The ‘present invention concerns nucl eoti de codi ng sequences for a urease,
such as expressed naturally in Canpybol acter pylori and its biol ogi cal
applications, notably for the detgpcg Bgresa®iC. pylori in humans or in 5

tthe environment. C. pylori is a G amnegative bacterium heretofore found
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st omach, Dasetiptler e particularly around the | esions-and craters of gastric
and duodenal 10 ul cers. 25% of the population are C pylori carriers: 8%
present an Wimveetion dspquf phietsdes sdouenges fdarnueipgiiflesnendant powreyng Lusags dgie suPRriméRi 8%

are asyn‘ﬁ%‘Uﬁ'ﬁF‘P’(’,‘ %%Eﬂﬂ&i@?ﬁﬁ!&ﬂlﬂlmﬁ s@ iP?l"‘G’i'q"s P'Q'Gﬂ'%éd’%ﬁ‘d‘eﬁfep:?t&’r'? Hégption de
hereto‘fo%ﬁﬁéé@"\"ﬁé’” fﬂsl' ropert e e bacterl a
produce

epi thel i §?| rP ues au %ﬂ o | %ﬁ ur ron F as I n
vitro by ig ul reuseq ntg S| §l %ﬁ re| ‘%{el ot asymp l{ ﬁyﬁ ori
produge ang'.oﬂel se& o ié LC Tvity
Ieadlng t Qe : eni ng of t he

nat ur al barﬂiléseédh%ﬂttﬁg%rﬂﬂeﬂt fix Séhaibe bﬁthgglléQE@la rﬁm%ueuse gastmweéé% propltnéﬁ?se
det ecti og}adafsa,ﬁ:mp,}{,lo%,l une trs @hgéahésyoga envi ronnent, and the
study of i tL_Ss 25 gl%&hé‘empéi\diﬁérent uhd eriz?m& Qﬁﬁnﬁﬁ{ @G d&ﬁfﬁ&ffbﬁbbﬁc@e ﬁ:é}fdu@éhi V£
gast riski égradation diMiGdus et dodcSa ufiCdflblisSeieftdde Y bakithd hatutbllel RStédeant Obl Inludiduse)
this orggaugoe. 10 Its growmth is very slow (6 to 7 days on bl ood-
gel osed nediwéjectvn cHeNClpylorit i ksitu, pdheL Ehommenat cdamsa Pendiphidriont a¥tiitd de13sn pbuvelr
oxygen i pathdg@neai ellelest oapsitidyée commich@seseble Itieé gastitesastives fcheke thomivie nrgset Helntent
\ bact er i utnulelais aledifiitutiés derculbund dercet ¢rganisslent i fy t he genes in C
— 20 Sa croissance est trés lente (6 & 7 jours sur miliou gélosé au sang), et doit s'effectuer dans des
conditions de microaérophilie, I'oxyg&ne de I'air étant toxique.
La recherche de moyens de détection de cette bactérie a conduit les inventeurs 2 identifier les g&nes
responsables chez C.pylori de la production d'uréase.
La détermination de la séquence de nucléotides d'un fragment intragénique a permis de disposer d'un
25 outil utilisable comme sonde de détection pour l'identification spécifique des C.pylori.
L'invention a donc pour but de foumir de nouvelles séquences de nucléotides capables de coder pour
des protéines 2 activité uréasique telles qu'exprimées chez C.pylori.
Elle a également pour but de fournir des fragments de cette séquence utilisables comme sondes de

\/ détection de C.pylori.
30 Linvention vise, en outre, a fournir une protéine 3 activité uréaslque telle qu'exprimée chez C.pylori, de

pureté élevée, et des fragments de cette protéine. _

La séquence de nucléotides selon linvention est caractérisée en ce qu'elle comprend au moins une
partie d'une séquence codant pour une protéine 2 activité uréase telle qu'exprimée chez C.pylori.

Linvention a plus particulidrement pour objet une séquence de nucléotides capable de s*hybrider avec

35 des génes codant pour une protéine A activité uréase telle qu'exprimée chez C.pylori, dans les conditions
suivantes : 68°C, 6 x SSC (1 x SSC est constitué de 0,15M de NaCl et 0,015M de citrate de sodium, pH7),
en milieu Denhardt (1% Ficoll, 1% polyvinylpyrrolidone, 1% de sérum albumine de boeuf).

- Selon un autre aspect de l'invention, la séquence de nucléotides est caractériséoe en ce qu'elle porte
M I'information requise pour la production d'une protéine & activité uréase ou de ses fragments, capables de

40 former un complexe immunologique avec des anticorps dirigés respectivement contre une protéine
d'activité uréase telle qu'exprimée chez C.pylori ou contre des fragments de cette dernidre.

La séquence selon I'invention est également caractérisée en ce qu'elle comprend au moins une partie
d'un fragment d'environ 8kb correspondant au fragment de restriction EcoRI (Clal, BamHI)-Psti (Hind HI).

La carte de restriction enzymatique fragment est représentée sur la figure 2.

45 Une séquence plus spécialement préférée comprend au moins une partie d'un fragment d'environ 4,2kb
{(£5%) délimité par les nucléotides d'extrémité situés respectivement 3 une distance d'environ 0,55kb en
amont du site H2 représenté sur la figure 2, et d'environ 0,7 kb en aval du site B1 représenté sur la figure
2.

Lés séquences constituées par ce fragment portent l'information nécessaire pour l'expression d'une

50 protéine & activité uréase telle qu'exprimée naturellement chez C.pylori.

L'expression de ces séquences peut intervenir chez fout autre microorganisme capable d'exploiter &
son profit Iinformation portée par ces séquences, notamment chez une souche de Campylobacter
naturellement déficiente en génes codant pour la production d'une protéme 3 activité uréase (ou encore
souche de campylobacter uréase™).

85 Selon encore un autre aspect, I'nvention vise une séquence recombinante comprenant l'une des
séquences définies ci-dessus, le cas échéant associée & un promoteur capable de conirdler Ja transcription
de la séquence et une séquence d'ADN codant pour des signaux de terminaison de la transcription.



15 “Pylori responsible for producing urease. The determination of the

nucl eoti de sequence of an intragenic fragnment has rendered possible the use
of a tool as a detection g 9ércess BO' t he specific
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20  antibodies directed agai nst respectively a protein with urease
‘activity such as expressed in C pylori or fragments of the said protein
According to the invention, the sgpg@sresd B1al so characterized in that it
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- ou les enchainements de nucléotides complémentalres respectlvement des enchainements (I) (li) et
25 (libis) susmentionnés.

Des séquences de nucléotides selon I'invention, sont caractérisées en ce qu'elles comprennent les
enchainements de nucléotides définis c:-dessus ou sont constltuées au moins par une partie de ces
enchainements.

U Il va de soi que les bases des séquences de nucléotides considérées peuvent &tre dans un ordre
s0 différent de celui trouvé dans les génes et/ou que ces bases peuvent étre, le cas échéant, substituées, dés
lors qu'une sonde élaborée 3 partir do felles séquences donne une réponse caractéristique et non
équivogue quant 3 la capacité de reconnaftre la présence de génes codant pour la protéine & activité
uréase de C.pylori.

Toute séquence de nucléotides hybridable avec celle des enchalhements de nucléotides sus-mention-

35 nés telle qu'obtenue par transcription enzymatique inverse de I'ARN correspondant ou encore par synthése
chimique, entre également dans le cadre de l'invention.

L'invention concerne également une séquence de nucléotides correspondant, selon le code génétique
universel, & au moins une partie de la séquence (lll) en acides aminés suivante :

SN
40
KLLGVLGVYQKSKNALS SQATVATNMSNLALKEYLKSQDLET KHCATGDKF VSECMRINK
ANFGGEQSGHI IF SDYAKTGDGLVCALQVSALVLESKL
45 L'invention a également pour objet une séquence de nucléotides correspondant, selon le code

génétique universel, & au moins une partie de la séquence en acides aminés (IV) suivante (codée par la
séquence nucléotidique (libis)

% NMITPFMAKSINSVAVKPLREGMSQSNNPSKEELDLIITNALIVDYTGIYKADIGIKDGK
TAGIGRGANKDMDGVKNNLSVGPATEALAGRGLIVTAGGIDTHIHE ISPOQTPTAFRSG
VITMIGGGTGPADGTNATTI TPGRRNLKWMLRAAEEY SNLGE LAKGNASNDASTADQTE

%  MGATGFKIHEDWGTTPSAINHA
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évoqué plus haut.

L'invention vise en outre une protéine présentant une activité uréase du type de celle exprimée
naturellement chez C.pylori ainsi que les fragments peptidiques de cette protéine.

La protéine de linvention, et ses fragments, correspondent selon le code génétique universel, aux
séquences de nucléotides définies ci-dessus, en particulier & au moins une partie de la séquence d'environ
4,2 kb.

La protéine de I'invention est également caractérisée en ce qu'il s'agit d'une protéine telle qu'obtenue
par transformation de cellules h8tes au moyen d'un vecteur recombinant comme défini ci-dessus, mise en
culture, dans un milieu approprié, des cellules hbtes transformées et récupération de la protéine & partir de
ces cellules ou directement 2 partir du milieu de culture. La production d'uréase ou de fragments de cette
derniére par ce procéds, fait également partie de I'inventiori.

La protéine de I'invention et ses fragments, qui peuvent étre également obtenus par synthése chimique,
présentent avantageusement un degré de pureté élevé et sont utilisés pour former, selon les techniques
classiques, des anticorps polyclonaux.

De tels anticorps polyclonaux, ainsi que les anticorps monoclonaux capables de reconnaftre spécifique-
ment la protéine ci-dessus et ses fragments sont également visés par l'invention.

Les séquences de nucléotides définies ci-dessus sont obtenues selon les techniques classiques du
génie génétique par clonage et identification des génes responsables de la synthése d'une protéine 2
activité uréase chez C.pylori.

L'invention vise également les applications biologiques des séquences de nucléotides, des protéines
correspondantes et des anticorps monoclonaux ou polyclonaux.

Cos applications comprennent I'élaboration, & partir de fragments .intragéniques, de sondes pour la
détection de C.pylori. Cette élaboration comprend, notamment, la dénaturation des séquences double-brin
pour obtenir une séquence monobrin utilisable en tant que sonde.

