Descri ption The present invention concerns a nethoed for identifying
secretory genes and in particular adherence genes .from Hel i cobacter pylori
In ﬁqdition the invention concerns a gene bank suitable for identifying
secretory genes fromH. pylori, polynucleotides and pol ypepti des obtai nabl e
fromthis gene bank, in particular the al pA- gene from Helicobacter pylori
and the pol ypeptide which it codes. These pol ynucl eoti des and pol ypepti des
can be used to diagnose, prevent and treat a Helicobacter infection.

Description

The present invention concerns a method for identifying
secretory genes and in particular adherence genes from
Helicobacter pylori. In addition the invention concerns
a gene bank suitable for identifying secretory genes
from H. pylori, polynucleotides and polypeptides

~ obtainable from this gene bank, in particular the alpA-
gene from Helicobacter pylori and the polypeptide which
it codes. These polynucleotides and polypeptides can be
used to diagnoée, prevent and treat a Helicobacter
infection.

The occurrence of spiral bacteria in the human gastric
mucous membrane has been known for a long time
(Bizzozero, 1893). The fact that these are pathogenic
germs was, however, not realized until the successful
isolation and culture of this bacterium by Marshall and
Warren (Warren and Marshall, 1983; Marshall et al.,
1984) from the gastric mucous membrane of a patient with
a gastric ulcer (ulcus ventriculi). As the first
analyses showed the isolated microorganisms were gram-
negative, spiral bacteria with an extremely high
motility and the unusual ability of being able to
survive in a strongly acidic environment (up to ca. pH
1.5). The germs which were originally denoted
Campylobacter pylori were finally classified on the
basis of biochemical and morphological characteristics
in the newly established genus "Helicobacter" (Goodwin
et al., 1989).

The importance of Helicobacter pylori infection and the -
implications: of this discovery already became clear
within a few years. Epidemiological investigations by



The occurrence of spiral bacteria in the human gastric nucous nenbrane has
‘been known for a long tine (Bizzozero, 1893). The fact that these are
pathogenlc germs was, however, not realized until the successful isolation
and culture of this bacteriunlby Nhrsh&i_fﬁgiVﬂrren (Warren and Marshal |,
11983; Marshal | et al., 1984) fromthe gastric nmucous nenbrane of a patient
with a gastric ulcer (ulcus ventriculi). As the first analyses showed the
i sol ated m croorgani sns were gram negative, spiral bacteria with an

Sth[ regﬁlg?/yh;ghd&?awoﬁ hﬁﬂ%l?&wqqm ) pidviddy t@ﬂ‘aﬁﬁﬂiﬂég mblgglorisurvive in
I di,c”envi,ronnmen e _ger, wer e
originally denot®f m%ﬁr @%ﬁéﬂlycaaé?f’ﬁgf%%e
batSI E | of hbld oche gopai |la|&d1d>rigﬁfrré”ld.lnﬂydﬁiid ahiha dtheirs saaamanmm,he:heevm y
est abl i shed genys i cobagt er” dwi, n et al JRY tehce
of Helicobacter Ig‘% qrhfr@c léWd?} mp éﬁael ons 0 ptth éiscoveérasny
al ready becane thear im tindustrializest s:o@}fhniaﬁ-oll'bg:ltémmqmgﬁ ges ons by
observed that the probability of a chronic H. pylori
infection increases drastically with increasing age.
Hence the H. pylori infection is among the most frequent
chronic bacterial infections of humans.

Today it is known that the infection inevitably leads to
the induction of a bacterial gastritis (type B
gastritis) in humans. Moreover it is assumed that H.
pylori also plays a causal role in the development of
gastric and duodenal ulcers (ulcus ventriculi and ulcus
duodeni) as well as some forms of gastric carcinoma
(adenocarcinoma) (Lee et al., 1993; Solnick and
Tompkins, 1993). Even the MALT (mucosa associated
lymphbid tissue) lymphomas of the stomach which occur
more rarely and are regarded as a precursor of B cell
tumours of the immune system afe also presumably a
result of H. pylori infection. An antibacterial
treatment of such patients with the successful
eradication (total elimination) of H. pylori leads to a
healing of gastric ulcers as well as of low grade MALT
lymphomas (Sipponen and Hyvédrinen, 1993; Isaacson and
Spencer, 1993; Stolte and Eidt, 1993).

A sequel of a long-term infection with H. pylori is
atrophic gastritis, a degeneration of the mucous, acid
or pepsin-producing cells of the stomach epithelium
which has to be regarded as a pre-cancerous lesion.
According to statistics of the types of cancer which
occurred world-wide most frequently in 1980, gastric
carcinoma is in second place but with a declining



- 2- Jaylor and Bl aser (1991) showed that the H pylori infection occurs
wor | d-wi de and that ca. 50 % of the population are infected with this
bacferium the infection rate being higher in the devel oping countries than
in industrialized countries. Furthernnrgjﬂ:;mas observed that the
probability of a chronic H pylori infection increases drastically with
Jdncreasing age. Hence the H pylori infection is anong the nost frequent
chronic bacterial infections of humans. Today it is known that the
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%B recently shown a stafistically significant correlation
between H. pylori infection and the occurrence of
gastric carcinoma (intestinal type); both came to the
conclusion that ca. 60 % of all gastric carcinomas that
occur are probably due to a H. pylori infection
(Parsonnet et al., 1991; Nomura et al., 1991).
Furthermore investigations by Sipponen (1992) show that
in many industrialized countries more than 20 % of
infected persons contract an ulcer of the stomach or of
the duodenum during their life whereas this risk is
negligibly small in persons with a normal gastric
mucosa. This means that these frequent gastro-duodenal
diseases must be regarded as infectious diseases and
treated appropriately (Alper, 1993). A treatment which
eliminates a chronic H. pylori infection that is already
present leads to a healing of a gastritis, a gastric or
duodenal ulcer or a MALT lymphoma. Thus a prophylactic
treatment which prevents a H. pylori infection (e.g.
immunization) as well as a treatment which eliminates a
H. pylori infection that is already present can be used
to treat these frequent gastro-duodenal diseases.

Apart from some higher primates, humans were previously
the only known natural host for H. pylori. The
relatively recent discovery that the domestic cat can
also be infected with H. pylori throws new light onto
the question of transmission and a possible reservoir
for the bacteria outside the human organism. The
occasionally successful culture of H. pylori from the
faeces of infected persons and the ability of the
bacteria to survive for months in water support the
hypothesis of a faecal-oral transmission. Also direct
oral-oral transmission is regarded as probable on the
basis of family studies. The infection usually occurs in
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carcinoma i s i nasddostomamhe lmnenni (Pl a-¢9cl Heneg the survival of the
bacteria is made possible by the production of the
enzyme urease which leads to cleavage of the urea that
is present and thus to a local neutralization of the
acidic pH value in the stomach. By means of chemotactic
orientation and flagella-dependent motility the
microorganisms then move into the bicarbonate-buffered
mucosal layer of the antrum region of the stomach which
is in fact their natural habitat. Here they are in a
unique ecological niche which, due to the acid barrier,
is accessible only to a few competing bacterial species.
The microorganisms presumably orientate themselves by
means of the pH gradient between the lumen (pH 1-2) and
epithelial cell surface (pH 6-7) in order to reach the
epithelium. Due to their spiral shape, their motility in
viscous mucous, the production of mucous-modifying
enzymes and finally their microaerophilic way of living,
these germs are optimally adapted to the living
conditions in this habitat.

They usually spend their time in the deep crypts of the
antrum region where they are protected from external
influences such as e.g. acid, pepsin and also from
medicines for their eradication such as e.qg.
antibiotics. Part of the population (ca. 20 %) is
closely associated with epithelial cells especially with
mucous-producing cells. Under the condition of a gastral
metaplasia i.e. the acid-induced formation of gastral
epithelium in the duodenum, the metaplastic areas in the
duodenum are also colonized which creates the



- 3- tendency (Parkin et al., 1988). Two studies have recently shown a
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Before the existence and the significance of H. pylori
for ulcerous diseases was known, these were treated with
so-called antacids or Hy-receptor antagonists. These are
substances which inhibit the acid secretion of the
parietal cells of the stomach. The action of these
pharmaceutical agents usually leads to a healing of the
ulcers but, since one of the causes of these ulcers i.e.
H. pylori infection, is not eliminated by this, in most
cases a re—occurrence of the ulceration (relapse) occurs
within a short period.

A further frequently used therapy in ulcerations is
bismuth treatment. Various bismuth salts (CBS, BSS) have
a bactericidal effect on H. pylori. However, a total
eradication of these germs is only achieved in 8 - 32 %
of the cases. The treatment apparently leads to a
temporary suppression of the germs but after
discontinuing the treatment the infection flares up
again in most cases. A long-term therapy with high doses
leads to an accumulation of the substance in the liver,
kidney and nervous system and has considerable
neurological side-effects (Malfertheiner, 1994).

Since it has been discovered that gastroduodenal ulcer
diseases are infectious diseases, one aim of treatment
is to eradicate the pathogens by antibiotics.
Monotherapy with various antibiotics (amoxicillin,
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resistance to the antibiotics.

There is therefore a need for new forms of therapy to
control a H. pylori infection and in particular for
vaccines which are specifically directed against
virulence factors of H. pylori. Virulence factors denote
the properties of a pathogenic bacterium which enable it
to colonize a particular ecological niche in the body of
the host and to multiply there despite the immune
response and the unspecific defence mechanisms of the
host organism. Knowledge about virulence factors
therefore aids in the better understanding of the course
. and mechanisms of an infectious disease. The most
important previously examined virulence factors of H.
pylori are urease, the flagella, the adhesins and the

production of a cytotoxin.

