTGAGGCCCG
CTGGAGAGGT
CTGGGCCAGC
ACCGTGGCCA

Calol LA

GACCTGAACA
GAGACCATCA
ATCGCCCCCG
GTGAAGAACT
ATCCTGAAGG
GTGGGCGGCC
ACCGCCACCA
TTCAACTGCG
TGCTGGAAGT

GGGCCAGCGT
GCGGCAAGAA
TCGCCGTGAA
TGCAGCCCAG
CCCTGTACTG
CCGAGGTGAT
CCATGCTGAA
ACGAGGAGGC
GCCAGATGAG
GGATGACCGA
CCCTGGGACC
CCGGCCACAA
TCATGATGCA
GCAAGGAGGG
GCGGCAAGGA

9/9

GCTGAGCGGC
GAAGTATAAG
CCCCGGCCTG
CCTGCAGACC
CGTGCACCAG
CCCCATGTTC
CACCGTGGGC
CGCCGAGTGG
GGAGTACAAG
GACCCTGCTG
CGCCGCCACC
GGCCAGGGTG
GAGGGGCAAC
CCACACCGCC
GGGCCACCAG

18: TDsyngag delta 2 delta p7:

ATGGGCGCCA
CTGAGGCCCG
CTGGAGAGGT
CTGGGCCAGC
ACCGTGGCCA
CTGTTCAGCC
GACCTGAACA
GAGACCATCA
ATCGCCCCCG
GTGAAGAACT
ATCCTGAAGG
GTGGGCGGCC

. ACCGCCACCA

TTCAACTGCG
TGCTGGAAGT

GGGCCAGCGT
GCGGCAAGAA
TCGCCCTGAA
TGCAGCCCAG
CCCTGTACTG
CCGAGGTGAT
CCATGCTGAA
ACGAGGAGGC
GCCAGATGAG
GGATGACCGA
CCCTGGGACC
CCGGCCACAA
TCATGATGCA
GCAAGGAGGG
GCGGCAAGGA

GCTGAGCGGC
GAAGTATAAG
CCCCGRCLTE
CCTGCAGACC
CGTGCACCAG
CCCCATGTTC
CACCGTGGGC
CGCCGAGTGG
GGAGTACAAG
GACCCTGCTG
CGCCECCACC
GGCCAGGGTG
GAGGGGCAAC
CCACACCGCC
GGGCCACCAG

GGCGAGCTGG
CTGAAGCACA
CTGGAGACCA
GGCAGCGAGG
AGGATCGAGA
AGCGCCCTGA
GGCCACCAGG
GACAGGGTGC
ACCCTGCGCG
GTGCAGAACG
CTGGAGGAGA
CTGGCCGAGG
TTCAGGAACC
AGGAACTGCC
ATGAAGGACT

GGCGAGCTGE
CTGAAGCACA
CTGGAGACCA
GGCAGCGAGG
AGGATCGAGA
AGCGCCCTGA
GGCCACCAGG
GACAGGGTGC
ACCCTGCGCG
GTGCAGBACG
CTGGAGGAGA
CTGGCCGAGG
TTCAGGAACC
AGGAACTGCC
ATGAAGGACT

PCT/EP2005/008427

ACAGGTGGGA
TCGTGTGGGC
GCGAGGGCTG
AGCTGAGGAG
TCAAGGACAC
GCGAGGGAGC
CCGCCATGCA
ACCCCGTGCA
CCGAGCAGGC
CCAACCCCGA
TGATGACCGC
CCATGAGCCA
AGAGGAAGAT
GCGCCCCCAG
GCACCGAGAG

ACAGGTGGGA
TCGTGTGGGC
GCGAGGGCTG
AGCTGAGGAG
TCAAGGACAC
GCGAGGGAGC
CCGCCATGCA
ACCCCGTGCA
CCGAGCAGGC
CCAACCCCGA
TGATGACCGC
CCATGAGCCA
AGAGGAAGAT
GCGCCCCCAG
GCACCGAGAG

GAAGATCAGG
CAGCAGGGAG
CAGGCAGATC

"CCTGTACAAC

CAAGGAGGCC
CACCCCCCAG
GATGCTGAAG
CGCCGGCCCC
CAGCCAGGAG
CTGCAAGACC
CTGCCAGGGC
GGTGACCAAC
GGTGAAGTGC
GAAGAAGGGC
GCAGGCCAAC

GAAGATCAGG
CAGCAGGGAG
CAGGCAGATC
CCTGTACAAC
CAAGGAGGCC
CACCCCCCAG
GATGCTGAAG
CGCEGGCLCCC
CAGCCAGGAG
CTGCAAGACC
CTGCCAGGGC
GGTGACCAAC
GGTGAAGTGC
GAAGAAGGGC
GCAGGCCAAC



WO 2006/013103 PCT/EP2005/008427

SEQUENZPROTOKOLL
<110> Geneart GmbH
<120> Induzierbare Genexpression
<130> 33253PDE_GE