Les essais réalisés avec de tels fragments pour détecter la présence éventuelle de séquences
complémentaires chez divers Campylobacter et chez des microorganismes appartenant 2 des genres
différents ont mis en évidence la grande spécificité de ces fragments.

L'invention vise donc des sondes de détection caractérisées en ce qu'elles comprennent au moins une
partie d'une séquence de nucléotides définie ci-dessus.

Toute sonde ne se distinguant de la précédentse, au niveau de sa séquence de nucléotides, que par des
substitutions ou altérations de nucléotides n'entrathant pas de modification de ses propriétés d'hybridation
avec le génome de C.pylori, entre dans le cadre de I'invention.

Le fragment d'ADN utilisé comme sonde comporte un nombre de nucléotides suiffisant pour obtenir la
spécificité requise et la formation d'un hybride stable.

Il est possible d'utiliser des fragments atteignant plusieurs kb, des résultats de haute spécificité étant
cependant également obtenus avec des fragments plus courts d'environ 25 2 40 nucléotides.

Des sondes appropriées pour ce type de détection sont avantageusement marquées par un éément
radio-actif ou tout autre groupe permettant sa reconnaissance & I'état hybridé avec la préparation
renfermant I'ADN 2 étudier.

Selon les techniques classiques, ces sondes sont mises en contact avec un échantilion biologique
renfermant des bactéries, ou directement avec ces bactéries ou leurs acides nucléiques, dans des
conditions autorisant 'hybridation éventuelie de la séquence de nucléotides de la sonde avec une séquence
complémentaire, éventuellement contenue dans le produit testé.

On peut, par exemple, mettre en oeuvre la méthode d'hybridation sur taches. Cetts méthode comporte
aprds dénaturation de I'ADN préalablement obtenu & partir de bactéries provenant de biopsies antrales, le
dépbt d'une quantité aliquote de cet ADN sur des membranes de nitrocellulose, 'hybridation de chaque
membrane dans les conditions usuelles avec la sonde et la détection, de maniére classique, de I'hybride
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activity of C Pylori. The invention also covers any sequence of

nucl eoti des, hybridizable wth that of the above- 15 ment i oned chai ns of
nucl eoti des, such as that obtai negp 6867 @agBse enzynmatic transcri ption of
t-he correspondi ng RNA, or el se by chem cal synt hesis. The invention also
concerns a sequence of nucleotides which -corresponds, according to
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capabl e sgd sform lf ﬁg te.ho én ce Iétr t‘p sea}rl | d MES tors
p des
contain %ﬁsuei o i ﬁ?}' : ?"J&? qu%% ol LD .c.%% g Lighile
expr esSi on; P E ﬁﬁs%e 5&9}8 Bé” cﬁﬁ Do dt.&%' 5? aﬁ!orcla@%ﬁtwaa I%rr’iuc@&.d&sbe
above- n‘e%dnﬁ mont] HeAVirén foe %&fﬂg)ﬁe El@étlﬁes“' cgs rces étant comprises dans I'une des
séquences de nucléotides définies ci-dessus ou susceptibles de s'hybrider avec une partie d'une des
séquences nucléotidiques défines ci-dessus, ou de leurs séquences complémentaires. De maniére avanta-
15 geuse, ces amorces sont distantes d'environ 200 & 250 nucléotides lorsqu'elles sont hybridées (ou li€es),
aux brins de I'ADN & ampilifier. L'une des séquences est capable de se lier & une séquence de nucléotides
- d'un des brins de fragments d'ADN & amplifier, cette séquence étant située au niveau d'une extrémité de
ce fragment (par exemple I'extrémité 5') ; l'autre séquence est capable de se lier & une séquence de
nucléotides du deuxidme brin du fragment d'ADN 2 amplifier, cette derniére séquence étant située au
N 20 niveau de l'extrémité de ce fragment opposée & celle sus-mentionnée (cette demniére extrémité étant
' encore désignée par extrémité 3' dans I'exemple proposé).
Des amorces préférées sont comprises dans la séquence de nucléotides du fragment de restriction H2-
H3 de la figure 2, et sont distantes d'environ 200 & 250 nucléotides.
Il s'agit, en particulier, des fragments respectivement & chaque extrémité de cette séquence de
25 restriction Hindlli-Hindiil. '
Un procédé de dépistage in vitro de la présence éventuelle de C. pylori dans un échantilion biologique
comprend les étapes suivantes :

- éventuellement I'amplification préalable de la quantité de séquences de nucléotides susceptibles
d'étre contenues dans I'échantillon, par mise en contact de cet échantillon avec des amorces telles

30 que décrites ci-dessus, ces amorces étant susceptibles respectivement de se lier d'une part a
I'extrémité 5" d'un brin de ladite séquence de nculéotides et d'autre part, & I'exptrémité 3' de l'autre
brin de ladite séquence de nucléotide, cette mise en contact étant suivie d'une étape d'amplification
génique en présence d'une ADN polymérase et des quatre nucléosides triphosphates dATP, dCTP,
dGTP, dTTP, ces opérations d'hybridation des amorces et d'ampilification génique étant répétées

35 plusieurs fois,

- la mise en contact de I'échantilion biologique en question avec une sonde nucléotldlque selon
l'invention, dans des conditions permettant la production d'un complexe d'hybridation formé entre la
sonde et la séquence de nucléotides,

s - la détection du complexe d'hybridation.

40 L'invention fournit ainsi des outils permettant de détecter rapidement C. pylori, in situ, et dans
l'environnement avec une grande spécificité, sans avoir 3 pratiquer de cultures.

De tels outils de détection sont particulidrement utiles pour étudier le réservoir naturel de ces bactéries,
les méthodes de transmission, de circulation et de contamination. De plus, dans le diagnostic in vitro
pratiqué sur les biopsies, l'utilisation de ces sondes permet un gain de temps considérable par rapport aux

45 techniques actuelles qui nécessitent de plus une technologie ne pouvant 8tre réalisée que dans des
services spécialisés, A savoir, des techniques bactériologiques ou utilisant la microscopie électronique.

Des résultats reproductibles ont été¢ obtenus en utilisant comme sonde iniragénique le fragment
d'environ 8kb défini ci-dessus.

Compte tenu de leur spécificité & I'égard de C.pylori, ces sondes constituent également un outil de

s0 grand intérét.

Pour étudier le pouvoir pathogéne de C.pylori de fagon & prévenir Iinfection, il est ainsi possible
d'étudier le rble joué par Cpylori dans le développement des maladies uicéreuses et d'identifier les
déterminants génétiques qui semblent impliqués dans le pouvoir pathogéne de cet organisme en vue de
créer in vitro des mutants isogéniques de C.pylori, c.a.d. des bactéries modifiées génétiquement dans

§5 chacun des déterminants qui semblent jouer un r8le dans la pathogénése de Iinfection, mutants qui
pourront étre testés dans des modéles animaux.

L'invention concerne également la détection du polymorphisme des génes codant pour l'uréase chez
C.pylori & I'aide des sondes nucléotidiques définies ci-dessus et d'enzymes de restriction appropriées. Les

7



100 The strains of transforned mcro-organisnms are also covered
by the invention. These strains contain one of the above-defined sequences
of nucleotides or a reconbinant gegiaefesdd) as previously defined. Strain
E: coli S17-1, registered under number |- 15 795 at the Collection
Nationale de Culture de Mcroorganisnmes (CNC M) of the Institut
Past eur cprolitPreR|ags lesquiifR\NgB) détectiop st édisée sonypllusspaiticulidremrit HECHBS dans Itafticle de
appr oxi rﬁéﬂ?@?y" danssJ. 3f Clinjciinvestigations (1988)a &7, 1738672801 evi ousl y nmenti oned 20
restricti drinverfonyise dgalenmantieg apriicytiens, immolaghayes de la peotéine (Gefidec plis Fpéaiklement
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dé omprend :

the i fveppiamm. &rigfqge !
obt ai neS’ il& 46 Bn Sontact de @chaﬁtﬁlm 95 1 Jl'm go hs pdmisisht  Of
a reconbi ngg roN&EJanun%%mﬂEﬁ‘i’hﬁ%bh’uqﬁq ﬁn@%@? 1o Hé{rﬁen& I? ertéﬂQé@&#s teOasstt ©
medi um  of drdugitd JaRODHIGH STR6t afiRelps,6El | S and 1 ecovery rotern from
t heses cel ||5dét&[|o;djurceﬁ 16 .ﬁ,ﬁ,mogh@ culture. The invention also concerns 10
the produtouon mise WhemEwe @bs @iéthbdss EEBEpRtadd irf Nifto, Sedhélisrdos b Bostilé Bd3des sur
pr ocess Jutiisatidnud somise nicléotitliqubd) on P Feabies Evamaysusementiar dg ABB4ssires bl Ikiis coPX¥nadt SO be
obt ai ned by chem cal synthesis, present advantageously a high degree of
\pur ity and lacas échéant, au moins un couple d'amorces selon ['invention,
o 20 - une quantité déterminée d'une sonde nucléotidique selon I'invention,
- avantageusement, un milieu approprié respectivement & la formation d'une réaction d'hybridation
entre la séquence & détecter et la sonde.
- avantageusement des réactifs permettant la détection des complexes d’hybridation formés entre Ia
séquence de nucléotides et la sonde lors de la réaction d'hybridation.
25 Pour la mise en oeuvre des méthodes de dépistage in vitro définies ci-dessus, basées sur I'utilisation
d'anticorps on aura recours avantageusement 2 des nécessaires ou kits, comprenant :
- une quantité déterminée d'un anticorps selon I'invention,
- avantageusement un milieu approprié 2 la formation d'une réaction immunologique entre au moins
une partie de la protéine & activité uréase produite par une souche de C -pylori et I'anticorps,
30 - avantageusement, des réactifs permettant la détection des complexes immunologiques formés entre
au moins une partie de la protéine & activité uréase et I'anticorps lors de la réaction immunologique.
Une étude approfondie du fragment de 4,2kb défini ci-dessus a permis de situer les génes de structure
codant pour les sous-unités polypeptidiques majeures de I'uréase de C. pylori.
Cette étude a ét§ réalisée en construisant des mutants dans les plasmides combinants introduits chez
36 E.coli et C.jejuni incapables de synthétiser 'uréase, (Baskerville-A, Newell D. (1988), Gut.29, 465-472). Le
systéme de transcription-traduction in vitro d'E.coli ainsi qu'un systéme d'expression en minicellules ont &t&
utilisés afin d'identifier et de localiser, au sein du fragment de 4,2kb de C.pylori, I'ensemble des génes
: codant pour les sous-unités de l'uréase: deux protéines majeures de 26kDa et 61kDa ont été identifiées.
e Paralitlement, aprés diverses délétions au sein du fragment de 4,2kb, un systdme de fransfert par
40 conjugaison d'une souche d'E.coli & C.j C.jejuni (du type de celui explicité dans la description détaillée qui suit)
a été utilisé pour identifier les réglons indispensables 2 I'expression de I'activité uréasique et corréler la
délétion d'une région avec la disparition d'un polypeptide et la perte de Iactivité uréasique. Il a été ainsi
déterminé que les génes codant pour les deux polypeptides nécessaires & I'expression de I'activité
uréasique se situent dans la région centrale de 3,35kb, en aval du site H3 de la figure 2, et & cheval sur B1.
45 La transcription des g&nes codant pour les polypeptides de 61kDa ou de 26kDa se fait dans le sens EcoRI-
Pstl. Le fragment de 3,35kb est nécessaire mais non suffisant 2 l'expression de I'activité uréasique chez
C.ejuni. Une région adjacente de 0,85kb, située en amont et apparemment non associée 2 I'expression de
polypeptides chez E.coli, est indispensable 2 I'expression de I'activité uréasique chez C.j C.jejuni.
L'analyse des mutants de délétion par transcription-traduction in vitro a permis d'observer que les deux
s0 polypeptides de 26 et 61kDa sont codés par deux fragments d'ADN adjac adjacents.
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50