Urease and enzyme on the surface of the bacteria is
composed of two subunits (UreA, 26 kDa, UreB, 66 kDa)
which constitute up to 5 % of the total bacterial
protein. Urease cleaves the urea which occurs in small
concentrations in gastric juice into ammonia and carbon
dioxide. According to the current perception the
bacterium surrounds itself with a cloud of ammonia which
leads to a local neutralization of the acid of the



-4- chil dhood within the famly, cranped living conditions and a poor
standard of hygiene correlating positively with the frequency of the
infection. After oral uptake the bacteria first reach the extrenely acid
istomach lunmen (pH 1-2). Here the survival of the bacteria is nade possible
by the production of the enzyme urease whi‘ch | eads to cl eavage of the urea
that is present and thus to a local neutralization of the acidic pH val ue
in the stomach. By neans of chenptactic orientation and flagell a-dependent

motility the gastric juice. The extremely high motility of the
bacteria can be attributed to the presence of polar
flagella which enable the bacterium to move in the
viscous mucous of the gastric mucous membrane and thus
to reach the epithelial cell layer. The urease gene
cluster (ureA - ureH) as well as the genes for the
formation of the flagella (flaA, flaB) were cloned in E.
coli and sequenced and isogenic mutants were
constructed.

Approximately 50 - 60 % of all isolated H. pylori
strains produce a 87 kDa protein, the so-called
vacuolising cytotoxin, which induces the formation of
cytoplasmic vacuoles in in vitro cell cultures. The vacA
gene which codes for the cytotoxin of H. pylori has also
been cloned in the meantime and genetically
characterized. Furthermore it is presumed that the
cytotoxin-producing strains have a higher pathogenic
potential than strains which do not produce this toxin.
In addition a positive correlation was found between the
production of the cytotoxin and the development of
gastric ulcers.

Investigations on the adherence of H. pylori to
epithelial cell lines in vitro show that the bacteria
can bind to many cell lines of different tissues. In
contrast H. pylori exhibits a very pronounced species
and tissue selective adherence (tropism) in the host
organism. Thus the bacteria are found only bound to
epithelial cells which are of the gastral type of
epithelial cells. This selectivity is explained by a
specific interaction between a bacterial adhesin and a
specific cellular receptor.
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however, controversial. Other potential adhesins are
either only characterized by their molecular weight or
their receptor binding specificity. These include a 63
kDa protein which appears to be homologous to the
exoenzyme S of Pseudomonas aeruginosa an adhesin with
ADP-ribosyl-transferase activity. Furthermore it is
suspected that there is a yet unidentified adhesin which
mediates a specific binding to the Lewis® blood group
antigen of gastric epithelial cells (FalK et al., 1993;
Borén et al., 1993).

Infection with H. pylori leads to a chronic inflammatory
reaction of the gastric mucosa (gastritis). In addition
a specific systemic immune response to H. pylori
antigens is induced; the formation of secretory
antibodies in the stomach (sIgA) has, however, not yet
been indisputably clarified. As a result of the
inflammation various immune cells are present in the
gastric mucosa and submucosa e.g. polymorphonuclear
leucocytes, monocytes, macrophages, lymphocytes and
plasma cells (Blaser, 1992). In addition H. pylori
activates neutrophils as well as monocytes and
macrophages in vitro (Mai et al., 1991). Experiments
with specific antibodies and complements show a rapid
inactivation of H. pylori by neutrophils in vitro.
However, in the in vivo situation these mechanisms do
not lead to an inactivation of the pathogenic bacteria.

How H. pylori survives for a long period in the host



duodenum are al so col oni zed which creates the

-5- prerequisites for the devel opnent of a duodenal ulcer (ulcus
duodeni ). A conplete excretion of the Helicobacter with the shed micous is
‘probably prevented by their ability to qﬂ@p[p so that the bacteria can
persi st for years, decades or even for a Iife tinme (chronic infection).
Before the existence and the significance of H pylori for ulcerous

di seases was known, these were treated with so-called antacids or

H2-receptor ant 39efbabh ith@e®i¥akes the aforementioned defence
mechanism is unclear.

The host is not able to cope with the H. pylori
infection under natural conditions. It was therefore
even more surprising that the urease, an essential
virulence factor of H. pylori (see abovej, has great
potential as a vaccine (US Patent Application USSN
07/970,996 Urease-based vaccine against Helicobacter
Infection).

In the Helicobacter felis / mouse model (H. felis is a
Helicobacter species which naturally colonizes the
stomach of the cat and can also infect the mouse) it was
possible to show that oral vaccination of the H. pylori
urease or the recombinant urease B subunit (rUreB) can
protect mice against H. felis infection (preventive
vaccine) and can also eliminate an infection which is
already present (therapeutic vaccine) (Michetti et al.,
1994; Corthesy-Theulaz et al., Gastroenterol., being
printed). A decisive factor in the oral vaccination was
the use of adjuvants such as e.g. cholera toxin which
among others appears to be important for converting the
immune reaction from the production of systemic
antibodies to secretory antibodies.

The object of the present invention was to provide a
method with which secretory genes from Helicobacter
pylori which are potential candidates for vaccines can
be identified in a simple and rapid manner.

This object is achieved by a method for identifying
secretory genes from Helicobacter pylori wherein



subst ances which inhibit the acid secretion of the parietal cells of the
stomach. The action of these pharmaceutical agents usually | eads to a
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(c) the marker is used to select for clones which
contain a secretory gene.

The term "secretory gene" or "gene with secretory
activity" is intended to denote a gene which codes for a
secretory polypeptide i.e. for a polypeptide exported
from the cytoplasmn.

The method according to the invention is particularly
suitable for identifying adherence genes from H. pylori
in which in addition

(d) a retransformation of H. pylori with the DNA of
clones of the gene bank, preferably with clones
which contain genes with secretory activity, is
carried out which produces isogenic H. pylori
mutant strains by integration of the DNA into the
chromosome and

(e) adherence-deficient H. pylori mutant strains are
selected.

The method according to the invention enables adherence
genes and the adherence proteins (adhesins) coded by
them from H. pylori to be identified and isolated which
are responsible for the specific interaction of the



Is to eradicate the pathogens by antibiotics. Mnotherapy with various
antibiotics (anoxicillin, - 6-

ini trofuran, furazolidin, erythronycin a.o.) has, however, turned out not to
Ibe satisfactory since even in this case_egadication of the gernms only
ioccurs in 0 - 15 %of the cases. The nost Successful treatnment at the
‘monent is achi eved by a conbination of an acid bl ocker (Ompeprazol) with an
antibiotic (Amoxicillin) which can lead to eradication rates of up to 80 %
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produced in very low amounts, it is usually extremely
difficult to identify and isolate them by biochemical
means. Moreover due to the tendency of H. pylori to
spontaneously autolyse, cytoplasmic proteins are
released and bind to the bacterial surface. In a
biochemical purification such proteins have been
erroneously identified as adhesins in the past (Doig et
al., 1992; Doig et al, 1993).

The method according to the invention enables a rapid
and simple identification of adhesins. In this method
individual genes in the chromosome of H. pylori are
inactivated with the aid of a transposon and mutants are
produced which have defects in different chromosomal
genes. Mutants can be selected from these independent
defect mutants by specific selection of those mutants
which are inactivated in adhesin genes and thus are no
longer able to bind to receptors of the corresponding
target cells.

The first step in the method according to the invention
comprises setting up a gene bank of H. pylori DNA in a
host organism, preferably a plasmid gene bank in a
prokaryotic host organism such as E. coli. Subsequently
the cloned H. pylori genes are mutagenized with the aid
of a transposon which is coupled to a marker for
_secretory activity.

A particularly preferred transposon is the transposon
TnMax9, which was deposited on the 26.05.95 at the
"Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH (DSM)", Mascheroder Weg 1lb, De-38124 Braunschweig
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promoter and signal sequence (blaM) as a marker directly
following the inverted repeats (IR) that delimit the
actual transposon (Tadayyon and Broome-Smith, 1982).
After insertion of TnMax9 the blaM gene fuses with the
target gene and when the inactivated target gene is
expressed a fusion protein between the target gene X and
blaM is produced if the transposon is inserted in the
correct orientation and in the correct reading frame
with regard to the gene X. Provided the inactivated gene
X codes for a secretory protein, in particular for a
protein exported by the sec-dependent transport path
(Pugsley, 1993), the fusion protein will be transported
through the cytoplasmic membrane of the E. coli host
cell into the periplasma. Here the fusion protein
displays its activity (cleavage of B-lactam antibiotics)
and thus mediates a resistance of the corresponding E.
coli clone to the antibiotic Ampicillin.

However, if the gene X is a gene for a cytoplasmic
protein it may also result in a fusion protein depending
on the insertion (orientation, frame) but it does not
exhibit any B-lactamase activity since B-lactamase is
only active in the periplasmic environment but not in
the cytoplasm. Thus this method can be used to identify
specific mutants in genes which code for exported
proteins by screening the mutants for B-lactamase
activity after transposon mutagenesis in E. coli. Since
the adhesin genes of H. pylori that are being sought
after must also be export proteins, a special collection
of H. pylori transposon mutants in genes which code for
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mutants were Coﬁi g%%%e%hat have to be tested. In this manner the
method according to the invention provides a greatly
enriched mutant bank which can avoid a screening of a
conventional mutant bank with ca. 2000 - 4000 clones
which is very difficult to carry out in laboratory
practice. The majority of the chromosomal genes of a
bacterium that code for cytoplasmic proteins can be
eliminated from the start by the selection step directed
towards identifying secretory genes. Hence the number of
H. pylori mutants that have to be tested on particular
target cells for the loss of their ability to adhere can
be reduced to an acceptable level for practical

purposes.