<140>
<141>

<160> 19
<170> ‘PatentIn Vef. 2.1

<210> 1

<211> 1143

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen
Sequenz:vollsynthetisches Gen

<220>
<221> CDS
<222> (16)..(1125)

<220>
<223> TDsyngag

<400> 1
gaattcgceg ccage atg ggc gcc agg gecc age gtg ctg agc ggc ggc gag 51
Met Gly Ala Arg Ala Ser Val Leu Ser Gly Gly Glu
1 5 10

ctg gac agg tgg gag aag atc agg ctg agg ccc ggc ggc aag aag aag 99
Leu Asp Arg Trp Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro Gly Gly Lys Lys Lys
15 20 25

tat aag ctg aag cac atc gtg tgg gcc agc agg gag ctg gag agg ttc 147
Tyr Lys Leu Lys His Ile Val Trp Ala Ser Arg Glu Leu Glu Arg Phe
30 35 40

gce gtg aac ccec gge ctg ctg gag acc agc gag ggc tgc agg cag atc 195
Ala Val Asn Pro Gly Leu Leu Glu Thr Ser Glu Gly Cys Arg Gln Ile
45 . 50 55 60
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ctg ggc cag ctg cag ccc agc’ctg cag acc ggc agc gag gag ctg agg 243
Leu Gly Gln Leu Gln Pro Ser Leu Gln Thr Gly Ser Glu Glu,. Leu Arg
65 70 75

agc ctg tac aac acc gtg gcc acc ctg tac tgc gtg cac cag agg atc 291
Ser Leu Tyr Asn Thr Val Ala Thr Leu Tyr Cys Val His Gln Arg Ile
80 85 90

gag atc aag gac acc aag gag gcc ctg ttc agec ccc gag gtg atc cce 339
Glu Ile Lys Asp Thr Lys Glu Ala Leu Phe Ser Pro Glu Val Ile Pro
95 100 105

atg ttc agc gcc ctg agc gag gga gcc acc ccc cag gac ctg aac acce 387
Met Phe Ser Ala Leu Ser Glu Gly Ala Thr Pro Gln Asp Leu Asn Thr
110 115 120

atg ctg aac acc gtg ggc ggc cac cag gcc gecc atg cag atg ctg aag 435
Met Leu Asn Thr Val Gly Gly His Gln Ala Ala Met Gln Met Leu Lys
125 130 135 140

gag acc atc aac gag gag gcc gcc gag tgg gac agg gtg cac ccc gtg 483
Glu Thr Ile Asn Glu Glu Ala Ala Glu Trp Asp Arg Val His Pro Val
145 150 155

cac gcc ggc ccc atc gcec ccc gge cag atg agg gag cCc cgc ggc agc 531
His Ala Gly Pro Ile Ala Pro Gly Gln Met Arg Glu Pro Arg Gly Ser
160 165 170

gac atc gcc ggc acc acc agc acc ctg cag gag cag atc ggc tgg atg 579
Asp Ile Ala Gly Thr Thr Ser Thr Leu Gln Glu Gln Ile Gly Trp Met
175 180 185

acc aac aac ccc ccc atc ccc gtg ggec gaa atc tac aag agg tgg atc 627
Thr Asn Asn Pro Pro Ile Pro Val Gly Glu Ile Tyr Lys Arg Trp Ile
190 195 200

atc ctg ggc ctg aac aag atc gtg agg atg tac agc ccc acc age atc 675
Ile Leu Gly Leu Asn Lys Ile Val Arg Met Tyr Ser Pro Thr Ser Ile
205 210 215 220

ctg gat atc agg cag ggc ccc aaa gag ccc ttc agg gac tac gtg gac 723
Leu Asp Ile Arg Gln Gly Pro Lys Glu Pro Phe Arg Asp Tyr Val Asp
225 230 235

agg ttc tac aag acc ctg cgc gcc gag cag gcc agc cag gag gtg aag 771
Arg Phe Tyr Lys Thr Leu Arg Ala Glu Gln Ala Ser Gln Glu Val Lys
240 245 250
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aac tgg atg acc gag acc ctg ctg gtg cag aac gcc aac ccc gac tge 819
Asn Trp Met Thr Glu Thr Leu Leu Val Gln Asn Ala Asn Pro Asp Cys
255 260 265

aag acc atc ctg aag gcc ctg gga ccc gcc gcc acc ctg gag gag atg 867
Lys Thr Ile Leu Lys Ala Leu Gly Pro Ala Ala Thr Leu Glu Glu Met
270 275 280

atg acc gcc tgc cag ggc gtg ggc ggc ccc ggc cac aag géc agg gtg 915
Met Thr Ala Cys Gln Gly Val Gly Gly Pro Gly His Lys Ala Arg Val
285 290 295 300

ctg gcc gag gcc atg age cag gtg acc aac acc gcc acc atc atg atg 963
Leu Ala Glu Ala Met Ser Gln Val Thr Asn Thr Ala Thr Ile Met Met
305 310 315