L'invention a plus particulierement pour objet toute séquence nucléotidique correspondant, selon le
code génétique universel & au moins une partie de la séquence en acides animés (V1) de 26kDa (codée par
la séquence nucléotidique (V)) suivante:

| :

MKLTPKELDKIMLHYAGET AKKRKEKGIKINYVEAVALI SAHIMEFARAGKKTAAELME
GRTLLKPLOVMDGVASMIHEVGIEAMFPDGTKLVIVHIPIEANGKLVPGELF LKNEDITT
NEGKKAVSVKVKNVEDRPVOT GSHEHE F EVNRCLDFDREKTFGKRLDIASGTAVRFEPGE

EKSVELIDIGENRRIFGFNALVDROADNESKKIALHRARERGF HGRKSDDNYVKTIKE
739

239 acides aminés
Poids moléculaire : 26.522 daltons
L'invention a également pour objet toute ou partie de la séquence nucléotidique (Vil) suivantes:
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50 L'invention a plus particulierement pour objet toute séquence nucléotidique correspondant, selon le
code génétique universel & au moins une partie de la séquence en acides aminés (VIil) de 61kDa (codée
par la séquence nucléotidique (VII)) suivante:
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denaturation on appropriate nenbranes, and their 13 hybri di zation
with the probe in usual conditions. It is not always necessary to proceed
to the prelimnary expression of tgpegB8¥éesg1i s enough that the DNA shoul d

be rendered accessible to the probe. 5 Detection for the specific
identification of the C. pylori may also be carried out by DNA
anplification techniques (PCR) . These t echni ques are not abl y

described in US patents 4683202 and 4683195 taken out by Cetus Corporation.

ﬁgcleotidesw " _ '.;'. ch) _ A!-f '.:.- M@‘

ovences sSARRESREAD A TG MIDRI R ASROAIRONCIIN
seauences. - YRR ATEAL RGN BRSL TRMFP QPR ASGVTINIEREGT dPAD
fhe  DRA ot CHNAT Y P CHRLIRLRAAEE ML S LANGNASRDAS ADEHEREAG
Strains to NEHERYGTIE AR ALY AR A T TN AR DA RTMI <
o 8 nuel cort T e A P A R T TP IV TEACFMOMIMVEL LD 7o
bove- et | SO T M ST

end in the gDKNKKREFGRLKEEKGDNDNFRIKRYLSKYTINPAIAHGISEYVGSVEVGKVADL

\
~ % VLWSPAFFGVKPNMIIKGGFIALSQMGDANASIPTPQPVYYREMFAHHGKAKYD
ANITFVSQAAYDKGIKEELGLERQVLPVKNCRNITKKDMQFNDTTAHIEVNPETY

25 HVFVDGKEVTSKPANKVSI.AQLFSI;‘;_9

rom

1

569 Acides aminés
Poids moléculaire : 61 729 daltons
30 La comparaison de la séquence en acides aminés VIl avec celle de I'uréase d'haricot (Jack Bean)
décrit notamment dans Eur. J. Biochem 175, 151-165 (1588), monire de fagon inattendue un haut niveau
d'homologies d'acides aminés. Cette conservation de structure a permis aux inventeurs de déduire le site
actif de la sous-unité uréasique de 61kDa qui est compris, en totalité ou en partie, dans la séquence
polypeptidique délimitée par les acides aminés situés aux positions 206 et 338 de la séquence VI décrite
35 ci-dessus.

L'invention vise également toute ou partie de la séquence nucléotidique IX constituée successivement
de la séquence V et de la séquence VII.

L'invention se rapporte également & toute séquence nucléotidique correspondant, selon le code
génétique universel & au moins une partie de la séquence en acides aminés (X) de 87kDa constituée

40 successivement de la séquence VI et de la séquence ViIl.

L'invention concerne également des sondes de détection de la présence éventuselle de C.pylori dans un
échantillon biologique, caractérisée en ce qu'elles comprennent au moins une partie d'une séquence de
nucléotides définies ci-dessus.

Il va de soi que les bases des séquences de nucléotides considérées peuvent &tre dans un ordre

45 différent de celui trouvé dans les g&nes et/ou que ces bases peuvent &tre, le cas échéant, substitues, dés
lors qu'une sonde élaborée & partir de telles séquences donne une réponse caractéristique et non
équivoque quant & la capacité de reconnaftre la présence de génes codant pour la protéine 2 activits
uréase de C.pylori. :

Toute séquence de nucléotides hybridable avec celle des enchainements de nucléotides sus-mention-

50 nés telle qu'obtenue par transcription enzymatique inverse de I'ARN correspondant ou encore par synthése
chimique, entre également dans le cadre de I'invention.

Toute sonde ne se distiguant de la précédente, au niveau de sa séquence de nucléotides, que par des
substitutions ou altérations de nucléotides n'entrainant pas de modification de ses propriétés d'hybridation
avec le génome de C.pylori, entre dans le cadre de Finvention.

55 Les sondes sus-mentionnées sont utilisables dans des procédés de diagnostic on vitro de la présence
éventuelle de C.pylori dans un échantillon biologique tels que décrits ci-dessus.

L'invention a également pour objet des amorces nucléotidiques d'environ 10 & environ 40 nuclétides,
ces amorces étant comprises dans I'une des séquences nucléotidiques v ou VIl définies ci-dessus (ou dans

1



Preferred priners are included in the nucl eotide sequence of restriction
fragment H2-H3 in Figure 2, and are approximately 200 to 250 nucl eoti des
apart. In particular, the fragnegppsgpesepped are those 5 situated
respectively at each end of the restriction sequence HndllI-Hndlll. A
process of in vitro detection of the possible presence of C. pylori in a
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et 20 Linvention concerne également les anticorps polyclonaux et monoclonaux dirigés contre toute ou partie

des polypeptides décrits ci-dessus et susceptibles de former un complexe immunologique avec eux.

L'invention vise particulidrement les anticorps, notamment monoclonaux, obtenus 4 I'aide d'une séquen-
ce peptidique d'au moins environ 10 & 15 acides aminés de la séquence VI, ou de la séquence VIII.

Des anticorps monoclonaux préférés de I'invention sont dirigés contre toute ou partie de la séquence

25 délimitée par les acides aminés situés aux positions 206 et 338 de la séquence VIII, et plus particuliérement
ceux obtenus 2 l'aide d'une séquence peptidique d'au moins environ 10 4 15 acides aminés issue de la
séquence délimitée par les acides aminés situés aux positions 206 et 338 de la séquence Viil.
L'invention a étalement pour objet l'utilisation des anticorps sus-mentionnés pour la mise en osuvre de
W méthodes de diagnostic in vitro ainsi que dans des kits de diagnostic in vitro de I'infection d'un individu par
30 C.pylori tels que décrits ci-dessus.

L'invention vise également des compositions immunogénes comprenant toute ou partie des polypepti-
des décrits ci-dessus, et plus particulidrement toute ou partie de la séquence polypeptidique délimitée par
les acides aminés situés aux positions 206 et 338 de la séquence VIIi, en association avec un véhicule
pharmaceutiquement acceptable.

35 De telles compositions immunogénes sont utilisables en tant que compositions de vaccin pour la
prévention de l'infection d'un individu par C.pylori. '

L'invention concerne également des compositions pharmaceutiques comprenant un (ou plusieurs)
anticorps tels que décrits ci-dessus, et plus particulidrement des anticorps susceptibles de former un

b s complexe immunologique avec toute ou partie de la séquence peptidique délimitée par les aminds situés
40 aux positions 206 et 338 de la séquence VIll, en association avec un véhicule pharmaceutiquement
acceptable.

De telles compositions pharmaceutiques selon l'invention sont utilisables par le traitement des patholo-
gies liées a l'infection d'un individu par C.pylori, notamment des gastrites, et des ulcéres gastriques et
duodénaux.

45 D'autres avantages et caracténsthues de l'nvention sont rapportés dans la description qui suit
concernant le clonage des gdnes rasponsables de la production de la protéine & activité uréase chez
C.pylori, le séquengage de la région associée & I'expression de la protéine 2 activité uréase et la spécificité
de sondes nucléotidiques pour la détection de C.pylori.

Dans cette description, on se référe aux figures 1 et 2 qui représentent :

50 - la figure 1, la carte de restriction d'un fragment Pstl-EcoRl du cosmide recombinant ID2 portant

l'information requise pour I'expression de I'uréase chez C.jejuni, et
- lafigure 2, la carte de restriction d'un fragment d'environ 8kb de pILL590.