The screening of bacterial adherence mutants can be
carried out at various levels. Usually epithelial cell
lines are used for this to which the bacteria
specifically bind. In the case of H. pylori special
gastric carcinoma cell lines can be used such as e.d.
the KatoIII cell line (ATCC HTB 103) which has already
been described by various authors as an adherence model
(Clyne and Drumm, 1993). Although cell lines are
relatively simple to handle and can usually be cultured
in large amounts in vitro, it is not possible to
fundamentally exclude changes in the quantitative and .
gqualitative expression of surface proteins such as e.g.
receptors due to the immortalization of the cells.
Tissue models are therefore an alternative to this. In
this case ultrathin sections are prepared from fixed
tissue (microtome) which are incubated after saturation
with the bacteria. Bacteria which do not bind to the
receptors are washed away and the bound bacteria can be
visualized with dyes (fluorescent dyes or special
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.protein, the so-called vacuolising cytotoxin, which induces the formation
of eytoplasmic vacuoles in in vitro cell cultures. The vacA gene which
.codes for the cytotoxin of H pylori has so been cloned in the neantine
and genetically characterized. Furthernnrg IS presuned that the

‘cyt ot oxi n-produci ng strains have a hi gher pathogenic potential than strains
whi ch do not produce this toxin. In addition a positive correlation was

found between tﬂ&c?é?@ﬂitagas?f EeaC¥BQEQXéEeﬁ”inﬂ§1dﬁM&éQB”ﬁ&& BE

gastric ulcers nvestigati ons on_the adherence of Z
epi t hel i al cellu$¢@esThﬁ59|FF8 %ﬁoMﬁYﬁaﬁxPﬁﬁlﬁﬁﬁFérWﬁleﬁn BPanﬁx Reény cel

lines of differggtribasyfe. 1tnaﬁgﬂbp355tél af¥hali meadibi teratuery
pronounced species_and tisgsue selecti dherence (tropism in the host

organi sm Thus ?h%rBQESQPFﬁma?EefBUﬁ& Bhiﬁ "bound to epithelial cells which

gre of the gastral type of epithelial cells. This selectivity is explained
y a
The sgreening for adherence-defect H. pylori mutants is

preferably first carried out with the aid of the KatoIII
cell line. For this the mutants can be cultured on agar
plates and subsequently labelled with the fluorescent
dye fluorescein isothiocyanate (FITC). The labelled
bacteria are then preferably added to the epithelial
cells and incubated for 1 hour at 37°C. Subsequently a
fluorescent microscope is used to examine whether the
individual mutants are still able to bind to the
epithelial cell line.

In a preferred embodiment of the method according to the
invention the H. leori gene bank is set up in a minimal
plasmid vector which allows a selection for a transposon
insertion in the vector DNA. The use of such minimal
plasmid vectors greatly improves the efficiency of the
mutagenesis procedure due to the small size of the
genetic elements of the plasmid. Furthermore an
insertion of the transposon into the vector DNA which is
essentially only composed of the elements necessary for
replication, selection and cloning, may probably lead to
a loss of the ability of the vector to propagate in the
host cell.

Moreover it is preferable to set up the H. pylori gene
bank in a plasmid vector which contains a sequence
suitable for conjugative transfer into other host
organisms. An example of such a sequence is the oriT
seguence (Fﬁrsté et al., 1989) the presence of which



specifigc interaction between a bacterial adhesin and a specific cellular
ireceptpr. . - 8- Up to now severa
;potentlal adhesins of H pylori have been described and a gene (hpaA) which
codes for a so- called N-acetyl neuram nyl hgctose-bi ndi ng haemaggl utinin was
cloned and sequenced (Evans et al., 1993). This is a protein which should
be able to recognize a receptor containing sialic acid on the epithelial
cells. The significance of this adhesin for H pylori infection is,

however, controygpshal the meaﬂwseritsloalatadﬁeefnpmsmm Divar adtley

ggg;ﬁg} eri ;édTg {niiSing pher BlhnfRlsdl aa H2nsroRaR eh 1" dditabie

recipient cells.

The presence of an expression signal on the plasmid
vector is also preferred to which the inserted H. pylori
DNA is operatively linked. In this way it is possible to
transcribe sequences of H. pylori genes which otherwise
could not be transcribed due to the presence of
specialized promoter sequences. In addition it is then
also possible to transcribe genes which are organized
into operons and which cannot be cloned as an entire
unit. The use of a weak promoter is preferred since
stronger promoters can lead to low transformation rates
and even to deletions and transpositions of the cloned
H. pylori sequences.

A particularly preferred plasmid vector is pMin2 (DSM
10007) which was deposited on 26.05.95 in the E. coli
strain DHSo according to the rules according to the
Budapest contract. The steps used to construct pMin2 are
shown schematically in Fig. 2.

As already mentioned it is preferable for the method
according to the invention that a conjugative transfer
of plasmid DNA from the host organism into a recipient
organism which allows selection for plasmids containing
transposons is carried out in order to select for clones
which contain a secretory gene.

The selection for adherence genes is preferably carried
out by retransformation of H. pylori by which means a
mutant strain is produced by integration of the DNA into
the chromosome. Before this retransformation the marker



kDa protein which appears to be honol ogous to the exoenzyne S of
Pseudonpnas aer ugi nosa an adhesin with ADP-ribosyl-transferase activity.
Furthernore it is suspected that there is a yet unidentified adhesin which
medi ates a specific binding to the Lemns[ r] blood group antigen of
gastric epithelial cells (FalK et al., é Boren et al., 1993).

I'nfection with H pylori leads to a chronlc I nfl ammat ory reaction of the
gastric nucosa (gastritis). In addition a specific system c imune response

to H pylori a"l:}éﬂé”é &9 bﬂ!QHCQQnet hs {:ﬁéf@i'aﬁlﬂyoaeiéﬁéﬁt QﬁyOﬁaérbﬁdl es in
t he stomach (sI%P% has owever not een |nglsp t abl 8 ified. As a
result of the i %ﬁﬂa?lﬁﬁgbﬁFlsﬁgn? ﬂ% ¢8R E3kfe g?eggﬁf ﬁﬁ?he gastric
mucosa and subnpﬁ@aacelcn pgl Hoopphoriickeraihsuabtgt ks, pnodncget es,

macr ophages, tes and_pl as N L ra ddiet H.
pylori actlvategpﬂ ?Bﬁﬁﬁlgngs ﬂggyggg ﬁgégégigsigéggﬁég?%e g gg Fﬁav tro
(Mai et al., 1984¢teFipirerport apphrapusi biycBaaMi fudien Rndteénglenents
show a rapid inactivation of H pylori by neutrophils in vitro. However, in
the in vivo situation these nechani sns do '

A further subject matter of the present invention is a
gene bank of H. pylori DNA in a host organism which
contains H. pylori DNA fragments inserted into a vector
characterized in that the H. pylori genome is completely
represented with a probability of over 90 % and that the
host organism in addition contains an inducible
transposon coupled to a marker for secretory activity.

With a size of the H. pylori genome of 1.7 Mb (Bukanov

" and Berg, 1994) and an average size of the DNA insertion
of preferably 3 - 6 kb especially preferably of ca.

4 kb, the gene bank according to the invention
preferably comprises at least 400 clones per genome.
Particularly preferably the gene bank comprises 2000 to
4000 clones.

The H. pylori DNA is preferably inserted into a plasmid
vector especially preferably into a minimal plasmid
vector as defined above. The host organism in which the
gene bank is located is preferably a bacterium
particularly preferably a gram-negative bacterium and
most preferably.E. coli.

The gene bank according to the invention can be used to
identify secretory genes and in particular adherence
genes from Helicobacter pylori.

It was possible to identify an adhesin gene .from H.



not lead to an inactivation of the pathogenic bacteria. How H pylori
survives for a long period in the host -9-
al though' it activates the aforementioned defence mechanismis unclear.

‘The host is not able to cope with the H. lori infection under natural
‘conditions. It was therefore even nore suf%rising that the urease, an
essential virulence factor of H pylori (see above), has great potential as
a vaccine (US Patent Application USSN 07/970, 996 Urease-based vacci ne

agai nst FbliCObﬁ§i8£i denoted alpA and a polypeptide coded by this gene
using the method according to the invention. Thus a
subject matter of the present invention is also a DNA
molecule which comprises

(a) the nucleotide sequence shown in SEQ ID NO:1

(b) a nucleotide sequence which corresponds to the
sequence according to (a) within the scope of the
degeneracy of the genetic code or

(c) a nucleotide sequence which hybridizes with the
sequences according to (a) or/and (b) under
stringent conditions.