cag agg ggc aac ttc agg aac cag agg aag atg gtg aag tgc tte aac 1011
Gln Arg Gly Asn Phe Arg Asn Gln Arg Lys Met Val Lys Cys Phe Asn
320 325 330

tgc ggc aag gag ggc cac acc gcc agg aac tgc cgc gcc ccc agg aag 1059
Cys Gly Lys Glu Gly His Thr Ala Arg Asn Cys Arg Ala Pro Arg Lys
335 340 345

aag ggc tgc tgg aag tgc ggc aag gag ggc cac cag atg aag gac tgc 1107
Lys Gly Cys Trp Lys Cys Gly Lys Glu Gly His Gln Met Lys Asp Cys

350 355 360
acc gag agg cag gcc aac taatagtccg gactcgag 1143
Thr Glu Arg Gln Ala Asn
365 370
<210> 2
<211> 370
<212> PRT

<213> Kunstliche Sequenz
<223> TDsyngag

<400> 2
Met Gly Ala Arg Ala Ser Val Leu Ser Gly Gly Glu Leu Asp Arg Trp
1 5 10 15

Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro Gly Gly Lys Lys Lys Tyr Lys Leu Lys
20 25 30

His Ile Val Trp Ala Ser Arg Glu Leu Glu Arg Phe Ala Val Asn Pro
35 40 45
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Gly Leu Leu Glu Thr Ser Glu Gly Cys Arg Gln Ile Leu Gly Gln Leu
50 55 60

Gln Pro Ser Leu Gln Thr Gly Ser Glu Glu Leu Arg Ser Leu Tyr Asn
65 70 75 80

Thr Val Ala Thr Leu Tyr Cys Val His Gln Arg Ile Glu Ile Lys Asp
85 : 90 95

Thr Lys Glu Ala Leu Phe Ser Pro Glu Val Ile Pro Met Phe Ser Ala
100 105 110

Leu Ser Glu Gly Ala Thr Pro Gln Asp Leu Asn Thr Met Leu Asn Thr
115 : 120 125

Val Gly Gly His Gln Ala Ala Met Gln Met Leu Lys Glu Thr Ile Asn
130 135 140

Glu Glu Ala Ala Glu Trp Asp Arg Val His Pro Val His Ala Gly Pro
145 150 155 160

Ile Ala Pro Gly Gln Met Arg Glu Pro Arg Gly Ser Asp Ile Ala Gly
165 170 175

Thr Thr Ser Thr Leu Gln Glu Gln Ile Gly Trp Met Thr Asn Asn Pro
180 185 190

Pro Ile Pro Val Gly Glu Ile Tyr Lys Arg Trp Ile Ile Leu Gly Leu
195 200 205

Asn Lys Ile Val Arg Met Tyr Ser Pro Thr Ser Ile Leu Asp Ile Arg
210 215 220

Gln Gly Pro Lys Glu Pro Phe Arg Asp Tyr Val Asp Arg Phe Tyr Lys
225 230 235 240

Thr Leu Arg Ala Glu Gln Ala Ser Gln Glu Val Lys Asn Trp Met Thr
245 250 255

Glu Thr Leu Leu Val Gln Asn Ala Asn Pro Asp Cys Lys Thr Ile Leu
260 265 270

Lys Ala Leu Gly Pro Ala Ala Thr Leu Glu Glu Met Met Thr Ala Cys
275 280 285

Gln Gly Val Gly Gly Pro Gly His Lys Ala Arg Val Leu Ala Glu Ala
290 295 300
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Met Ser Gln Val Thr Asn Thr Ala Thr Ile Met Met Gln Arg Gly Asn
305 310 315 320

Phe Arg Asn Gln Arg Lys Met Val Lys Cys Phe Asn Cys Gly Lys Glu
325 330 335

Gly His Thr Ala Arg Asn Cys Arg Ala Pro Arg Lys Lys Gly Cys Trp
340 345 350

Lys Cys Gly Lys Glu Gly His Gln Met Lys Asp Cys Thr Glu Arg Gln
355 360 365

Ala Asn
370

<210> 3

<211> 1113

<212> DNA

<213> Kilinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen
Sequenz:vollsynthetisches Gen

<220>
<223> TDwtgag

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1113)

<400> 3
atg ggt gcg aga gcg tca gta tta agc ggg gga gaa tta gat cga tgg 48
Met Gly Ala Arg Ala Ser Val Leu Ser Gly Gly Glu Leu Asp Arg Trp