1) Réalisation d'une banque génomique dans un vecteur cosmidique navette; clonage des g&nes impliqués
65 dans la production de l'uréase chez C. pylori.

L'ADN chromosomique de la souche C.pylori (85P) est préparé de fagon & générer des fragments
d'ADN de haut poids moléculaire; environ 300..g de cet ADN chromosomique sont soumis & une digestion
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20 On isole un cosmide sur 106 analysés portant une information généthue conférant & Campylobacteur
jejuni C31 la capacité de produire une uréase. Le cosmide recombinant (lID2) a une taille de 54 kilobases.
La position relative des sites de clivage par les endonucléases de restriction Pstl, BamHI, Smal et EcoRI
sur cette séquence est présentée sur la figure 1. :

fN

25 2) Identification du ou des génes requis pour la production d'uréase chez Campylobacter pylori.

On effectue le sous-clonage des génes uréases en réalisant & partir de I'ADN cosmidique 1ID2 préparé
chez E.coli des digestions partielles par I'endonucléase Sau3A de fagon & générer des fragments de
digestions partielles allant de 8 & 15 kilobases. On recherche le plus petit plasmide hybride cloné chez

30 E.coli conférant I'aptitude & produire une uréase aprés son transfert par conjugaison & Campylobacter
récepteur.

4 plasmides sur 37 testés portent I'information nécessaire a I'expression de I'uréase chez Campylobac-
ter jojuni : pILL586, pILL587, pILL589 et pILL5S0 (cffigure 2).

Par comparaison des cartes de restriction de ces quatre hybrides, on constate la présence d'une

35 séquence de nucléotides de 4,2 kilobases commune aux quaire hybrides, suggérant qu'il s'agit 14 de la
région requise pour I'expression de I'uréase. Un certain nombre de délétions ont été réalisées qui confirme
ces conclusions (cf.figure 2).

Le fragment EcoRI-Pst | de pILL590 a été utilisé comme sonde dans des hybridations avec I'ADN total

de C.pylori 85P en vue de s'assurer que les différents fragments de restrictions générés avec BamHI et
40 Hindlll & partir de pILL580 étaient présents dans 85P. Les résultats obtenus montrent que la séquence de 8
kb présente dans pILL590 n'a pas subi de réarrangements au cours des différentes étapes de clonage.

N

3) Séquence de nucléotides de la région associée 2 I'expression de I'uréase.

45 La séquence du fragment Hindlll compris entre les sites H2 et H3 correspond & la séquence des 294
nucléotides de I'enchainement (l).
La séquence suivante de 610 nucléotides de I'enchainement (ll) est interne au fragment défini par les
sites H4 et B1 (Figure 2).

50 4) Spécificité des sondes nucléotidiques pour la détection de Campylobacter pylori.

Le fragment EcoRI-Pstl de 8 kb provenant de plLL590 a été utilisé comme sonde radioactive dans des
expériences d'hybridation.
32 Campylobacter pylori ont ét6 testés en hybridation sur colonies et ont donné un signal positif; sur 35
s6 Campylobacter jejuni, fétus et coli étudiés aucune n'a donné de signal positif dans des conditions
d'hybridation stringentes class:ques (50% de formamide, 37 °, 3XSSC).
Dans ces mémes conditions, 1a sonde C .pylori de 8 kilobases n'a pas donné de signal positif avec la
liste des microorganismes suivants qui sont tous naturellement des producteurs d'uréase :
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The ‘invention also concerns the immunologic applications of the coded
protein, particularly for the el aboration of specific antiserum and of
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accordi ng bér hiybriiatiod wasd luhdsonde appropeer m ned quantity of a nucl eotidic probe
accor di nguhonddeedd piépandtionnpar Yble chimiqua,duradide® gaciéiquey ,de dlongaélir Laipéibure 2 20D
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\ - Il'assemblage d'oligonuciéotides synthétisés chimiquement, pourvus 2 leurs exirémités de sites de
/20 restriction différents, dont les séquences sont compatibles avec I'senchainement en acides aminés du
polypeptide naturel selon le principe décrit dans Proc. Nat. Acad. Sci. USA 80; 7461-7465, 1983,
- le clonage des ADN ainsi obtenus dans un vecteur plasmidien approprié et la récupération de I'acide
nucléique recherché par hybridation avec une sonde appropriée.

25 Revendications

1. Séquence de nucléotides caractérisée en ce qu'elle comprend dans sa structure une séquence codant
pour une proteine a activité uréase telle qu'exprimée par C. pylori ou est capable de s'hybrider avec
ladite séquence codante, laquelle est incluse dans un fragment EcoR1 (Clal, BamH1) - Pstl (Hindlli)

) d'environ 8 kb dont la carte de restriction enzymatique est représentée sur la figure 2.

2. Séquence de nucléotides selon la revendication 1, caractérisée en ce qu'slle est incluse dans une
partio d'un fragment d'environ 4,2 kb (* 5 %) délimité par les nucléotides d'extrémité situés respective-
ment & une distance d'environ 0,55 kb en amont du site H2 et d’environ 0,7 kb en aval du site B1

35 représentés sur la figure 2.

3. Séquence de nucléotides recombinante, caractérisée en ce qu'elle comprend une séquence selon {'une

des revendications 1 ou 2, le cas échéant, associée avec un promoteur capable de contrbler la

N, transcription de la séquence et une séquence d'ADN codant pour des signaux de terminaison de la
40 transcription. :

4. Séquence de nucléotides selon I'une des revendications 1 & 3, caractérisée en ce qu'slle est capable
de s'hybrider avec une sonde nucléotidique formée 2 partir de la séquence présentant :
- T'enchainement (I) de nucléotides suivant :

50

55
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sequence to be detected and the probe. - advantageously, reagents allow ng
the detection of hybridization conpl exes forned between the nucl eotide 20
sequence and the probe durgp@ agblags giybridization reaction. For the

i mpl enentation of the in vitro detection nethods, defined above and based
on the use of antibodi es, recour se S advantageously made to 25
equi pmenklehsiellk bxmcad&pmiesés)\ql.(lebsieaa gaduoniad) ¢ sapioiaes), iProfousf midbilie. i iso@tiys)
accor droteys myrgahib(3ispuches) Proteus rettgefii §3 souctes)Mivtausoolgaris Y2 sonchea)ovidehdiasteariiedi um
for tK%swmepbaPswnmasmkWrﬁmmhm}l Yersinaaaptoragelititee(B eeuchesh 6 sbuehestd'Acinptobac- of t he
pr ot eitdf ufgeten’, @ peushes diEsehetchiacolhuréaped etid Brpches de Citiobactsf frddndipyéase . and t he

ant f body absence de faurRosititaanes (e frggment & Jbrgasaniitela ripéaificitdy desh eondes esidotidiques t he

i munGrRee co Iexes forned bet Ween at least a part of the protein with

ur ease a ‘?’?ﬁ mB’G’P n the J.rmunol ogi ¢ reaction. An .
i n-depth a0 ‘3% @"'E‘B' g finggt = 4.2 kb has made it
osg b ;_%Und 9de ILJ"? % ?&isaﬁh nqum g‘?omn { Bl 0 locies s oo
Ey CO%Qplb Brsﬁ&l s fhue reco reelast " at'é)fr‘np svol'en 'm&ucgﬂ“‘?rﬁ E? col i
and . b Cqals €ase
(A egwﬁf"‘ﬁw““‘»;ﬁ“g hbse Wi SRR 1 S B il

Vi t:60 t ¥ A615AdgH HbHADN Gidh Stk ABnsQfn \Eete.ﬁ%iasmaaiaﬁ aepro%w Eﬁﬁ‘r&tjp@&ﬁgﬁ QSSASNY i N
m ni cel | spankybAdatssled heistiidtapgrdpridgeld | ocate, - in fragnment of 4.2 kb 20
of C. pynomode dalgrépaiativh, parodhien ghimiged) &Racide® rnudléi@es ldlb acigley Lﬂapﬁ?ieﬁrs a p® maj or
pr ot einudéotides 2 6k Pa(lopsd'il S'agiiacives sucisidesst bidatérdkes) Ramprbaddbs dtapek Buivanteaf t er
var i ous- desseinblagesd'oligonuciéotides synthétisés chimiquement, pourvus & leurs extrémités de sites de
20 restriction différents, dont les séquences sont compatibles avec I'enchaihement en acides aminés du
polypeptide naturel selon le principe décrit dans Proc. Nat. Acad. Sci. USA 80; 7461-7465, 1983,
- le clonage des ADN ainsi obtenus dans un vecteur plasmidien approprié et la récupération de I'acide
nucléique recherché par hybridation avec une sonde appropriée.

25 Revendications

1. Séquence de nucléotides caractérisée en ce qu'slle comprend dans sa structure une séquence codant
pour une proteine & activité uréase telle qu'exprimée par C . pylori ou est capable de s'hybrider avec
ladite séquence codante, laquelle est incluse dans un fragment EcoR1 (Clal BamH1) - Pstl (Hindill)

30 d'environ 8 kb dont la carte de restriction enzymatique est représentée sur la ﬁgure 2.

2. Séquence de nucléotides selon la revendication 1, caractérisée en ce qu'elle est incluse dans une
partie d'un fragment d'environ 4,2 kb (* 5 %) délimité par les nucléotides d'extrémité situés respective-
ment & une distance d'environ 0,55 kb en amont du snte H2 et d'environ 0,7 kb en aval du site B1

35 représentés sur la figure 2.