In addition to the nucleotide sequence shown in SEQ ID
NO:1 and a nucleotide sequence corresponding to this
sequence within the scope of the degeneracy of the
genetic code, the present invention also encompasses a
DNA sequenée which hybridizes with one of these
sequences under stringent conditions. The term
"hybridization" according to the present invention is
used as described by Sambrook et al (Molecular Cloning.
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press
(1989), 1.101 to 1.104). According to the present
invention a hybridization under stringent conditions
means that a positive hybridization signal is still
observed after washing for 1 hour with 1 x SSC and 0.1 %
SDS at 55°C preferably at 62°C and especially preferably
at 68°C, in particular for 1 hour in 0.2 x SSC and 0.1 %
SDS at 55°C preferably at 62°C and especially preferably
at 68°C. The present invention encompasses a nucleotide
sequence under such washing conditions hybridizing with
one of the nucleotide sequences shown in SEQ ID NO:1 or



I nfection). In the Helicobacter felis / nouse nodel (H felis is a
Fbllcobapter speci es which naturally col oni zes the stomach of the cat and
ican*al so infect the nouse) it was possible to show that oral vaccination of
the H pylori urease or the reconbinant_u gase B subunit (rUreB) can
'‘protect mice against H felis infection (Preventive vaccine) and can al so
elimnate an infection which is already present (therapeutic vaccine)
(Mchetti et al., 1994; Corthesy-Theulaz et al., Gastroenterol., being

printed). A decjgiyes f68%gég?BnhEﬁgohabléaﬁiaaahéQHenaé iienisetnt

adj uvants such as e. a toxin which anon %hers pears to be
i nportant for c%ﬂ?ﬁ?tPﬁgtbﬁedﬁﬁﬁﬂﬁﬁaFXaEFl HefggHF ke EP acti on of
system ¢ anti bodies to secretory anti bodi es. The object of the present

invention was to provide a method with which secretory genes from
Hel i cobact er pyTnélDnhlﬁbléb&lpoaeobtaﬁngandidhEeinVentiancpneferablwe

Identified in a Slggl and ra&'peg% asrhaving the ability to adhere to
human cells in particular to human gastric epithelial
cells. In addition it is preferred that the DNA molecule
according to the invention has a homoiogy at the
nucleotide level of at least 70 %, particularly
preferably of at least 80 %, to the nucleotide sequence
shown in SEQ ID NO:1. Furthermore it is preferred that
the DNA molecule has a length of at least 15 preferably
of at least 20 nucleotides.

A further subject matter of the présent invention is a
vector which contains at least one copy of a DNA
molecule according to the invention. This vector can be
any prokaryotic or eukaryotic vector on which the DNA
sequence according to the invention is located
preferably under the control of an expression signal
(promoter, operator, enhancer etc.). Examples of
prokaryotic vectors are chromosomal vectors such as for
example bacteriophages (e.g. bacteriophage A) and
extrachromosomal véctors such as plasmids, whereby
circular plasmid vectors are especially preferred.
Suitable prokaryotic vectors are e.g. described by
Sambrook et al., Supra, chapters 1 to 4.

on the other hand the vector according to the invention
can also be a eukaryotic vector e.g. a yeast vector or a
vector suitable for higher cells (e.g. a plasmid vector,
viral vector, plant vector). Such vectors are for
example described by Sambrook et al., Supra, chapter 16.



This object is achieved by a method for identifying secretory genes from

Hel i cobacter pylori wherein - 10- (a) a
‘gene bank of H "pylori DNA is set up in a host or gani sm whi ch cont ai ns
‘an induci ble transposon coupled to a marker for secretory activity,
‘(b) the insertion of the transposon intd #Re™H. pyl ori DNA i s induced

;and

Yet a further subject matter of the present invention is
a cell which is transformed with a vector according to
the invention. In a preferred embodiment the cell is a
prokaryotic cell preferably a gram-negative prokaryotic
cell particularly preferably an E. coli cell. However,
on the other hand the cell according to the invention
can also be a eukaryotic cell such as a fungal cell
(e.g. yeast), an animal or a plant cell.

The invention also concerns a polypeptide which is coded
lby a DNA molecule according to the invention. The
polypeptide is preferably capable of adhering to human
cells and comprises (a) the amino acid sequence shown in
SEQ ID NO:2 or (b) an amino acid sequence that
immunologically cross-reacts with the sequence according
to (a).

The polypeptide according toc the invention preferably
has a homology of at least 80 % and most preferably of
at least 90 % to the amino acid sequence shown in SEQ ID
NO:2.

The polypeptides according to the invention are
preferably produced by transforming a cell with a DNA
molecule or vector according to the invention, culturing
the transformed cell under conditions in which
expression of the polypeptide takes place and isolating
the polypeptide from the cell or/and the culture
supernatant. In this process the polypeptide according
to the invention can be obtained as a fusion polypeptide
as well as a non-fusion polypeptide.

The polypeptide according to the invention can also be
used as an immunogen to produce antibodies. The present



(c) the.marker is used to select for clones which contain a secretory

'gene. The term "secretory gene" or "gene with secretory activity" is
‘inténded to denote a gene which codes for a secretory polypeptide i.e. for
a pol ypeptide exported fromthe cytoplas _The met hod according to the

.invention is particularly suitable for identifying adherence genes fromH
pylori in which in addition (d) aretransformation of H pylori wth the
DNA of cl ones of the gene bank, preferably with clones whi ch

contain genes “iﬁ@eﬁ%ﬁ&ﬁt95¥r@QBk¥'hiso'éoncern@a&hlQﬁtQBbdthahcth@UCES

I sogenic H pylori tant strains g g gratl the DNA into the

chr onosone and dl{%?tﬁﬁhégéﬁeétdéfPBFXRF fii SFPrﬁﬁPgnF° gp&lns are -
invention. The antibody is preferably directed against
the N-terminus e.g. the first 250 amino acids of the
amino acid sequence shown in SEQ ID NO:2.

Yet a further aspect of the present invention concerns a
pharmaceutical composition which contains a DNA molecule
according to the invention, a polypeptide according to
the invention or an antibody according to the invention
as the active substance optionally together with common
pharmaceutical auxiliary substances, diluents, additives
and carriers.

The pharmaceutical composition according to the
invention can be used on the one hand to diagnose a
Helicobacter pylori infection. The diagnosis at the
nucleic acid level is preferably carried out by using
hybridization probes which contain a DNA according to
the invention that is specific for the alpA gene or by
amplification using DNA molecules according to the
invention as primers. At the protein level the
diagnostics are preferably carried out with the aid of
the antibody according to the invention.

On the other hand the pharmaceutical composition can
also be used to prevent or fight a Helicobacter pylori
infection. For therapeutic application the polypeptide
or parts thereof are used to produce an active vaccine
or the antibody is used to produce a passive vaccine.

It is intended to further elucidate the invention by the
following examples and figures.



sel ected. The nethod according to the invention enabl es adherence genes
and the adherence proteins (adhesins) coded by themfromH pylori to be
identified and isol ated which are responsible for the specific interaction
of the _ bacteria with the epithglial cells of the gastric
'mucosa. Since adhesins fromH pylori are usually only produced in very | ow
amounts, it is usually extrenely difficult to identify and isolate them by
bi ochem cal neans. Mreover. due to the tendency of H pylori to '

Fig. 1 shows a linear restriction map of the transposon
TnMax9 (DSM 10008) which was used to identify
and inactivate the alpA gene.

Fig. 2 shows a schematic representation of the
construction of the minimai plasmid vectors
pMinl and pMin 2 (DSM 10007) which are suitable
for an efficient transposon mutagenesis.

Fig. 3A shows the selection principle of the transposon
mutagenesis with Tnmax9 and the scheme for
producing H. pylori mutants which have a defect
in the secretory gene.

Fig. 3B shows a schematic representation of the
procedure for identifying H. pylori mutants
which have a defect in a secretory gene.

Fig. 4 shows a restriction map of the plasmid pMul40
which contains the regulatory region and the 5!
end of the alpA gene (SEQ ID NO:1). The alpa
gene is inactivated by insertion of the
transposon TnMax9 (see triangle labelled
TnMax9) . When the plasmid is expressed an alpA-
B-lactamase fusion protein is obtained. pMul40
is the original clone from the mutant gene bank
from which the adherence-defect H. pylori strain
P1-140 was obtained by retransformation and
homologous recombination.

Fig. 5 shows an immunoblot of H. pylori total cell
lysates of the wild-type strain 69A (1) as well
as the isogenic mutant strains P1-140 (2) and
P1-179a (3). The wild-type strain 692 contains



spont aneously autol yse, cytoplasmc proteins are released and bind to the
bac&erla] surface. In a biochem cal purification such proteins have been
ierroneously identified as adhesins in the past (Doig et al., 1992; Doig et
ia!, 1993).  The nethod according to the Lgvention enables a rapid and
,sinmple identification of adhesins. In this nethod individual genes in the
chronosone of H pylori are inactivated with the aid of a transposon and
mut ants are produced which have defects in different chronosomal genes.

Mitants can be sel ect ed the0@ipaAcpeotedapeitana Holeculant setighity ofpea.fic
sel ection of those nutants_which are.inactivated_in hesi,n_ge
2300 RR B

and thus
are no longer able to biPrd KOG «r fbEpAdPE BRteRES. By _gﬁggtggﬁlls.
The first EteE |? t he anmo%a&@CQﬂ@En@rbaeﬁMS Thee dmnonobdolr Wags setting
up a gene bank of H pylori ' or, | ebhana lasm d
gene bank in a prokaryoﬁeé’el}o%%doglgsgﬁ%g%&lguc %glsl?%g& %cﬁ?l ifzfazSu sgalug'rﬁjll y the
cloned H. pylori genes @igentesgagaingtiithe Nr&eyminus of the
recombinant AlpA protein.

SEQ ID NO:1 shows the nucleotide sequence of the
H. pylori adherence gene alpA and the
corresponding amino acid sequence.

SEQ ID NO:2 shows the amino acid sequence of the AlpA
adherence polypeptide from H. pylori.