1 5 ' 10 15

gaa aaa att cgg tta agg cca ggg gga aag aaa aaa tat aaa tta aaa 96
Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro Gly Gly Lys Lys Lys Tyr Lys Leu Lys
20 25 30

cat ata gta tgg gca agc agg gag cta gaa cga ttc gca gtt aat cct 144
His Ile Val Trp Ala Ser Arg Glu Leu Glu Arg Phe Ala Val Asn Pro
35 40 45

ggc ctg tta gaa aca tca gaa ggc tgt aga caa ata ctg gga cag cta 192
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Gly Leu Leu Glu Thr Ser Glu Gly Cys Arg Gln Ile Leu Gly Gln Leu
50 55 60

caa cca tcc ctt cag aca gga tca‘gaa gaa ctt aga tca tta tat aat 240
Gln Pro Ser Leu Gln Thr Gly Ser Glu Glu Leu Arg Ser Leu Tyr Asn
65 70 75 80

aca gta gca acc ctc tat tgt gtg cat caa agg ata gag ata aaa gac 288
Thr Val Ala Thr Leu Tyr Cys Val His Gln Arg Ile Glu Ile Lys Asp
85 90 95

acc aag gaa gct tta ttc agc cca gaa gta ata ccc atg ttt tca gca 336
Thr Lys Glu Ala Leu Phe Ser Pro Glu Val Ile Pro Met Phe Ser Ala
100 105 110

tta tca gaa gga gcc acc cca caa gat tta aac acc atg cta aac aca 384
Leu Ser Glu Gly Ala Thr Pro Gln Asp Leu Asn Thr Met Leu Asn Thr
115 120 125

gtg ggg gga cat caa gca gcc atg caa atg tta aaa gag acc atc aat 432
Val Gly Gly His Gln Ala Ala Met Gln Met Leu Lys Glu Thr Ile Asn
130 . 135 140

gag gaa dgct gca gaa tgg gat aga gta cat cca gtg cat gca ggg cct 480
Glu Glu Ala Ala Glu Trp Asp Arg Val His Pro Val His Ala Gly Pro
145 150 155 160

att gca cca ggc cag atg aga gaa cca agg gga agt gac ata gca gga 528
Ile Ala Pro Gly Gln Met Arg Glu Pro Arg Gly Ser Asp Ile Ala Gly
165 170 175

act act agt acc ctt cag gaa caa ata gga tgg atg aca aat aat cca 576
Thr Thr Sexr Thr Leu Gln Glu Gln Ile Gly Trp Met Thr Asn Asn Pro
180 185 190

cct atc cca gta gga gaa att tat aaa aga tgg ata atc ctg gga tta 624
Pro Ile Pro Val Gly Glu Ile Tyr Lys Arg Trp Ile Ile Leu Gly Leu
195 200 205

aat aaa ata gta aga atg tat agc cct acc agc att ctg gac ata aga 672
Asn Lys Ile Val Arg Met Tyr Ser Pro Thr Ser Ile Leu Asp Ile Arg
210 215 220

caa gga cca aaa gaa cct ttt aga gac tat gta gac cgg ttc tat aaa 720
Gln Gly Pro Lys Glu Pro Phe Arg Asp Tyr Val Asp Arg Phe Tyr Lys

225 230 235 240

act cta aga gcc gag caa gct tca cag gag gta aaa aat tgg atg aca 768
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Thr Leu Arg Ala Glu Gln Ala Ser Gln Glu Val Lys Asn Trp Met Thr
245 250 255

gaa acc ttg ttg gtc caa aat gcg aac cca gat tgt aag act att tta 816
Glu Thr Leu Leu Val Gln Asn Ala Asn Pro Asp Cys Lys Thr Ile Leu
260 265 270

aaa gca ttg gga cca gcg gct aca cta gaa gaa atg>atg aca gca tgt 864
Lys Ala Leu Gly Pro Ala Ala Thr Leu Glu Glu Met Met Thr Ala Cys
275 280 285

cag gga gta gga gga ccc ggc cat aag gca aga gtt ttg gct gaa gca 912
Gln Gly Val Gly Gly Pro Gly His Lys Ala Arg Val Leu Ala Glu Ala
290 295 300

étg agc caa gta aca aat aca gct acc ata atg atg cag aga ggc aat 960
Met Ser Gln Val Thr Asn Thr Ala Thr Ile Met Met Gln Arg Gly Asn
305 310 315 320

ttt agg aac caa aga aag atg gtt aag tgt ttc aat tgt ggc aaa gaa 1008
Phe Arg Asn Gln Arg Lys Met Val Lys Cys Phe Asn Cys Gly Lys Glu
325 330 335

ggg cac aca gcc aga aat tgc agg gcc cct agg aaa aag ggc tgt tgg 1056
Gly His Thr Ala Arg Asn Cys Arg Ala Pro Arg Lys Lys Gly Cys Trp
340 345 350

aaa tgt gga aag gaa gga cac caa atg aaa gat tgt act gag aga cag 1104
Lys Cys Gly Lys Glu Gly His Gln Met Lys Asp Cys Thr Glu Arg Gln
355 360 365

gct aat taa 1113
Ala Asn
370

<210> 4

<211> 370

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz
<223> TDwtgag

<400> 4
Met Gly Ala Arg Ala Ser Val Leu Ser Gly Gly Glu Leu Asp Arg Trp
1 5 10 15

Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro Gly Gly Lys Lys Lys Tyr Lys Leu Lys
20 25 30
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His Ile Val Trp Ala Ser Arg Glu Leu Glu Arg Phe Ala Val Asn Pro
35 40 45

Gly Leu Leu Glu Thr Ser Glu Gly Cys Arg Gln Ile Leu Gly Gln Leu
50 55 60

Gln Pro Ser Leu Gln Thr Gly Ser Glu Glu Leu Arg Ser Leu Tyr Asn
65 70 75 80

Thr Val Ala Thr Leu Tyr Cys Val His Gln Arg Ile Glu Ile Lys Asp
85 90 95

Thr Lys Glu Ala Leu Phe Ser Pro Glu Val Ile Pro Met Phe Ser Ala
100 105 110

Leu Ser Glu Gly Ala Thr Pro Gln Asp Leu Asn Thr Met Leu Asn Thr
115 120 125

Val Gly Gly His Gln Ala Ala Met Gln Met Leu Lys Glu Thr Ile Asn
130 135 140

Glu Glu Ala Ala Glu Trp Asp Arg Val His Pro Val His Ala Gly Pro
145 150 155 160

Ile Ala Pro Gly Gln Met Arg Glu Pro Arg Gly Ser Asp Ile Ala Gly
165 170 175

Thr Thr Ser Thr Leu Gln Glu Gln Ile Gly Trp Met Thr Asn Asn Pro
180 ' 185 190

Pro Ile Pro Val Gly Glu Ile Tyr Lys Arg Trp Ile Ile Leu Gly Leu
195 200 205

Asn Lys Ile Val Arg Met Tyr Ser Pro Thr Ser Ile Leu Asp Ile Arg
210 215 220

Gln Gly Pro Lys Glu Pro Phe Arg Asp Tyr Val Asp Arg Phe Tyr Lys
225 230 235 240

Thr Leu Arg Ala Glu Gln Ala Ser Gln Glu Val Lys Asn Trp Met Thr
245 . 250 255

Glu Thr Leu Leu Val Gln Asn Ala Asn Pro Asp Cys Lys Thr Ile Leu
260 265 270

Lys Ala Leu Gly Pro Ala Ala Thr Leu Glu Glu Met Met Thr Ala Cys
275 280 285
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Gln Gly Val Gly Gly Pro Gly His Lys Ala Arg Val Leu Ala Glu Ala
290 295 300

Met Ser Gln Val Thr Asn Thr Ala Thr Ile Met Met Gln Arg Gly Asn
305 310 315 . 320

Phe Arg Asn Gln Arg Lys Met Val Lys Cys Phe Asn Cys Gly Lys Glu
325 330 335

Gly His Thr Ala Arg Asn Cys Arg Ala Pro Arg Lys Lys Gly Cys Trp
’ 340 345 350

Lys Cys Gly Lys Glu Gly His Gln Met Lys Asp Cys Thr Glu Arg Gln
355 360 365

Ala Asn
370

<210> 5

<211> 18

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:Primer 57-3

<220>
<223> DEL1

<400> 5
taaagcttce ttggtgtce , 18

<210> 6

<211> 20

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiunstlichen Sequenz:Primer 57 -3

<220>
<223> Del2

<400> 6
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ttcagcccag aagtaatacc 20

<210> 7

<211> 27

<212> DNA

<213> Kiunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:Primer 5°-3

<220>
<223> Del3

<400> 7
tacaagaccc tgcgcgccga gcaggcce 27

<210> 8

<211> 27

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:Primer 5°-3

<220>
<223> Deld

<400> 8

ctcectcatc tggeccggggg cgatggg 27

<210> 9

<211> 27

<212> DNA

<213> Kiunstliche Sequenz

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:Primer 5°-3
<223> Del5

<400> 9
ttctctcatc tggcctggtg caatagg 27

10
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<223>

<400>

10

27

DNA

Kinstliche Sequenz

Beschreibung der kiunstlichen Sequenz:Primer 5°-3

Delb

10

tataaaactc taagagccga gcaagct 27

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<223>

<400>

11

44

DNA

Kinstliche Sequenz

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:Primer 57-3

Gag-stopl

11

ggaaggccag atcttccctc attaattage ctgtctctca gtac 44

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<223>

<400>

12

44

DNA

Kiunstliche Seguenz

Beschreibung der kinstlichen Sequenz:Primer 5°-3

Gag-stop2

12

gtactgagag acaggctaat taatgaggga agatctggcc ttcc 44

<210>
<211>
<212>

13
35
DNA

11
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<213> Kiunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:Primer 5°-3