3. Séquence de nucléotides recombinante. caractérisée en ce qu'elle comprend une séquence selon I'une
des revendications 1 ou 2, le cas échéant, associée avec un promoteur capable de contrSler la
transcription de la séquence et une séquence d'ADN codant pour des signaux de terminaison de la

40 transcription. :

4. Séquence de nucléotides selon I'une des revendications 1 & 3, caractérisée en ce qu'elle est capable
de s’hybrider avec une sonde nucléotidique formée 3 partir de la séquence présentant :
- I'enchathement (l) de nucléotides suivant :

45

50

I



within the fragnent of 4.2 kb, a system of transfer by conjugation of a
strain of E. coli to C Jejuni (of the 25 type expressed in the ensuing
detai |l ed description), was used tgpg gergaafgs t he regi ons i ndi spensable to
the urease activity, and to correlate the deletion of a region wth the

di sappearance of a pol ypeptide and the 19 | oss of urease activity. In
this way, it -wesledehabemanh@ibis)itdaauciéotides suiendi ng genes for the two

pol ypeptides necessary to the expression of the urease activity are

si t uat ed =25 % i Rk A/ TOPA A YOXTRA RTEA A RN A

Fi gure '

pol ypept?
f ragnent
of the
0. 85kb,
expresgi
expr essi
the del epf

25
- ou l'enchafnement (V) de nucléotides suivant :

Nt

e —
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15 21 The I nvention particularly concerns any nucleotidic
sequence correspondi ng, according to the universal genetic code, to at

| east a part of the follow ng argpwpsecesd sequence (V) of 26kDa (coded by 5
nucl eoti di c sequence (V)): 10 15 239 Amino acids Ml ecul ar wei ght: 26.522
dal tons 20 25 22 The invention al so concerns all or part of the

fol | owi ng nucPetnehginement (lidecwcifolifgs)suivant 10 15 25 23 The invention
particularly concerns any nucl eoti di ¢ sequence correspondi ng,

accordihg to the universal genetic code, to at least a part of the

1710

55 - ou les enchathements de nucléotides compiémentaires respectivement des enchafnements (I (li)
(V) ot (VII) sus-mentionnés.
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GENAI TTPGRRNLW JUVRAEEYSMNLG RAGNASDASLA EAGAW
Kl HEDWGTr PSANHL DVADKYDVQVAI HTDMEAGGVEDTVAM AGRTIVH
TFHTEGAGGGHAPDI KVAGEHLPAS7NPTI PFI Eplpagzeidisy MIVCLD. 15
KSI KEDVQFADSRI RPQTI MEDTVWDMAE FSSDSAVRVGEVI TR7WQT  ADKNKFGRLXEEKGDNDNI KRL SK1i F
GLSYWEVE AM  VLWEPAFFGVKPNM | KGGFALFMVIOI ONASFWOPVYYREMFAHHGKAKYD
ANr VSQWY [ﬂ(Gﬁf@EL@QER@}\ﬁQMﬁKN@RNﬁ'IImtﬁﬂ'ﬂﬁbﬁmﬂﬁﬁ"dncha’memem de nucléotides selon
HVEVDGKEVT SleFayerdicstionnd pwga’ellepept constituée par au moins une partie de cet enchBB&men6 8ésMnisno
aci ds Mol ecayele Wpﬁk?c recqpnaltyepsang| équiveqye lpgrésencepdiungshquandesselan tine aas rewendica-d
sequence VIWWﬁhtqlthat of the jack bean urease, notably described in the
Eur opeén 'i']/ #é naI o emstry 175, 151- 165{# 1988), unexpectedly reveals
a high |¢€ ¥ rRB'c' ‘EF eprrespopdanty, pRioR; 18 Lodergenétiaup r“ﬂ'&‘i’?ﬂ' & BodawepeealiD @A has
enabl ed t he®{ 7TV &RN srsé""a'l b deduce the active site of the urease
subunit of 61kDa mhlch i's conprlsed in mhole or in part in the

The 1 nvention al so

pol ypept i ,
and 338 o
concerns v , constituted successively

of sequence V and sequence VII The invention also relates to any
nucl eotidic 15 sequence corresponding, according to the universal

genet i & qodS4quénte @b nudéiiesccopGipbnd@it, $ebR 18@bda0gEAGgGe SREHEN B 0a (Sueth (7 Ik
const i t ut edacites aminds svivange :0f sequence VI and sequence VI I'T. The invention

al so concerns probes for detecting 20 t he possi ble presence of C. pylori
' @ OOl G BRSSP e L e D >
. VKE SR AS 18O
N MIWMMAMWMIMM

mmmmmmmmmsmm
AGAIGFKIHEDWGTTPSAINHA |

25

8. Séquence de nucléotides correspondant, selon le code génétique universel, & la séquence (VI) en
acides aminés suivante :

30

| .
Hmmmmmnmmmmmqm
s CRILIKPDOVMOGVASMIHEVGTEAM PDGTKLVIVHTP IEANGKLVPGELELKNEDITT

NEGKKAVSVKVKNVEDRPVO T GSHE BFF EVNRCLDE DREKTFGKRLDIASGTAVRFERGE

L MIWWWW
39

9. Séquence de nucléotides correspondant, selon le code génétique universel, & la séquence (Vill) en
45 acides aminés suivante :

60

56
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"a part of an above-defined sequence of nucleotides. It is of course
understood that the bases of the sequences of nucl eotides under
consideration may be in 25 angprossr eda Bhiering fromthat found in the
genes, and/or that these bases may, if required, be substituted, when a
probe el aborated from such sequences gives a characteristic and

unequi vepcal 25 response regarding the ability to recognize the
presence of coding genes for protein with urease activity of C. pylori. The
i nvent iwmmmmamwmawmmgﬂ zabl e
with - that of the above- nentloned chai ns of nucl eoti des

obt ai*ncSOBNNPSKEEE DRIFTNALIVD YT IGKDGKAGIGKBERIDMABITVINN R\ of
by chem cal synthesis. The invention also covers any probe withlo

L?gsrgJg?ﬁsﬁgﬂ??gﬁggﬁﬁa?ﬁngyssﬁbs£|tut|ons aﬁﬁﬁg?gtratlons nogﬂ?gasing any
;'IIFEI ﬁoove rrentlone probesm%e §g'ggﬂ n V.W%M py: :rl
sucﬁ ;‘gmd%scrvgewg{mve@ oWoncer Wﬁwgﬁ)l mers
bei ne | RATTEoR GRGHAP IRV AGERNC PRSI\ HRFTINTERR ONEVIGHED ™ =
1), RO A B D AT B R G S TS S DA RVRE VI EMGT et
Cpar 1 PR GO R S YU R ARHRISEY PSRN iy "
~ % VLWSPAFFGVKPNMIKGGFIALSQMGDANASIPTPOPVYYREMFAHHGKAKYD
ANHFVSQAAYDKGIKEELGLERQVLPVKNCRNINCDMQFNNTAHIEVNPETY

s  HVFVDGKEVTSKPANKVSLAQLFSIF :
569 '

so 10. Séquence de nucléotides, selon I'une quelconque des revendications 1 4 9, caractérisée en ce qu'elle
porte I'information requise pour la production d'une protéine & activité uréase ou de fragments de cette
deridre capables de former un complexe immunologique avec des anticorps respectivement contre la
protéine & activité uréase tello qu'exprimée par C. pylori, ou contre des fragments de cette derniére.

35 11. Vecteur recombinant, notamment plasmide ou cosmide recombinant, capable de transformer une
cellule hdte appropriée, ledit vecteur contenant une séquence de nucléotides selon 'une quelconque
des revendications 1 & 10, le cas échéant sous le contrdle d'éiéments de régulation permettant
{'expression de ce fragment dans la cellule hte.

40 12. Plasmide pILL590 porté par la souche E.coli $17-1 déposée le 16 aolt 1988 sous le numéro 1-795 2 la
C.N.C.Mm.

13. Souche de micro-organisme transformée 2 I'aide d'au moins un vecteur selon la revendication 11 ou 12
ou d'une séquence de nucléotides selon I'une quelconque des revendications 1 & 10.

14. Protéine & activité uréase du type de celle exprimée chez C.pylori et ses fragments peptidiques,
correspondant, selon le code génétique universel, aux séquences de nucléotides selon I'une quselcon-
que des revendications 1 & 10.

50 15. Protéine 3 activité uréase du type de celle exprimée chez C.pylori, telle qu'obtenue par transformation
de cellules h8tes au moysn d'un vectsur recombinant selon la revendication 11 ou 12, mise en culture,
dans un milieu approprié, des cellules hdtes transformées et récupération de l'uréase & partir de ces
cellules ou directement 3 partir du milieu de culture.

56 16. Anticorps polycional ou monoclonal, caractérisé en ce qu'il est dirigé contre tout ou partie de la
protéine, ou de ses fragments, selon la revendication 14 ou 15.

” IR TR
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The 1 nvention al so concerns the use of these priners in the above-nenti oned
In vitro diagnosis 26 nethods, for the prelimnary anplification of the
quantity of nucleotides of C gpybérésags kely to be contained in the

bi ol ogi cal speci nen according to the above-descri bed specinen. 5

The invention also relates. to the reconbinant vectors of

expr essi dh Anticorgs poiyclonahion gnonoctanpla bdrectériséo bn e am'Hl fest ditigég cantre dgub ov Paitiatde oSt
cel | cont ai séfivenceadéternyinéerngr tes efides aminés sitvés alix positions 108 b 338rdedin sdauence] ¥l tsplom |

to, or derlptesendicgtionfy the above-nentioned nucleotidic 10 sequences
V, VIl and I X. The invention al so concerns a protein productlon process

cor r eshoit®i $pgde ge Sf‘?"“@ﬂ CTS%fﬁ"s‘%fe"t $ocaugle FRmPreRdHN SRAUANCe AP GIEtides selon\Jlung  5n(
X, the sai o 'F?S‘EE"S‘?SWPRS'PF@P?]{J t"l’le transfornatlon of approprl ate host cells

15 r g-il Ihos c d above) NS neh Bn y i, oned
vect ors, §' e( Eﬁ% d§|g ?ﬂﬂ% 483 LIISWQQ %’??5

. cases, by aeﬁﬂ'en'lrl

iny
- ventu Eﬁélﬁ th?l ? Bn |'l;ll_\lg glpo(ﬁéxe éjegfrévggad ca-
pr ot ei i produc dié contentie § n C QMR
anpl i fication % ttneJt §s o GG émlfé%edm ede'?ad ﬁengéa btﬂgs ' S

sought, this sk, bd?tgé FRhdrhi® Mautwn db labiBEB queRiéRie Fich i nvention in
accordance wi.t ia nhisoncddMY& b %cfnadt.mﬁ%.owgfasee&ﬁmer%éme avec une sJAae nmbfmsde QBlor| SO
concerps the prlnAdiatishess, dirdlde® CoidRibidSpermicRbitda Pidduchish PROMATPIRRS 'hybk&don

nucl eoti di C Segumenis ladittl¥ondeldY Bdisl sSduieita db nGdlofide y concer ns the
above- descr i ber détettion dasusalt dmgles diybadatdn. 87kDa,

o 20. Procédé de dépistage in vitro de la présence éventuelle de C. pylori dans un échantillon biologique
20 susceptible de le contenir, caractérisé en ce qu'il comprend :

- la mise en contact de I'échantillon avec un anticorps selon la revendication 16 ou 17, dans des
conditions permettant la production d'un complexe immunologique formé entre la protéine &
activité uréase produite par C. pylori et cet anticorps, et

- la détection du complexe immunologique.