Example 1

Construction of minimal vectors

The plasmid pRH144 was constructed by ligation of the
ColEl replication origin (origyg;) and the tetracyclin
resistance gene (Tet), which were both amplified as PCR
fragments from pBR322 using the primer pairs RH104 (5'-
AGC TGA ATT CAT GTT TGA CAT TGC CAT ATA GAT GAG CTIT TAA
TGC GGT AGT T-3') and RH105 (5'-AGC TCT GCA GCC GCC GGC
TTC CAT TCA G-3') or RH106 (5'-AGC TCT GCA GAG ATC AAA
GGA TCT TCT T-3') and RH107 (5'-TCT AGA ATT CGT ATC AGC
TCA CTC AAA G-3').

pRH146 was constructed by insertion of an oriT fragment
which was obtained from the plasmid RP 4 (Marsh et al.,
1984) by PCR amplifiéation using the primer pair DF001
(5'-GTA CTG CAG CTT GGT TTC ATC AGC CA-3') and DF 002
(5'-GTA CTG CAG TTC AGT AAT TTC CTG CAT-3').



of a transposon which is coupled to a marker for secretory activity. A
particularly preferred transposon is the transposon TnMax9, which was
deposited on the 26.05.95 at the "Deutsche Samm ung von M kroorgani snmen und
Zel l kul turen GrbH (DSM ", Mascheroder Weg 1b, De-38124 Braunschweig

- 12 - inan E. coli strain E 181 unde”3 e file nunber DSM 10008
according to the rules of the Budapest contract. '

Subsequently the multiple cloning site of the plasmid
pIC20R1 (Thomas, 1981) was inserted into the EcoRI site
of pRH146. In order to obtain the plasmid pMinl the
polylihker of pRH146 was replaced by a double-stranded
synthetic polylinker region which was cloned into the
EcoRI site of pRH146 and was composed of the two
partially complementary oligonucleotides-RH117 (5'-AAT
TAG ATC ATT AAA GGC TCC TTT TGG AGC CTT TTT TTT TGA ATT
CAG ATC TCG AGG TAC CCG GGA TCC TCT AGA-3') and RH118
(5'-AAT TAG ATC AAA AAA AAA GCC CGC TCA TTA GGC GGG CTA
AGC TTG TCG ACA TCG ATC TAG AGG ATC CCG GGT ACC-3').

The flanking EcoRI sites were destroyed by the cloning
procedure. The cloned polylinker region contained the
transcription terminators of the phage fd (tergy) and
the trpA gene (teri,p).

In order to obtain the plasmid pMin2 the promoter of the
iga gene (Piga) derived from gonococci was amplified as
a PCR fragment from the plasmid pIP 100 (Pohlner et al.,
1987) using the oligonucleotides S0009 (5'-GGA TCC GAA
TTC TCA TGT TTG ACA G-3') and S0010 (5'-GTC GAC AGA TCT
TTT AAT AGC GAT AAT GT-3'). The amplification fragment
was ligated into the EcoRI and BglII sites of pRH160.
The trpA terminator was removed by replacing the
BglIi/BamHI fragment of pMinl by the corresponding
fragment of pRH146.

The construction scheme for pMinl and pMin2 is shown in
fig. 2. The E. coli strain DH5a containing the plasmid
pMin was deposited at the DSM under the file number
10007. '



A schematic representation of TnMax9 is shown in Fig. 1. TnMax9 carries a
copy of a [err]-lactamase gene without promoter and signal sequence (bl aM
las & marker directly follow ng the inverted repeats (IR) that delimt the
!actual transposon (Tadayyon and Broome-gSmph. 1982). After insertion of
‘TnMax9 the bl aM gene fuses with the target gene and when the inactivated
target gene is expressed a fusion protein between the target gene X and
blaMis produced if the transposon is inserted in the correct orientation

and in the corrpetnpeadipg frame with regard to the gene X Provided the
I nactivat ed gene codes for a secretory protein, in particular for a

protein exported by the sec- dependent transport path (Pugsley; 1993), the

fusion protein wll rLanspaQr rou h the.cytopl asm ¢ nenbrane of the
E. coli host ceFPnFﬁFB HQ“p@& %ﬁ&s PES Phgn&ﬁ§?on protein displays its
activity (cleavage of [err]-Iactan1ant|blotlcs) and thus nediates a

resi stance of the corresponding E. coli clone to the antibiotic Arpicillin.
However, if theThenplisinidapREAdof whighcysopl deriivapiveciof PINM¥@¥lal so

result 1n afusiflalr@tehl eRged)Ngith b"Balioqiheaiicel prcaoren. frame)

but it does no
vector in the singular Sall cleavage site was used as

the basis for the construction of pTnMax9. Subsequently
the central region of TnMaxl (origgq-res-catge) was
deleted by HindIII cleavage and religation. The |
sequences for the M13-forward (M13 primer) and M13
reverse (M13-RP1l) sequencing primer were introduced
(ligation) into the HindIII cleavage site of pRH110 by
insertion of the two partially complementary
oligonucleotides RH096 (5'-AGC TTA CTG GCC GTC GTT TTA
CAG CGG CCG CAG GAA ACA GCT ATG ACC GA-3') and RH097
(5'-AGC TTC GGT CAT AGC TGT TTC CTG CGG CCG CTG TAA AAC
GAC GGC CAG TA-3'). The resulting plasmid pRH140
contained a singular NotlI restriction cleavage site
between the two primer binding sites. The res DNA
fragment of Tnl721 was amplified from the plasmid
pJOE106 (Schdffl et al., 1981) with the aid of the
oligonucleotide primer pair RH098 (5'-AGA AGC GGC CGC
AAA AGG ATC CAT AGG TGC AAG CAA GTT A-3') and RHO099
(5'-AGC TGC GGC CGC AAA AAG ATC TCA AAG CCC ATT TCT GTC
AGG-3') and inserted into the pRH140 NotI cleavage site.
As a result the plasmid pRH141 was formed which had
singular BamHI and BglII restriction cleavage sites left
and right of res. Now the replication origin (origg)
together with the catg. resistance was isolated from
pRH42 as a BamHI fragment and ligated into the BamHI
cleavage site of pRH141. Deletion of the pIC20R2 vector
(with SsalI) finally led to pTnMax5 the base construct
for all further TnMax transposons. Finally the B-
lactamase gene without a promoter and without a signal



exhi bi t.- any B-1actanmase activity since B-lactamase is only active in the
periplasm c environment but not in the cytoplasm Thus this method can be
used to identify specific nmutants in genes which code for exported proteins
by screening the nutants for [err]-lactanpse_activity after transposon

|nut agenesis in E. coli. Since the adhe5|2§%enes of H pylori that are being
Isought after nmust also be export proteins, a special collection of H
.pylori transposon mutants in genes which code for

- 13- eXpo”eQedfﬁQﬁéé”%biaﬁ &éﬁé?' ¥rofdvae bh!&sﬂ!&bﬁBRQfHWSal&biﬂf&%t

have to be tested: hi's manner 1 he net hod accordlng to th |nv%n¥hpn

provi des a grea}?}9) was amplified by means of PCR with the a1d o
‘oligonucleotides RH124 (S'fAGT TGC GGC CGC ACC CAG AAA
CGC TGG TG-3') and RH127 (5'-AGC TAG ATC TAG ATT ATC AAA
AAG GAT C-3') and inserted into the NotI and BglII
cleavage sites of TnMax5 which resulted in pTnMax7. The
NotI cleavage site between catgc and the-inverted repeat
(IR) of pTnMax7 was removed by filling up the
overhanging ends with Klenow polymerase. The BglII
cleavage site at the 3' end of blaM was converted into a
NotI cleavage site by insertion of the complementary
oligonucleotide pair 50012 (5'-GAT CAA GTC GCG GCC GCC
TGA T-3') and S0013 (5'-GAT CAT CAG GCG GCC GCG ACT T-

3') which led to the transposon derivative pTnMax9.

The E. coli strain E 181 containing the transposon
derivative pTnMax9 was deposited at the DSM under the
file number 10008. |

Example 3
Construction of a H. pylori plasmid gene bank

A plasmid gene bank of the chromosomal DNA of the H.
pylori wild-type strain 69A was set up. For this the
chromosomal DNA was isolated by the method of Leying et
al. (1992) from H. pylori and partially cleaved with
each of the restriction endonucleases Sau3AI and Hpall.
Subsequently the DNA fragments were separated on a
preparative agarose gel and fragments of 3 - 6 kb were
eluted from the gel. These DNA fragments were ligated
into the plasmid vector pMin2 which was specially
constructed for this purpose which had been cleaved with
the restriction enzymes BglII and ClaI, ligated (T4



enri ched, mut ant bank whi ch can avoid a screening of a conventional mutant
bank mnth ca. 2000 - 4000 clones which is very difficult to carry out in
Iaboratory practice. The majority of the chronbsonal genes of a bacterium
that code for cytoplasmc proteins can be ? imnated fromthe start by the
sel ection step directed towards |dent|fy|ﬁ secretory genes. Hence the
nunmber of H. pylori nmutants that have to be tested on particul ar target
cells for the loss of their ability to adhere can be reduced to an

accept abl e | evel jfisdr afld Gale gﬁout d¥tSon mlﬂifresqae'se@r‘%ﬁox{?%

St
adherence nutants "can be carrie at varjous, levels., Usually epithelial

cell lines are d Borcakh SERh ER§HhaHeh dis & ddviatdye whithe 1n
the case of H @reriin smmnal ﬁl@@awum-tmiésdlmeqmy be used such

as e.g. the Katalll Qell CC HIB Q&%@f alre been
descri bed by vafCRk2 é}’easf é1 q)rqﬁwﬁﬁa%%)

Al t hough cel | | been etmansaﬁaﬂmedalv;a.t&h Milee trarspudon anﬂdaxm UEuatiis be
cultured in Iar %%%ﬂglé%lrb%/ F{haég%ﬂééﬂ¥“té%ﬁ§¥éﬂﬁ%ﬁé&'k&ﬂ&?”enta"y
n

excl ude changes”i quant’ iI've
obtained.

Example 4

Isolation of H. pylori mutants

The selection principle of the mutagenesis and the
procedure for identifying mutants are shown
schematically in fig. 3A and 3B.