<220>
<223> 1trl

<400> 13
attgtcgaca cgcgttggaa gggctaattc actcce 35

<210> 14

<211> 27

<212> DNA

<213> Kiunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:Primer 57 -3

<220>
<223> 1txr2

<400> 14
attgaattcc tctctectte tagecte 27

<210> 15

<211> 18

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz:Primer 5°-3

<220>
<223> 1tx3

<400> 15
gcttgeccat actatatg 18

<210> 16

<211> 900

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

12
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<223> Beschreibung der kiinstlichen
Sequenz:vollsynthetisches Gen

<220> .
<221> CDS
<222> (1)..(900)

<220>
<223> TDsyngag delta 2

<400> 16
atg ggc gcc agg gcc age gtg ctg agc ggc ggc gag ctg gac agg tgg 48
Met Gly Ala Arg Ala Ser Val Leu Ser Gly Gly Glu Leu Asp Arg Trp

1 5 10 15

gag aag atc agg ctg agg ccc ggc ggc aag aag aag tat aag ctg aag 96
Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro Gly Gly Lys Lys Lys Tyr Lys Leu Lys
20 25 30

cac atc gtg tgg gcc agc agg gag ctg gag agg ttc gcc gtg aac ccc 144
His Ile Val Trp Ala Ser Arg Glu Leu Glu Arg Phe Ala Val Asn Pro
35 40 45

gdc ctg ctg gag acc agc gag ggc tgc agg cag atc ctg ggc cag ctg 192
Gly Leu Leu Glu Thr Ser Glu Gly Cys Arg Gln Ile Leu Gly Gln Leu
50 ' 55 60

cag ccc agc ctg cag acc ggc agc gag gag ctg agg agc ctg tac aac 240
Gln Pro Ser Leu Gln Thr Gly Ser Glu Glu Leu Arg Ser Leu Tyr Asn
65 70 75 80

acc gtg gcc acc ctg tac tgc gtg cac cag agg atc gag atc aag gac 288
Thr Val Ala Thr Leu Tyr Cys Val His Gln Arg Ile Glu Ile Lys Asp
85 90 95

acc aag gag gcc ctg ttc agc ccc gag gtg atc ccc atg ttec age gce 336
Thr Lys Glu Ala Leu Phe Ser Pro Glu Val Ile Pro Met Phe Ser Ala
100 105 110 '

ctg agc gag gga gcc acc ccc cag gac ctg aac acc atg ctg aac acc 384
Leu Ser Glu Gly Ala Thr Pro Gln Asp Leu Asn Thr Met Leu Asn Thr
115 120 125

gtg ggc ggc cac cag gcc gcc atg cag atg ctg aag gag acc atc aac 432
Val Gly Gly His Gln Ala Ala Met Gln Met Leu Lys Glu Thr Ile Asn
130 135 140

gag gag gcc gcc gag tgg gac agg gtg cac ccc gtg cac gecc ggce ccc 480

13
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Glu Glu Ala Ala Glu Trp Asp Arg Val His Pro Val His Ala Gly Pro
145 150 155 160

atc gcc ccc gge cag atg agg gag tac aag acc ctg cgc gcc gag cag 528
Ile Ala Pro Gly Gln Met Arg Glu Tyr Lys Thr Leu Arg Ala Glu Gln
165 170 175

gcc agc cag gag -gtg aag aac tgg atg acc gag acc ctg ctg gtg cag 576
Ala Ser Gln Glu Val Lys Asn Trp Met Thr Glu Thr Leu Leu Val Gln
180 185 190

aac gcc aac ccc gac tgc aag acc atc ctg aag gcc ctg gga ccc gee 624
Asn Ala Asn Pro Asp Cys Lys Thr Ile Leu Lys Ala Leu Gly Pro Ala
195 200 205

gcc acc ctg gag gag atg atg acc gce tge cag ggc gtg ggc ggc ccc 672
Ala Thr Leu Glu Glu Met Met Thr Ala Cys Gln Gly Val Gly Gly Pro
210 ) 215 220

ggc cac aag gcc agg gtg ctg gce gag goc atg age cag gtg acc aac 720
Gly His Lys Ala Arg Val Leu Ala Glu Ala Met Ser Gln Val Thr Asn
225 230 235 240

acc gcc acc atc atg atg cag agg ggc aac ttc agg aac cag agg aag 768
Thr Ala Thr Ile Met Met Gln Arg Gly Asn Phe Arg Asn Gln Arg Lys
245 ' 250 255

atg gtg aag tgc ttc aac tgc ggc aag gag ggc cac acc gcc agg aac 816
Met Val Lys Cys Phe Asn Cys Gly Lys Glu Gly His Thr Ala Arg Asn
260 265 270

tgc cgc gcc ccc agg aag aag ggc tgc tgg aag tgc ggc aag gag ggc 864
Cys Arg Ala Pro Arg Lys Lys Gly Cys Trp Lys Cys Gly Lys Glu Gly

275 280 285
cac cag atg aag gac tgc acc gag agg cag gcc aac 900
His Gln Met Lys Asp Cys Thr Glu Arg Gln Ala Asn
290 295 300
<210> 17
<211> 300
<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz
<223> TDsyngag delta 2