Nt

25
21. Nécessaire ou trousse pour la mise en oeuvre d'une méthode de dépistage in vitro de la présence
éventuelle de C. pylori dans un échantillon, caractérisé en ce qu'il comprend :
- une quantité déterminée d'une sonde nucléotidique selon la revendication 18,
- avantageusement un milieu approprié & la formation d'une réaction d'hybridation enire la

~ 30 séquence & détecter, et la sonde sus-mentionnée,

- avantageusement des réactifs permettant la détection des complexes d'hybridation formés entre

la séquence de nucléotides et la sonde lors de la réaction d'hybridation.
22. Nécessaire ou trousse pour la mise en oeuvre d'une méthode de dépistage in vitro de la présence

35 éventuslle de C. pylori dans un échantillon, caractérisé en ce qu'il comprend :

- une quantité déterminée d'un anticorps selon la revendication 16 ou 17,
- avantageusement un milieu approprié & la formation d'une réaction immunoclogiqus entre au
moins une partie d'une protéine & activité uréase produite par une souche de C. pylori et

N I'anticorps,

40 - avantageusement, des réactifs permettant la détection des complexes immunologiques formés
entre au moins une partie de la protéine uréase et I'anticorps lors de la réaction immunologique.

23. Utilisation en tant qu'amorces dans des techniques d'amplification d'ADN, de type PCR ou autre, de

deux séquences de nucléotides d'environ au moins 20 nucléotides, comprises dans I'une des

45 séquences selon I'une quelconque des revendications 1 & 10 et distantes de 200 3 250 nucléotides

environ, I'une des séquences étant capable de se lier & I'extrémité 5' d'un brin de la séquence &
amplifier et la deuxidme séquence 4 I'extrémité 3' de I"autre brin.

24. Composition pharmaceutique caractérisée en ce qu'slle comprend des anticorps selon la revendication
50 16 ou 17 en association avec un véhicule pharmaceutiquement acceptable.

25. Composition immunogéne caractérisée en ce qu'elle comprend tout ou partie d'une protéine selon la
revendication 14 ou la revendication 15 en association avec un véhicule pharmaceutiquement accepta-
ble.

55

26. Composition selon la revendication 25 caractérisée en ce qu'elle comprend tout ou partie de la
séquence délimitée par les acides aminés situés aux positions 206 ot 338 de la séquence Vil selon la
revendication 9.
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27 sequence VI of 26kDa and sequence VIII of 61kDa, and their fragments.
The i nvention al so concerns the polyclonal or nonoclonal antibodies
directed against all or part of gpp3stless Blpove-descri bed pol ypepti des and
l-i kely to forman inmunol ogic conplex with them In particular, t he
I nvention concerns t he anti bodi es, notably nonocl onal, obtained by
means d¥almspepti de sequence of at | east approximately 10 to 15 10 anm no
acids of sequence VI or of sequence VIII. Preferred nonocl onal antibodies
of t he 1 n$egyprca pf Aucieotijop chargstprizagin that it camprisesy in ite strucyre g (gadirgospgeaneeior ani t ed

y the anf"i‘ﬁ?‘"al’t! éygeagq qctivity spch g5 expressed RynC:pyjaris or-ip dhabib iy capablec heipt-lybidiaed . nor e
es peé i al | g@rﬁ%‘l‘é '"9 SBAYPILe "él‘?htﬁ%e’ﬁ@%ﬂqé“ Bfm@%sbggﬁh@'%&iﬁ‘éhcBs‘b@'"“a'ﬂ') Yeast

appr oxi ma megly; -4 T alo - Voa ?%Wﬂl"ﬁ‘ﬁﬁ‘ tehinFiregequence | i m ted by
t he am o d |t U Ied at 03| .uenc

i nvent I%nsg nogo? ucht%destac Eﬁ a@fte tm ji?ﬁf"nédrg cw ’HI es to
|rrpl ment 4

for |agng§,le O%Qp mkﬁ\ el&l on n | ndi Vi aﬁa " ' %5% 'tea

i nvention concerns I mrunogeni ¢ conp05|t|ons conpr|S|ng all or

part ofst h&:oﬁbiﬁéfﬁnuc%'éﬂdes SUBrc, RREacRALAANE Mt ifl&prisdB d sbdbiemtd abdordiHg@s oﬁsl dr Or
part of aofiétoyfiné i 62, SQBASHOA al pomoRs whith i BaBEbitontRMhdRe Rankstiplichtht b
POSi isi ONS seiiéhcé) AR SORA B3ding SEHIBIES for Yo lidrminktion SiSRaRr fib r@idciptisn) a
pharmaceutically acceptabl e vehicle. 28 Such i nmunogeni ¢ conpositions

may be Ais8ehuarse vhicisotiiec aopdisg toionesf disimgdT \3 biiardd@ridell n thatfitels tdpatile 6 boing
| nd| Vi duahybligize@.witp ¢ Inanisotidiclvebe formady feom the Bequerab Baving: concer ns phar maceuti cal
' - the following chain (I} of nucleotides:

.../ 20

26

30

50

s

20



5. ~conpositions conprising one (or several) antibodies such as
descri bed above, and in particular, antibodies likely to form an

i mmunol ogi c conplex with all or Eprd3erfedsBy pepti de sequence limted by the
am no acids situated at positions 206 and 338 of sequence VIII, in 10
association wth a pharmaceutically acceptable vehicle. Such pharmaceuti cal
conposi ti ons; erdadplidiving chain (Vink nideplides:i on, nmay be used in the treatnent of
pat hol ogies linked to the infection of an individual by C pylori, notably
gaStrItI{b' and gastrlc and duodenal ul cers. 15 Cther advantages and
char act eTyn ¢ g N9

cloninfg O
activity ¢
expressi Of
nucl eot i Qi
s ma 0
fragnment 25
I nformat i

29 - Fig 5

5 kb of IGERIHERARRTGE
The: one oS RL IRt
The chro

generate f f Qi . gighbt - X |

of t hi : gea<iolah Saaile O %) -0
\di'geStionMMImcrmb o resmmﬁ%&pfj%%&%wmmm
s '

25

30

35

50

55
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deposi ted on sucrose gradient in such a way as to isolate selectively
fragnents of digestion conprised between 35 kb and 45 kb. 1.5[err] of these
fragnents is 15 ligated in viitgpoBer g4eBphuttl e cosm d vector plLL575

| i neari zed by t he endonucl ease BanHl , and dephosphoryl at ed.
pl LL575 was constructed fromthe shuttle cosm d plLL550, described by

Labi gne- Rouss ef thefoliqingichaing (VIR piclepides:.  169: 5320- 5323 (1987), into which
20 was inserted the "cos" 'site of the I|anbda phage (fragnent Bgl
Il of 1,7 kb of pERGL53 inserted at site Pvu Il of plLL550); like this
cosnid,‘it ma thus be nDblllzed by conj ugati on, code for a resistance to
kanarrfl ARAR T2 \TT . v A

and is
replic
ot her YGAN
package
tran? eey w ]

conpl enRITTATAAR
I medi ;
bank 1 '

E. coli
t hese
coli t

\Each of %Eese

N, #n

25

30

35

50
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- or the chains of nucleotides which are complementary respectively to the afore-mentioned chains

(H () (v) and (ViI).

————
—
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Canpyl obacter jejuni occurs. One cosmd is isolated out of 106 carrying
genetic information which gives Canpyl obacter jeJuni C31 the ability to
produce a urease. The size ppodeitasB1 reconbi nant cosmd (11D2) is
54 kb. Figure 1 represents the relative position of the sites cleaved by

t he restri ction endonucl eases Pstl, BanH, Smal and EcoRl on this sequence.
25  2) 5.| §equenceio pucleotitle® Ehatapteriage imciiiat Jt comprigesi a ehdin of muclettides radiogoicaim &f
urease in Canipyhablirceanstitytag) byrat lea8iped bihis etrinfhantits eble tesrecogeizeemenuivocally tieed
out by per f 8iepangRyof a spqugpgetapcordingdertllmeNR 3.1 D2 prepared in E. 31 coli,
parti al d| gestlon by endonucl ease Sau3A so as to gﬂenerate partial digestion
fragmefit g g‘ﬁﬁ?*@°§<‘E?"P§§’°’PH‘9k‘E?°°’q‘Pﬂat°ﬂiﬁ'ﬂﬂﬁ%’éﬁ paneticrode dqcthe fellowing@imines t
hybri d cosnf (ﬁe E‘if Mk E coli which confers the abi lity to 5 produce a
urease after its transfer by conjugation to receptor Canpyl obacter. Qut of
the 37 tested, 4 plasnmids carry the |nformat|on reqwred for the expression
of 'vm.(- LEQ ISSOXTVA RNLAIKEY #) RICOKE VEEIOVRENK
pl LL59¢ ( _ [ striction maps of these four
hybri ds WWWW%% of nucl eotides of 4.2 kb
common to the four hybrids, suggesting that this is the region required for
the 15 expression of the wurease. A nunber of deletions, confirmng
‘these 15C ICBotfubried 9t nucld&tiiés coﬁéﬁ’pf)ﬁfnﬁ%cor&ﬁj‘ to tHel ueivérSal aénetlc': dodd) tRhd foﬁﬁﬁlelamﬁﬁt I
of plLL590 uads sequentedw):a probe in hybridization with the total

pylori 20 85P so as to ensure that the different restriction fragrrents
gener at ed with BanH and Hindl Il from pl LL590