In order to carry out the transposon mutagenesis 10
transformants were pooled in each case and mutually
induced by which means a total of 190 pools each with
10-20 clones were treated further. 191 ampicillin
resistant E. coli plasmid clones were isolated from this
mutagenesis which carried independently mutated H.
pylori genes. These 192 plasmids were isolated from E.
coli and used for the retransformation of the H. pylori
strain 69A. 135 H. pylori mutants were isolated from
these 192 transformations which were presumably mutated
in genes which code for secretory proteins. The H.
pylori mutant collection was then tested in a screening
assay for H. pylori mutants which had lost their ability
to bind to KatoIII epithelial cells.

For this the mutants were labelled with FITC and
cultured for 1 hour at 37°C together with the epithelial
cells. The test for adherence was carried out directly



qualitative expression of surface proteins such as e.g. receptors due to
the inmortalization of the cells. Tissue nodels are therefore an
altérnative to this. In this case ultrathin sections are prepared from
‘flxed tissue (mcrotonme) which are incubaged_after saturation with the
bacteria. Bacteria which do not bind to t receptors are washed away and
lthe bound bacteria can be visualized with dyes (fluorescent dyes or special
- 14 - bacterial dyes). As a third step animal nodels may be used. These

are in vivo expﬁn{; BBALS V4RI GR G3RnoY! ?élﬁ‘ér%éhéhed RYbrbbcapR! OB nditanta mal
nodel s for the croorgani smare avai
were found in this case (No. P1-140 and P1-179a) which

showed a greatly reduced adherence.

Both mutants also exhibited no adherence in the second
adherence model, the tissue sections of human stomach.
-The H. pylori wild-type strain as well as all other
mutants also showed a strong adherence in this model.

The plasmid pMul40 used to produce the mutant strain Pl-
140 is shown in fig. 4. The plasmid pMU179a (not shown)
was used to produce the mutant strain P1-179a.
Independent transformations of both plasmids in H.
pylori 69A led to the identified adherence defect which
proves that no secondary mutations had occurred in the
bacterial chromosome but rather that the TnMax9
insertion in the cloned adhesin gene led to the observed
phenotype of the H. pylori mutants. The mapping and
sequencing of the genes of the plasmid clones pMul40 and
pMul79 inactivated by the transposon TnMax9 showed that
both clones were the same gene; the transposon was only
inserted at different sites. Since the coded protein is
a lipoprotein i.e. a protein which is anchored in the
membrane with a lipid anchor, the corresponding gene was
denoted alpA (adherence associated lipoprotein A). Our
data from computer secondary structure predictions of
membrane proteins and of certain conserved protein
sequences at the C-terminus of the protein (C-terminal
phenylalanine; Struyvé et al., 1991) argue in favour of
an integral membrane protein incorporated into the outer
membrane of the gram-negative bacteria.



The screening for adherence-defect H pylori nmutants is preferably first

carried out with the aid of the Katolll cell line. For this the nmutants can
be cul tured on agar plates and subsequently | abelled with the fluorescent
dye fluorescein isothiocyanate (FITC). g | abel | ed bacteria are then
preferably added to the epithelial cells Rd~incubated for 1 hour at

37[err] C. Subsequently a fluorescent mcroscope is used to exam ne whet her
the individual nutants are still able to bind to the epithelial cell Iline.

In a preferred gggﬁgugeng of the nethod according to the invention the H
pylori gene bank s set up in a mniml plasnmd vector which allows a

sel ection for a transposon |nsert|on In the vector DNA. The use of such
m ni mal plasm d_vectors greatl roves the fficien of the nmytagenesis
brocedur e due t BXPRESSHER of Fheop DFAMHES OBt ofn @TiBrcHFe
Furthernore an insertion of the transposon |nto the vector DNA which is

essentially only conposed of the elenents necessary for replication,
sel ecti on and cRofiusgeonnpyotedimalviag that produced with the aid of the

PEV40 E. coli expression system (Pohlner et al., 1993)
which comprises ca. 50 % of the N-terminus of AlpA and
an N-terminal histidine tag. This was used to purify the
fusion protein by chelate affinity chromatography with a
Ni, agarose column and used to obtain an antiserum from
the mouse. This antiserum which is denoted AK202
recognized the AlpA protein as a 53 kDa protein in an
immunoblot of a H. pylori total cell lysate. As expected
the 53 kDa AlpA protein was not detectable in an
immunoblot in the case of the H. pylori mutants P1-140
and P1-179a (see fig. 5). The test that AlpA is a
lipoprotein was carried out by a specific palmitylation
of the AlpA-B-lactamase fusion protein which was formed
by the original insertion of TnMax9 in alpA.



a loss of the ability of the vector to propagate in the host cell.

Moreover it is

preferable to set up the H pylori gene bank in a plasmd

) 3 vy s . . . . .
'vect.or which contains a sequence suitable for conjugative transfer into

|(Furste et al.,

ot her host organi snms. An exanple of such gﬁsequence'is the ori T sequence

1989) the presence of whic

- 15 - avoi ds the tedious isolation of plasm d DNA after inducing the

t ransposon and

transformation in suitable recipient cells.
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pyl ori denoted al pA and a pol ypeptide coded by this gene using the method

accqrding to the invention. Thus a subject matter of the present invention

is also a DNA nol ecul e which conprises

in SEQ 1D NO 1

(b) a nucl eoti de sequence which corresponds to the

Isequence according to (a) within the sc6p§4of t he - degeneracy of the

genetic code or

(c) a nucl eotide sequence which hybridizes with the

(a) the nucl eoti de sequence shown

sequences according to (a) or/and (b) under stringent conditions. In
addition to the {i S ce,sho ' I . d oti de
sequence corresgg%&ﬁ%'t gﬁt’h?g%gle%dugrside%vﬁ"ﬁ%sn%t%egsI?g&éggg tc%(ar%%g ener acy
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genetic*code, the present invention also enconpasses a DNA sequence which
hybrd di zes with one of these sequences under stringent conditions. The term
"hybridi zati on" according to the present invention is used as described by
Sanbrook et al (Ml ecular Coning. A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press (1989), 1.101 to 1.104)._Aggording to the present _
I nvention a hybridization under stringent conditions neans that a positive
hybri di zation signal is still observed after washing for 1 hour with 1 X
SSC and 0.1 % SDS at 55[err] C pref ergapyyEtE 62fertR€ and especially
preferably at 68[err]C, in particular for 1 hour in 0.2 x SSC and 0.1 % SDS
at 55[err]C preferably at 62[err]C and especially preferably at 68[err]C
The present i nvent i GENERADNINFORMATIONG| eoti de sequence under such washi ng
conditions hybridizing with one of the nucl eotide sequences shown in SEQ I D
NG 1 or (i) APPLICANT:
' (A) NAME: Max-Planck-Gesellschaft zur Foerderung
der Wissenschaften e.V. Berlin

(B) STREET: Hofgartenstr. 2

(C) CITY: Munich .

(E) COUNTRY: Germany

(F) POSTAL CODE (ZIP): D-80359

(ii) TITLE OF INVENTION: Adherence gene from
' Helicobacter pyloxri and a polypeptide coded
thereby

(iii) NUMBER OF SEQENCES: 2

(iv) COMPUTER READABLE FROM:
() MEDIUM TYPE: Floppy disk
(B) COMPUTER: IBM PC compatible
(C) OPERATING SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0,
Version #1.30 (EPA)

(v) CURRENT APPLICATION DATA:
APPLICATION NUMBER: WO PCT/EP96/02545

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 1:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 1557 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: both
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)

(vi) ORIGNINAL SOURCE: ,
' (A) ORGANISM: Helicobacter pylori

(vii) IMMEDIATE SOURCE:
(B) CLONE: alpA

(ix) FEATURE:

(A) NAME/KEY: CDS
(B) LOCATION:1..1554

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 1:

ATG ATA AAMA AAG AAT AGA ACG CTG TTT CTT AGT CTA GCC CTT TGC GCT 48
Met Ile Lyos Lys Asn Arg Thr Leu Phe Leu Ser Leu Ala Leu Cys Ala-



- 18 - < with a corresponding nucl eotide sequence within the scope of the
degeneracy of the genetic code. The DNA nol ecul e according to the

i nvention preferably codes for a polypeptide having the ability to adhere
to human cells in particular to human gastric epithelial cells. In addition
it is preferred that the DNA nol ecul e accerdeng to the invention has a
honol ogy at the nucleotide |evel of at least 70 % particularly preferably
of at least 80 % to the nucl &otide sequencetdshown in SEQ | B5NO 1.
Furthernore it is preferred that the DNA nol ecule has a |l ength of at |east
15 preferably cdccasTa BarstA26caard exat extescA ceArfurtdece subpectramat t er sf t he
present inventi%i H& I8¢ 8= G 9P Ronfly Bl Bhe Pemdbr ¥melbof¥r of a DNA