<400> 17
Met Gly Ala Arg Ala Ser Val Leu Ser Gly Gly Glu Leu Asp Arg Trp
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Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro Gly Gly Lys Lys Lys Tyr Lys Leu Lys
20 25 30

His Ile Val Trp Ala Ser Arg Glu Leu Glu Arg Phe Ala Val Asn Pro
35 40 45

Gly Leu Leu Glu Thr Ser Glu Gly Cys Arg Gln Ile Leu Gly Gln Leu
50 55 60

Gln Pro Ser Leu Gln Thr Gly Ser Glu Glu Leu Arg Ser Leu Tyr Asn
65 70 75 80

Thr Val Ala Thr Leu Tyr Cys Val His Gln Arg Ile Glu Ile Lys Asp‘
85 90 95

Thr Lys Glu Ala Leu Phe Ser Pro Glu Val Ile Pro Met Phe Ser Ala
100 105 ' 110

Leu Ser Glu Gly Ala Thr Pro Gln Asp Leu Asn Thr Met Leu Asn Thr
115 120 125

Val Gly Gly His Gln Ala Ala Met Gln Met Leu Lys Glu Thr Ile Asn
130 135 140

Glu Glu Ala Ala Glu Trp Asp Arg Val His Pro Val His Ala Gly Pro
145 150 155 160

Ile Ala Pro Gly Gln Met Arg Glu Tyr Lys Thr Leu Arg Ala Glu Gln
165 170 175

Ala Ser Gln Glu Val Lys Asn Trp Met Thr Glu Thr Leu Leu Val Gln
180 185 130

Asn Ala Asn Pro Asp Cys Lys Thr Ile Leu Lys Ala Leu Gly Pro Ala
195 200 205

Dla Thr Leu Glu Glu Met Met Thr Ala Cys Gln Gly Val Gly Gly Pro
210 215 220

Gly His Lys Ala Arg Val Leu Ala Glu Ala Met Ser Gln Val Thr Asn
225 230 235 240

Thr Ala Thr Ile Met Met Gln Arg Gly Asn Phe Arg Asn Gln Arg Lys
245 250 255

Met Val Lys Cys Phe Asn Cys Gly Lys Glu Gly His Thr Ala Arg Asn
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260 265 270

Cys Arg Ala Pro Arg Lys Lys Gly Cys Trp Lys Cys Gly Lys Glu Gly
275 280 285

His Gln Met Lys Asp Cys Thr Glu Arg Gln Ala Asn
290 295 300

<210> 18

<211> 900

<212> DNA :

<213> Kiunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen
Sequenz:vollsynthetisches Gen

<220>
<221> CDS
222> (1)..(900)

<220>
<223> TDsyngag delta 2 delta p7

<400> 18
atg ggc gcc agg gcc agc gtg ctg agc ggc ggc gag ctg gac agg tgg 48
Met Gly Ala Arg Ala Ser Val Leu Ser Gly Gly Glu Leu Asp Arg Trp

1 5 10 15

gag aag atc agg ctg agg ccc ggc ggc aag aag aag tat aag ctg aag 96
Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro Gly Gly Lys Lys Lys Tyr Lys Leu Lys
20 25 30

cac atc gtg tgg gcc agc agg gag ctg gag agg ttc gcc gtg aac ccc 144
His Ile Val Trp Ala Ser Arg Glu Leu Glu Arg Phe Ala Val Asn Pro
35 40 . 45

ggc ctg ctg gag acc agc gag ggc tgc agg cag atc ctg ggc cag ctg 192

Gly Leu Leu Glu Thr Ser Glu Gly Cys Arg Gln Ile Leu Gly Gln Leu
© 50 55 60

cag ccc agc ctg cag acc ggc agc gag gag ctg agg agc ctg tac aac 240
Gln Pro Ser Leu Gln Thr Gly Ser Glu Glu Leu Arg Ser Leu Tyr Asn

65 70 75 80

acc gtg gcc acc ctg tac tgc gtg cac cag agg atc gag atc aag gac 288
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Thr Val Ala Thr Leu Tyr Cys Val His Gln Arg Ile Glu Ile Lys Asp
85 90 95

acc aag gag gcc ctg ttc agc ccc gag gtg atc ccc atg ttc age gcc 336
Thr Lys Glu Ala Leu Phe Ser Pro Glu Val Ile Pro Met Phe Ser Ala
100 105 110

ctg agc gag gga gcc acc ccc cag gac ctg aac acc atg ctg aac acc 384
Leu Ser Glu Gly Ala Thr Pro Gln Asp Leu Asn Thr Met Leu Asn Thr
115 ' 120 125

gtg ggc ggc cac cag gcc gcc atg cag atg ctg aag gag acc atc aac 432
Val Gly Gly His Gln Ala Ala Met Gln Met Leu Lys Glu Thr Ile Asn
130 135 140