Ny » NTTPEMAKSINSVAVKP LRERSQWNP SKEELDLI TNALIVDY TGIYKADIGIKDGK
e TG GKGRNKIMDGVKNNL SVGRATEAL AGELIVIAGGIDTHIHF T SPQOIPTAFRSG

vmnmmmnmmmmmmmmm
ARAIGKIHEDWGTTPSAINHA

25

8. Sequence of nucleotides corresponding, according to the universal genetic cods, to the followmg amino
U acids sequence (VI):
30

45 9. Sequence of nucleotides corresponding, according to the universal genstic code, to the following amino
acids sequence (Vill):

50

65
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“were present in 85P. The results obtained show tha{——fhe—sequence of 8 kb

present in plLL590 was not rearranged in the cour Mn
cloning steps. 25 3) Sequencegpip 3s7Gue sl des of M‘ g ‘““““‘E at ed
with the expression of the urease. 32 The sequ cof LT rgnent” Hi ndl I |
lying between Sites H2 and H3 corresponds to the sequence of 294

nucl eot iyjdes of the chain (1). The ensui ng sequence of 610 nucI eoti des of

the 5 Wm § and Bl
(Figure e 10

or ;W@@%&?@M&Wﬁﬁmﬂm ati on
b1 of ERVAPATRALSUEALIV AR FISEAQPTAEASAYTTRIGGRTERAD, oo e,
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20 VLWSPAFFGVKPNMIKGGFIALSQMGDANASIPTPQPVYYREMFAHHGKAKYD

ANITFVSQAAYDKGIKEELGLERQVLPVKNCRNITKKDMQFNDTTAHIEVNPETY

- PNFVDGKEVTSKPANKVSLAG.FSII:,‘_’

10. Sequence of nucleotides, according to any one of claims 1 to 9, characterized in that it carries the
30 information required for the production of a protein with urease activity, or of fragments of this protein
which are capable of forming an immunological complex with antibodies respectively against the

protein with urease activity as expressed by C.pylori, or against fragments of this protein.

11. Recombinant vector, notably recombinant plasmid or cosmid, capable of transforming an appropriate
35 host cell, the said vector containing a sequence of nucleotides according to any one of claims 1 to 10,
possibly under the control of regulatory elements allowing the expression of the fragment in the host

cell.

N 12. Plasmid pllLL590 carried by strain E.coli $17-1 registered at the CNCM on 16th August 1988 under
’ 40 number 1-795.
13. Micro-organism strain transformed by means of at least one vector according to claims 11 or 12 or by
means of a sequence of nucleotides according to any one of claims 1 to 10.

45 14. Protein with urease activity, of the type expressed in C.pylori and its peptide fragments, corresponding,
according to the universal genetic code. to the sequences of nucleotides according to any one of
claims 1 to 10.

15. Protein with urease activity, of the type expressed in C.pylori, such as obtained through the transforma-
§0 tion of host cells by means of a recombinant vector according to claims 11 or 12, culturing, in an
appropriate environment, of the transformed host cells, and recovery of urease from these cells or

directly from the culture medium.

16. Polyclonal or monoclional antibody, characterized in that it is directed against all or part of the protein or
55 its fragments, according to claims 14 or 15.

17. Polyclonal or monoclonal antibody, characterized in that it is directed against all or part of the sequence
determined by the amino acids situated at positions 206 and 338 of sequence Vill, according to claim

24
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Process for in vitro screening of the possible presence of C.Ezlori in a sample likely to contain the said

C.pylori, i, characterized in that it comprises:

- the coming into contact of the sample with an antlbody according to claims. 18 or 17, in
conditions allowing the production of an immunological complex formed between the protein with
urease activity produced by C.pylori and this antibody, and

- the detection of the immunological complex.

Necessary material or kit for the implementation of a method for in vitro screening of the possible
presence of C.pylori in a sample, characterized in that it comprises:
- a given quantity of a nucleotidic probe according to claim 18,
- advantageously, an appropriate medium for the formation of a hybridization reaction between the
sequence to be detected and the afore-mentioned probe,
- advantageously, reagents allowing the detection of the hybridization complexes formed between
the sequence of nucleotides and the probe during the hybridization reaction.

Necessary material or kit for the implementation of a method for in vitro screening of the possible
presence of C.pylori in a sample, characterized in that it comprises:

- agiven quantity of an antibody according to claims 16 or 17,

- advantageously, an appropriate environment for the formation of an immunological reaction
between at least a part of a protein with urease activity produced by a strain of C.pylori, and the
antibody.

- advantageously, reagents allowing the detection of the immunological complexes formed between -
at least a part of the urease protein and the antibody during the immunological reaction.

Use as primers in amplification techniques of DNA, such as PCR or other types, of iwo sequences of
nucleotides of approximately at least 20 nucleotides, included in one of the sequences according to any
one of claims 1 to 10 and approximately 200 to 250 nucleotides apart, one of the said two sequences
being capable of attaching itself to 5' end of a strand of the sequence to be amplified, and the other
sequence being capable of attaching itself to 3' end of the other strand.

Pharmaceutical composition characterized in that it comprises antibodies according to claims 16 or 17
in association with a pharmaceutically acceptable vehicle.

Immunogenic composition characterized in that it comprises all or part of a protein according to claims
14 or 15 in association with a pharmaceutically acceptable vehicle.

Composition according to claim 26 characterized in that it comprises all or part of the sequence marked
by the amino acids situated in positions 206 and 338 of sequence VIII according to claim 9.
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aci d ‘chain of the natural pol ypepti de, according to the principle described
in Proc. Nat. Acad. Sci. USA 80; 7461-7465, 1983 —ctomng of the DNAs

thus obtained in an appropriate gPg3spleaggyd vect f the
desired nucleic acid by hybridization with an appﬂm{r@“mﬂﬂu&mm
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sequence, characterized In that |t conprlses a sequence accordlng to one or
ot her ofs, CRékoMBinahteONucieoticdBsueHz! Bddafdn \YblleRnzBicite ARY §5 eine \Maidohz genhdB o ﬁpé’é?l e
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codi ng seqseer kontioMéren kdnﬁl&md mht@inBil DNK-Sed0onz, did ﬂﬂ?&rﬁmaﬂoﬁé‘sngnal& & Transkription

transcri pt kodiart. 30 111111 11111111 1111

4. Nucleotidsequenz gem#B einem der Ansprliche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB sie mit einer
O Nucleotidsonde hybridisieren kann, welche ausgehend von einer Sequenz mit
\.,.. 20 ~ der folgenden Kette (1) von Nucleotiden

25

30

35

50

oder der folgenden Kette (V) von Nucleotiden
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xr o C L M S * 4, Sequence of nucl eotides accerdi-ng—to one of
clainms 1 to 3, characterized inthat it is capabl e of bei
a nucleotidic probe forned from tgeo38fefBe havi ng lm “"Eﬂ ')l mng

er

chain (1) of nucleotides: 10 15 - or the foIIovmng

nucl eoti des: 20 25 30 or the follow ng chain (V) of nucl eoti des: 31 15
20 - or we followng chain (VI1) of nucleotides: 25 30 32 5 10 15 20 25
3 0 1710  amRRAC TR AR AT T ATAA T CATEC TOACTACOCTGRRAATT y

70

15

20

N
ey

oder der folgenden Kette (Vll) von Nucleotiden

30

35

55
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respectively to the afore-nmentioned chains (1) (1) ﬁlg_jyl_4AA+&——f%“
Sequence of nucl eotides characterized in that 5 it conprises a

nucl eoti des according to claim4gpQraer@adBat it is c “m‘“ B g&‘!\ east
part of this chain when it 1s able to recognize uneqx“ml sence
of a sequence according to clains 1 to 3. 6. Sequence ¢ of nucleotldes
corresponding, 10 according to the wuniversal genetic code, to the
follomnﬂg am no aC|ds sequence (rrr): 15 7. Seouence of nucleotldes

foll ow
nucl ebt
to

50 1710

oder von Ketten komplementarer Nucleotide bzw. jeweils von den obengenannten Ketten (1), (1,
565 {V) und (VII) gebildet ist.

5. Nucleotidsequenz, dadurch gekennzeichnet, da8 sie eine Nucleotidkette geméB Anspruch 4 enthilt
oder daB sie aus mindestens einem Teil dieser Kette besteht, soweit sie zur eindeutigen Erkennung der
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20. $69 . 10. Sequence‘“f nucleotldes
according to any one of clains 1 to 9, characterl zed mmﬂ“‘\ﬂm‘\es t he
information required for the prodygto 967 éxs ey proteln ' ity,
or of fragnents of this protein 25 which are capabl e *of ¢f oknihg an

I mmunol ogi cal conplex with anti bodi es respectively against the protein with
ur ease - act i Anwesenheil oinsnSegusne geniiip elem wbroAnspriichen biagcefibipt iftr agnment s of this
protein. 11. Reconbi nant vect or, not abl y reconbi nant 30 plasmd

or cosnfd, Nucleptigpagueng entspsgchendigem depy vnivaggalen genetisghon Gpda der flghnsien Sequend (Jif)

the said vedPBﬁmMEﬁHPﬁlnlng a sequence of nucl eotides according to any one
of claifs 1 to 10, possibly wunder the control of regulatory

el enent s allomnng the expre55|on of the fragnent in the host cell. 12.
Plasm d pl&ILS 2 : R PENNCATCDMEY BRI KCM on
16t h Augumm o-organi smstrain

transfqgmed by neans o Y?SFSEEP one- vector according to clainms 11 or 12 or
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10. 10 14. Protein with wurease activity, of the type expressed
in  C pyl @rinuciBsidseqlidns enWBénquemﬁ TR brSalenCdohdtEhB Bole Mr fo gQr[ &l U&zgl%t he
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one of s¢lains 1 to 10. 15 15. Protein with urease activity, of
the type expressed in C pylori, such as obtai ned through the

{ rans or TAMITPEPAKSINEVAVKPE RERMEANE mmmm: 'ng to
clains 11 I n an arorlate envi ronnen

{ ransf or

dipect by wmmmnsmummmm
MCATGEKTHEDWGTTPSATNKA

25
8. Nucleotidsequenz entsprechend gem&8 dem universalen genetlschen Code der folgenden Sequenz (V1)
von Aminos&uren:

30 |
MKLIPKEL DKL MLEYAGET AKKRKEXGIKINYVEAVALISAHTMEFARAGKKTAART MOE
GRTLIKPLOVMOGVASMITHEVGIEAM PDGTKLVIVHIP IEANGKLVPGELF LREDITT

35
mmmmm@mmmmmmm

| EXSVELIDIGINRRIFGENALVDROAINESKKIALARAKERGE HGRAKSIINYVKTIKE

40

9. Nucleotidsequenz entsprechend gem4B dem universalen genetischen Code der folgenden Sequenz
(Vi) von Aminos&uren:
45

50

55
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fromthe culture medium 16. Polycl onal or monoclepal—
anti body, characterized in that it is directed against all o he
protein or its fragments, accordigpg 467 edpB1C! @i M5 14 0 \“ﬂ‘\“ﬂ“iﬂi\ j) g\on;ﬂ
' e
L

or- nonocl onal ant i body, characterized in that
against all or part of the.sequence determ ned by the am no aci ds situated
at positijons 206 and 338 of sequence VIII, 30 accordl ng to claim9. 18.
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28 , 569

10. Nucleotidsequenz gemiB einem jeden der Ansprliche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB sie die

30 Information trigt, welche flir die Produkfion eines Proteins mit Ureaseaktivitit oder Fragmenten

desselben, die einen immunologischen Komplex mit AntikBrpern jewsils gegen das Protein mit

Ureaseaktivitdt, wie es von C.pylori exprimiert wird, oder gegen Fragmente desselben bilden k&nnen,
erforderlich ist.

ss 11. Rekombinanter Vektor, insbesondere rekombinantes Plasmid oder Cosmid, der eine geeignete Wirts-
zelle transformieren kann und der eine Nucleotidsequenz gemé#B sinem jeden der Anspriiche 1 bis 10
enthiit, gegebenenfalls unter der Kontrolle von Regulationselementen, die die Expression dieses
Fragments in der Wirtszelle gestatten.

40 12. Plasmid pILL590, getragen vom Stamm E.coli $17-1, hinterlegt am 16. August 1988 unter der Nummer
I-795 bei der C.N.C.M.

13. Mikroorganismenstamm, transformiert mit Hilfe mindestens eines Vektors gem#8 den Anspriichen 11
oder 12 oder mit einer Nucleotidsequenz gem&B sinem jeden der Ansprliche 1 bis 10.

14. Protein mit Ureaseaktivitdt vom Typ des bei C.pylori exprimierten und seine peptidischen Fragments,
entsprechend gem38 dem universalen genetischen Code den Nucleotidsequenzen gem&B einem jeden
der Ansprliche 1 bis 10.

50 15. Protein mit Ureaseaktivitdt vom Typ des bei C.pylori exprimierten, erhalten durch Transformation von
Wirtszellen mittels eines kombinanten Vektors gem#B den Ansprlichen 11 oder 12, Kultivierung der
transformierten Wirtszellen in einem geeigneten Medium und Gewinnung der Urease aus diesen Zellen
oder direkt aus dem Kulturmedium.

65 16. Polyklonaler oder monoklonaler Ahtik6rper, dadurch gekennzeichnet, daB er gegen das ganze oder
einen Teil des Proteins oder seine Fragmente gem#B den Ansprlichen 14 oder 15 gerichtet ist.
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contain the said C pylori, characterized in that™it conprises: - the com ng

into contact of the sanple with an antibody accor m;“mL
in conditions 25 allow ng the prgpiygés 6ma B1of anﬂ“‘“mu“mn npl ex
formed between the protein with urease activity produéced-by"C. yI ori and

this antibody, and - the detection of the inmmunol ogi cal conplex. 21.
Necessary 17. Rulykienalep loder roanoklonilet Antikdrbesr dadurich gel®gnzeichnet. alaf At grded diecganzp efst hod
for in vitr ceineorEsiindengonfden Hie depResitiapere 206 uad 3R cler Spquerz V| aemAB Angpruch 9
sanpl e, charaageosinpisrfminpsiurpm bestimmigp fpruprggrichtet istc L M S a given
gquantity of a nucleotidic probe according to clai oggant age 'z
o appt o Bl edhigh aSHESFTPER th oar NIRRT S, PeBE

bet ween t he @I‘sP'g‘é‘adé’ﬁcguf“f? be det ect ed and the afore-nentioned probe,

?gﬁréigg(w ' %ga %hsvfeﬁl b O n ﬁ = de% eetct b § h‘S- Qy Ldodll r&%uéhg oo
the hybrl di z herihY Verma et§ ] ﬁ:em ﬁrdbraAn lErt]ch@'ﬁ bis k' t

ebenenfalls vorherige Vermehr e

for t'e i npl e&?%?easf&#h géﬁ he ﬁ"'ﬂ'abj Qerf'ndep !t é)voﬁcﬁrﬁ\%m 8 efbrsdi@n das 5
possi bl e presepif yidl anabrersf %'das':ﬁEnd% ded rén Sﬁéﬁaésa%mdc%&ﬁséqﬂe&meht
conprises: - a @& quantity of an antibody according to clains 15 16 or
17, - advant age@ﬁb‘éh\%enbﬂﬁbeﬂp&éf' QBbrigadafntéhN Biolo@ERBH Prob it bifer! RuclsBfidsénde Qlemam
i mmunol #9i cal 1 aablknie Bidr\HRERguAgen| HiaTle BRAUNGeine®Ewisthé Ger @brianmén $onds eraisder
activity producgéhaRitenaNublbstidseduent aisgébiidetsni Hybiditbrinpskorapléxed gattatter?0 -
advant ageous| y, Erkérasycdes Genamrtdnalybitdisicringskdapiees.i on of t he i nmunol ogi cal
conpl exes fornmed between at |east a
W 20. Verfahren zum Nachweis in vitro der Anwesenheit von C.pylori in einer dieses mdglicherweise
W 20 enthaltenden biologischen Probe, dadurch gekennzeichnet, daB es folgendes umfast:
~ - Zusammenbringen der Probe mit einem AntikSrper gem#8 dem Anspruch 16 oder 17 unter

Bedingungen, die die Bildung des immunologischen Komplexes, ausgebildet zwischen dem

Protein mit Ureaseaktivitéit, gebildet von C.pylori, und diesem Antik8rper, gestatten

- Erkennung des immunologischen Komplexes.

25
21. Necessaire oder Kit flir die Durchflihrung eines Verfahrens zur Erkennung in vitro der mdglichen
Anwesenheit von C.pylori in einer Probe, dadurch gekennzeichnet, daB es folgendes umfaBt:
- eine vorbestimmte Menge einer Nucleotidsonde gem#B8 Anspruch 18,
- vorzugsweise ein geeignetes Medium flir die Ausbildung einer Hybridisierungsreaktion zwischen
30 der zu erkennenden Sequenz und der obengenannten Sonde,
- vorzugsweise Reaktanten, die die Erkennung der zwischen der Nucleotidsequenz und der Sonde
ausgebildeten Hybridisierungskomplexe im Verlauf der Hybridisierungsreaktion gestatten.

22, Necessaire oder Kit flir die Durchfllhrung eines Verfahrens zur Erkennung in vitro der mdglichen
35 Anwesenheit von C.pylori in einer Probe, dadurch gekennzeichnet, daB es folgendes umfaBt:
- eine vorbestimmte Menge eines Antikérpers gem#B den Anspriichen 16 oder 17,
- vorzugsweise ein Medium, das zur Ausbildung einer immunologischen Reaktion zwischen minde-
stens einem Teil eines Proteins mit Ureaseaktivitit, geblldet durch einen Stamm von C.pylori, und
x_{ dem Antikdrper geeignet ist,
' 40 - vorzugsweise Reaktanten, die die Erkennung der zwischen mindestens einem Teil des Urease-
proteins und dem Antik8rper im Verlauf der immunologischen Reaktion gebildeten immunologi-
schen Komplexe gestatten.

23. Verwendung als Primer in DNA-Vermehrungstechniken vom PCR-Typ oder anderen von zwei Nucleo-

45 tidsequenzen mit mindestens etwa 20 Nucleotiden, enthalten in einer der Sequenzen gem&8 einem

jeden der Ansprliche 1 bis 10 und angeordnet im Abstand von etwa 200 bis 250 Nucleotiden, wobei die

eine der Sequenzen an das 5-Ende einer Kette der zu vermehrenden Sequenz und die andere
Sequenz an das 3'-Ende der anderen Kette binden kann.

s0 24. Pharmazeutische Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, daB sie AntikSrper gem3B8 dem An-
spruch 16 oder 17 zusammen mit einem pharmazeutisch vertréiglichen Trager umfaBt.

26. Immunogene Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, daB sie das Ganze oder einen Teil eines
Proteins gem#B8 Anspruch 14 oder gem#8 Anspruch 15 zusammen mit einem pharmazeutisch vertragli-
85 chen Triger umfaBt.

26. Zusammensetzung nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB sie die ganze oder einen Teil der
von den an den Positionen 206 und 338 angeordneten Aminoséuren der Sequenz VIl gem48 Anspruch
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part of the urease protein and the anti body during the inmmunol ogi cal
reaction. 23. Use as prinmers in anplification techniques of- 25——Eﬁwr—such

as PCR or other types, of two.segpaygersaaBinucl eotides of a
| east 20 nucl eotides, included in one of the sequence Elﬁ@“ﬂg“g‘” one
of claims 1 to 10 and approximately 200 to 250 nucleot

the sai d t RAdbegrerpipePeauonemfefly 30 capabl e of attaching |tself to 5 end of a
strand of the sequence to be anplified, and the other sequence being
capable of attaching itself to 3" end of the other strand. 38 24.

Phar maceuti cal conposition characterized in that it conprises antibodies
accor&ing to clains 16 or 17 in association wth a pharmaceutically
accept abl e vehicle. 5 25. I munogeni ¢ conposition characterized in
that it conprises all or part of a protein according to clainms 14 or 15 in
association with a pharmaceutically acceptable vehicle. 26. Conposition

accor gj ng to claim 25 10 characterized in that it conprises al
or part of the sequence narked by the amno acids situated in
positions 206 and 338 of sequence VIII according to claim9.
16
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