nol ecul e according to the rnvention. This vector can be any prokaryotic or

eukar yot i C vect@e ¢Hf ¢@F AR FTeATO\RRA GAT GTC CAA AAC CCA GGC GGC GCT AAA 144
Gln Leu Gly Gln Val Met Gln Asp Val Gln Asn Pro Gly Gly Ala Lys
35 40 45 :
AGC GAC GAA CTC GCC AGA GAG CTT AAC GCT GAT GTA ACG AAC AAC ATT 192
Ser Asp Glu Leu Ala Arg Glu Leu Asn Ala Asp Val Thr Asn Asn Ile .
50 58 . " 60
TTA AAC AAC AAC ACC GGA GGC AAC ATC GCA GGG GCG TTG AGT AAC GCT 240
Leu Asn Asn Asn Thr Gly Gly Asn Ile Ala Gly Ala Leu Ser Asn Ala
65 .70 75 80
TTC TCC CAA TAC CTT TAT TCG CTT TTA GGG GCT TAC CCC ACA AAA CTC 288
Phe Ser Gln Tyr Leu Tyr Ser Leu Leu Gly Ala Tyr Pro Thr Lys Leu
85 90 95
AAT GGT AGC GAT GTG TCT GCG AAC GCT CTT TTA AGT GGT GCG GTA GGC 336
Asn Gly Ser Asp Val Ser Ala Asn Ala Leu Leu Ser Gly Ala Val Gly
100 105 110
TCT GGG ACT TGT GCG GCT GCA GGG ACG GCT GGT GGC ACT TCT CTT AAC 384
Sex Gly Thr Cys Ala Ala Ala Gly Thr Ala Gly Gly Thr Ser Leu Asn
115 120 125
ACT CAA AGC ACT TGC ACC GTT GCG GGC TAT TAC TGG CTC CCT AGC TTG 432
Thr Gln Ser Thr Cys Thr Val Ala Gly Tyr Tyr Trp Leu Pro Ser Leu
130 135 140
ACT GAC AGG ATT TTA AGC ACG ATC GGC AGC CAG ACT AAC TAC GGC ACG 480
Thr Asp Arg Ile Leu Ser Thr Ile Gly Ser Gln Thr Asn Tyr Gly Thr
145 150 155 160
AAC ACC AAT TTC CCC AAC ATG CAA CAA CAG CTC ACC TAC TTG AAT GCG 528
Asn Thr Asn Phe Pro Asn Met Gln Gln Gln Leu Thr Tyr Leu Asn Ala
165 170 175
GGG RAT GTG TTT TTT AAT GCG ATG AAT AAG GCT TTA GAG AAT AAG AAT . 576
Gly Asn Val Phe Phe Asn Ala Met Asn Lys Ala Leu Glu Asn Lys Asn
180 185 190
GGA ACT AGT AGT GCT AGT GGA ACT AGT GGT GCG ACT GGT TCA GAT GGT 624
Gly Thr Ser Ser Ala Ser Gly Thr Ser Gly Ala Thr Gly Ser Asp Gly
195 200 205
CAA ACT TAC TCC ACA CAA GCT ATC CAA TAC CTT CAA GGC CAA CAA AAT 672
Gln Thr Tyr Ser Thr Gln Ala Ile Gln Tyr Leu Gln Gly Gln Gln Asn
210 215 220
ATC TTA AAT AAC GCA GCG AAé TTG CTC AAG CAA GAT GAA TTG CTC TTA 720
Ile Leu Asn Asn Ala Ala Asn Leu Leu Lys Gln Asp Glu Leu Leu Leu,
225 230 235 240
GAAR GCT TTC AAC TCT GCC GTA GCC GCC AAC ATT GGG AAT AAG GAA TTC 768
Glu Ala Phe Zsn Ser Ala Val Ala Ala Asn Ile Gly Asn Lys Glu Phe
245 250 255
AAT TCA GCC GCT TTT ACA GGT TTG GTG CAA GGC ATT ATT GAT CAA TCT - 816
Agn Ser Ala Ala Phe Thr Gly Leu Val Gln Gly Ile Ile Asp Gln Ser .
260 265 270
CAA GCG GTT TAT AAC GAG CTC ACT AAA AAC ACC ATT AGC GGG AGT GCG B64
Gln Ala Val Tyr Acn Glu Leu Thr Lys Asn Thr Ile Ser Gly Ser Ala
275 280 285
GTT ATT AGC GCT GGG ATA AAC TCC AAC CAA GCT AAC GCT GTG CAA GGG 912

Val lle Ser Ala Gly Ile Acn Ser Asn Gln Ala Asn Ala Val Gln Gly
290 295 300



sequence according to the invention is located preferably under the control
of :an expression signal (pronoter, operator, enhancer etc.). Exanples of
prokaryotic vectors are chronosomal vectors such as for exanple

bact eri ophages (e.g. bacteriophage [err]) and extrachronmpbsomal vectors such
as plasmds, whereby circular plasm d vect®d¥s-are especially preferred.

Sui tabl e prokizféotic vectors are e. % descrl bed c&)c/ Sanbrook et al., Supra,

chapters 1 to & STCIER £ ERORET MErGET 8 Y3-0 SSL G BEAACE F19 ne | réfént i on

can al so be aaskaryotic vectatoe.g. a yeast ylect or or a veChgy suitable

for higher celéﬁ 4}3 Jx_%s d yeslof., vi ral vector gl ant vector). Such
vectors are f Gispxyandl S e&ﬁr&eﬂﬁ%nﬁﬁ‘ﬁ@@% et bea g acchapt E1°816.
325" 330 335

CCC CAA TTC AGA GCC GGG AAC AGC CGT TCA ACG AAT ATT TTA AAC GGG 1056
Pro Gln Phe Arg Ala Gly Asn Ser Arg Ser Thr Asn Ile Leu Asn Gly
340 345 350

TTT TAC ACC AAA ATA GGC TAT AAG CAA TTC TTC GGG AAG AAA AGG AAT 1104
Phe Tyr Thr Lys Ile Gly 'ryr Lys Gln Phe Phe Gly Lys Lys Arg Asn
385 360 365 .

ATC GGT TTG CGC TAT TAT GGT TTC TTT TCT TAT AAC GGA GCG AGC GTG 1152
Ile Gly Leu Arg Tyr Tyr Gly Phe Phe Ser Tyr Asn Gly Ala Ser Val
370 375 . 380

GGC TTT AGA TCC ACT CAA AAT AAT GTA GGG TTA TAC ACT TAT GGG GTG 1200
Gly Phe Arg Ser Thr Gln Asn Asn Val Gly Leu Tyr Thr Tyr Gly Val
385 390 395 400

GGG ACT GAT GTG TTG TAT AAC ATC TTT AGC CGC TCC TAT CAA AAC CGC' 1248
Gly Thr Asp Val Leu Tyr Asn Ile Phe Ser Arg Ser Tyr Gln Asn Arg
405 410 415

TCT GTG GAT ATG GGC TTT TTT AGC GGT ATC CAA TTA GCC GGT GAG ACC 1296
Ser Val Asp Met Gly Phe Phe Ser Gly Ile Gln Leu Ala Gly Glu Thr
420 425 430

TTC CAA TCC ACG CTC AGA GAT GAC CCC AAT GTG AAA TTG CAT GGG AAA 1344
Phe Gln Ser Thr Leu Arg Asp Asp Pro Asn Val Lys Leu His Gly Lys
435 440 445

ATC AAT AAC ACG CAC TTC CAG TTC CTC TTT GAC TTC GGT ATG AGG ATG 1392
Ile Asn Asn Thr His Phe Gln Phe Leu Phe Asp Phe Gly Met Arg Met
450 455 460

AAC TTC GGT AAG TTG GAC GGG AAA TCC AAC CGC CAC AAC CAG CAC ACG 1440
Asn Phe Gly Lys Leu Asp Gly Lys Ser Asn Arg His Asn Gln His Thr
465 470 475 480

GTG GAA TTT GGC GTA GTG GTG CCT ACG ATT TAT AAC ACT TAT TAC AAA 1488
Val Glu Phe Gly Val Val Val Pro Thr Ile Tyr Asn Thr Tyr Tyr Lys
485 490 495

TCA GCA GGG ACT ACC GTG AAC TAT TTC CGT CCT TAT AGC GTT TAT TGG 1536
Ser Ala Gly Thr Thr Val Lys Tyr Phe Arg Pro Tyr Ser Val Tyr Trp
500 505 510

TCT TAT GGG TAT TCA TTC TAA 1557
Ser Tyr Gly Tyr Ser Phe
515

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 2:

(i) SEQUENCE CHARAKTERISTICS:
(A) LENGTH: 518 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLEKULE TYPE: protein
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 2:

Met Ile Lys Lys Asn Arg Thr Leu Phe Leu Ser Leu Ala Leu Cys Ala
1 5 10 15



- 19 - ¥ Yet a further subject matter of the present invention is a cel
which is transformed with a vector according to the invention. In a
preferred enbodi ment the cell is a prokaryotic cell preferably a
gran}negatlve prokaryotic cell particularly preferably an E. coli cell.
However, on the other hand the cell accordid® to the invention can also be
a eukaryotlc cell such as a fungal cell (e.g. yeast), an animal or a plant
cel | . The invention al so conterns a pol ypeptt+®e which is codet® by a DNA
ol ecul e accor @eRg1id seberiN¥eRtd19NAspl R8p RS%LyYBﬁPtﬂh@epﬁé TRESFA" 88 Vrypapabl e
of adhering to human cel |l s2and conprises (&s t he am no acrd:ﬁﬁquence shown
in SEQ I'D NO 2 or é an am no aci d sequence that inmunol ogi cal
cross-reacts wR ‘He q‘é?éh(‘,’él alet ot gpt‘ﬁ“l( gjn AsnThge Eégﬁé'p{’-}%é'ys
according to the |nvent|on preferably

Ser Asp Glu Leu Ala Arg Glu Leu Asn Ala Asp Val Thr Asn Asn Ile
50 55 60

Leu Asn Asn Asn Thr Gly Gly Asn Ile Ala Gly Ala Leu Ser Asn Ala

65 70 75 80

Phe Ser Gln Tyr Leu Tyr Ser Leu Leu Gly Ala Tyr Pro Thr Lys Leu
85 80 95

Asn Gly Ser Asp Val Ser Ala Asn Ala Leu Leu Ser Gly Ala Val Gly
100 105 110

Ser Gly Thr Cys Ala Ala Ala Gly Thr Ala Gly Gly Thr Ser Leu Asn
115 120 125

Thr Gln Ser Thr Cys Thr Val Ala Gly Tyr Tyr Trp Leu Pro Ser Leu
130 _ 135 - 140

Thr Asp Arg Ile Leu Ser Thr Ile Gly Ser Glmn Thr Asn Tyr Gly Thr
145 _ 150 155 160

Asn Thr Asn Phe Pro Asn Met Gln Gln Gln Leu Thr Tyr Leu Asn Ala
165 170 175

Gly Asn Val Phe Phe Asn Ala Met Asn Lys Ala Leu Glu Asn Lys Asn
180 ’ 185 190 .