gag gag gcc gcc gag tgg gac agg gtg cac ccc gtg cac gcc ggc ccc 480
Glu Glu Ala Ala Glu Trp Asp Arg Val His Pro Val His Ala Gly Pro
145 150 155 160

atc gcec ccc ggc cag atg agg gag tac aag acc ctg cgc gcc gag cag 528
Ile Ala Pro Gly Gln Met Arg Glu Tyr Lys Thr Leu Arg Ala Glu Gln
165 170 175

gcc agc cag gag gtg aag aac tgg atg acc gag acc ctg ctg gtg cag 576
Ala Ser Gln Glu Val Lys Asn Trp Met Thr Glu Thr Leu Leu Val Gln
180 . 185 190

aac gcc aac ccc gac tgc aag acc atc ctg aag gcc ctg gga ccc gcec 624
Asn Ala Asn Pro Asp Cys Lys Thr Ile Leu Lys Ala Leu Gly Pro Ala
185 200 205

gcc acc ctg gag gag atg atg acc gcc tgc cag dggc gtg ggc ggc ccc 672
Ala Thr Leu Glu Glu Met Met Thr Ala Cys Gln Gly Val Gly Gly Pro
210 215 220

ggc cac aag gcc agg gtg ctg gcc gag gcc atg agc cag gtg acc aac 720
Gly His Lys Ala Arg Val Leu Ala Glu Ala Met Ser Gln Val Thr Asn
225 230 235 240

acc gecc acc atc atg atg cag agg ggc aac ttc agg aac cag agg aag 768

Thr Ala Thr Ile Met Met Gln Arg Gly Asn Phe Arg Asn Gln Arg Lys
245 250 255

atg gtg aag tgc ttc aac tgc ggc aag gag ggc cac acc gcc agg aac 816

Met Val Lys Cys Phe Asn Cys Gly Lys Glu Gly His Thr Ala Arg Asn
260 265 270

tgc cgc gcc ccc agg aag aag ggc tge tgg aag tgc ggc aag gag ggc 864
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Cys Arg Ala Pro Arg Lys Lys Gly Cys Trp Lys Cys Gly Lys Glu Gly

275 280 285
cac cag atg aag gac tgc acc gag agg cag gcc aac 900
His Gln Met Lys Asp Cys Thr Glu Arg Gln Ala Asn
290 295 300
<210> 19
<211> 300
<212> PRT

<213> Kinstliche Sequen:z
<223> TDsyngag delta 2 delta p7

<400> 195
Met Gly Ala Arg Ala Ser Val Leu Ser Gly Gly Glu Leu Asp Arg Trp
1 5 10 15

Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro Gly Gly Lys Lys Lys Tyr Lys Leu Lys
20 25 30

His Ile Val Trp Ala Ser Arg Glu Leu Glu Arg Phe Ala Val Asn Pro
35 40 45

Gly Leu Leu Glu Thr Ser Glu Gly Cys Arg Gln Ile Leu Gly Gln Leu
50 55 60

Gln Pro Ser Leu Gln Thr Gly Ser Glu Glu Leu Arg Ser Leu Tyr Asn
65 70 75 ' 80

Thr Val Ala Thr Leu Tyr Cys Val His Gln Arg Ile Glu Ile Lys Asp
85 90 95

Thr Lys Glu Ala Leu Phe Ser Pro Glu Val Ile Pro Met Phe Ser Ala
100 105 110

Leu Ser Glu Gly Ala Thr Pro Gln Asp Leu Asn Thr Met Leu Asn Thr
115 120 125

Val Gly Gly His Gln Ala Ala Met Gln Met Leu Lys Glu Thr Ile Asn
130 135 140

Glu Glu Ala Ala Glu Trp Asp Arg Val His Pro Val His Ala Gly Pro
145 150 155 160

Ile Ala Pro Gly Gln Met Arg Glu Tyr Lys Thr Leu Arg Ala Glu Gln
165 170 175
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Ala Ser Gln Glu Val Lys Asn Trp Met Thr Glu Thr Leu Leu Val Gln
180 185 190

Asn Ala Asn Pro Asp Cys. Lys Thr Ile Leu Lys Ala Leu Gly Pro Ala
195 200 205

Ala Thr Leu Glu Glu Met Met Thr Ala Cys Gln Gly Val Gly Gly Pro
210 215 220

Gly His Lys Ala Arg Val Leu Ala Glu Ala Met Ser Gln Val Thr Asn
225 230 235 240

Thr Ala Thr Ile Met Met Gln Arg Gly Asn Phe Arg Asn Gln Arg Lys
245 250 255

Met Val Lys Cys Phe Asn Cys Gly Lys Glu Gly His Thr Ala Arg Asn
260 265 270

Cys Arg Ala Pro Arg Lys Lys Gly Cys Trp Lys Cys Gly Lys Glu Gly
275 280 285

His Gln Met Lys Asp Cys Thr Glu Arg Gln Ala Asn
290 295 300
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