Gly Thr Ser Sexr Ala Ser Gly Thr Ser Gly Ala Thr Gly Ser Asp Gly
195 200 205

Gln Thr Tyr Ser Thr Gln Ala Ile Gln Tyr Leu Gln €ly Gln Gln Asn
210 215 220

Ile Leu Asn Asn Ala Ala Asn Leu Leu Lys Gln Asp Glu Leu Leu Leu
225 230 235 240

Glu Ala Phe Asn Ser Ala Val Ala Ala Asn Ile Gly Asn Lys Glu Phe
245 250 _ 255

Asn Ser Ala Ala Phe Thr Gly Leu Val Gln Gly Ile Ile Asp Gln Ser
260 265 270

Gln Ala Val Tyr Asn Glu Leu Thr Lys Asn Thr Ile Ser Gly Ser Ala
275 , 280 - 285

Val Ile Ser Ala Gly Ile Asn Ser Asn Gln Ala Asn Ala Val Gln Gly
290 295 300

Arg Ala Ser Gln Leu Pro Asn Ala Leu Tyr Asn Ala Gln Val Thr Leu
305 310 ] 315 320

Asp Lys Ile Asn Ala Leu Asn Asn Gln Val Arg Ser Met Pro Tyr Leu
325 330 335

Pro Gln Phe Arg Ala Gly Asn Ser Arg Ser Thr Asn Ile Leu Asn Gly
340 345 350

Phe Tyr Thr Lys Ile Gly Tyr Lys Gln Phe Phe Gly Lys Lys Arg Asn



has ;a honol ogy of at |east 80 % and nost preferably of at |east 90 %to the
am no aC|d sequence shown in SEQ I D NO 2. The pol ypepti des according to

t he . |nvent|on are preferably produced by transformng a cell with a DNA
nDIecuIe or vector according to the invention, culturing the transforned
cell under conditions in which expression-oggthe pol ypepti de takes pl ace
and isolating the polypeptide fromthe cell or/and the culture supernatant.
In this process the poi%spepti de accordiarsgi to the inventix®s can be obtai ned
as a fusion pol eptl de as wel no usi on poI pepti de,. The

pol ypepti de acc%f 3 ¥ fRe "iyﬁv"e"(ﬁ Gb%ﬁ Pglrfn bt £6F b'ﬁy 5 Gy Alf SH¥dgen to
produce anti bodi es. The present

Gly Phe Arg Ser Thr Gln Asn Asn Val Gly Leu Tyr Thr Tyr Gly Val
385 380 385 400

Gly Thr Asp Val Leu Tyr Asn Ile Phe Ser Arg Ser Tyr Gln Asn Arg
405 410 41585

Ser Val Asp Met Gly Phe Phe Ser Gly Ile Gln Leu Ala Gly Glu Thr
420 425 . 430
Phe Gln Ser Thr Leu Arg Asp Asp Pro Asn Val Lys Leu His Gly Lys
435 440 ’ 445

Ile Asn Asn Thr His Phe Gln Phe Leu Phe Asp Phe Gly Met Arg Met
450 458 460

Asn Phe Gly Lys Leu Asp Gly Lys Ser Asn Arg His Asn Gln His Thr
465 . 470 475 . 480

Val Glu Phe Gly Val Val Val Pro Thr Ile Tyr Asn Thr Tyr Tyr Lys
485 490 495

Ser Ala Gly Thr Thr Val Lys Tyr Phe Arg Pro Tyr Ser Val Tyr Txp
500 505 510

Ser Tyr Gly Tyr Ser Phe
515



- 20 -*, invention therefore also concerns an antibody which is directed
agai nst_a pol ypeptide according to the invention. The antibody is .
preferably dﬁﬁmmu;mﬂm]ﬂm he N-term nus e.g. the first 250 am no acids
of the am nol!@ own in SEQ 1D NG 2. Yet a further aspect of
t he present i nvehti'on "torfcerns a pharmaceuti cal conposition which contains
a DNA nol ecul e according to the invention, a polypeptide according to the
invention or an antibody according to the invention as the active substance
optionally together with conmmon pharnaceutical auxiliary substances,

di luents, additives and carriers. The dywgmpgaceut i cal conposition
according to the invention can be used on the one hand to di agnose a

1. DNA molecule,

wherein

it comprises

(a) the nucleotide sequence shown in SEQ ID NO:1

(b) a nucleotide sequence which corresponds to the
sequence according to (a) within the scope of
the degeneracy of the genetic code or

(c) a nucleotide sequence which hybridizes with
the sequences according to (a) or/and (b)
under stringent conditions.

2. DNA molecule as claimed in claim 1,
wherein
at the nucleotide level it has a homology of at
. least 80 % to the nucleotide sequence shown in
SEQ ID NO:1.

3. DNA molecule as claimed in claim 1 or 2,
wherein '

it has a length of at least 15 nucleotides.

4. DNA molecule as claimed in one of the claims 1 to
3,
wherein
it codes for a polypeptide with the ability to
adhere to human cells.

5. Vector,
wherein
it contains at least one copy of a DNA molecule as
claimed in one of the claims 1 to 4.



Hel i cobact er py - of-—The diagnosis at the nucleic acid level is
pref,erably caiyg 1.ng hybridi zati on probes which contain a DNA
accordi ng toil’"mﬁmguﬂﬁmningt is specific for the al pA gene or by
anplificationsicngt I | es according to the invention as prinmers. At
the protein level the diagnostics are preferably carried out with the aid
'of the antibody according to the invention. On the other hand the
Ipharmaceutical conposition can also be used to prevent or fight a

Hel i cobact er py ori‘&nigction. For therapeutic application the pol ypeptide
or parts thereof’are fisdd to produce an active vaccine or the antibody is

used to produce a pauhéreinaccine. It is intended to further elucidate
the invention by the;fofLow .00 8x2HRECHi8A%al LAUESS as claimed in claim
5.

7. Polypeptide,
wherein
it is coded by a DNA molecule as claimed in one of
the claims 1 to 4. '

8. Polypeptide as claimed in claim 7,
wherein
it comprises
(a) the amino acid sequence shown in SEQ ID NO:2
or
(b) an amino acid sequence which immunologically
cross~reacts with the sequence according to-

(a).

9. Polypeptide,
wherein
it is capable of adhering to human cells.

10. Process for the production of a polYpeptide as
claimed in one of the claims 7 to 9,
wherein _
a cell is transformed with a DNA molecule as
claimed in one of the claims 1 to 4 or a vector as
claimed in claim 5, the transformed cell is
cultured under conditions in which an expression of
the polypeptide takes place ahd the polypeptide is
isolated from the cell or/and the culture
supernatant.



- 21 - - _“_—“‘T‘§ﬁ6ms*a-kknear restriction map of the transposon

TnMax9 (DSN"’m)mm s used to identify and inactivate the
al pA:gene schematic representation of the
m Rl

construction of tthew pl asm d vectors pMnl and pMn 2 (DSM
10007) which are suitable for am 8fficient transposon nutagenesis.
Fig. 3A shows the selection principle of the transposon nmut agenesi s
wi th Tnmax9 and the schene for producing H. pylori mutants which

have a defect he secretor
11.. Use o a po ypethdg as claimed in one of the

claims 7 to 9 as an immunogen to produce
antibodies.

12. Antibody against a polypeptide as claimed in one of
the claims 7 to 9.

13. Antibody as claimed in claim 12,
wherein )
it is directed against the N-terminus of the amino
acid sequence shown in SEQ ID NO:2.

14. Pharmaceutical composition,
wherein
it contains a DNA molecule as claimed in one of the
claims 1 to 4, a polypeptide as claimed in one of
the claims 7 to 9 or an antibody as claimed in
claim 12 or 13 as the active substance, optionally
together with common pharmaceutical auxiliary
substances, diluents, additives and carriers.

15. Use of a pharmaceutical composition as claimed in
claim 14 for the diagnosis of a Helicobacter pylori
infection.

16. Use of a pharmaceutical composition as claimed in
claim 14 for the production of an agent for the
prevention or treatment of a Helicobacter pylori
infection.



Fig. 3B*shows a schematic representation of the procedure for
identifying H pylori nutants whi ch have a defect in a secretory
gene. Fig. 4 shows a restriction map of the plasmd pMi140 whi ch
contains-the regulatory region and the 5 _ . _ end of the al pA gene (SEQ
1D NO1). The al pA gene is i nactivated by insertion of the
transposon TnMax9 (see triangle |abelled TnMax9). When the plasmd
is expressed an al pA- B- | act amase fusion protein is obtained.

pMi140 is the original clone fromthe nutant gene bank from
whi ch the adherence-defect H pylori sthgighracr P1- 140 was obtai ned by
retransformati on and honol ogous reconbi nati on. Fig. 5 shows an

i mmunobl ot of H pylori total cell | ysates of the wild-type strain
69A (1) as well as the iio_enic mut ant strghns P1-140 22) and
P1-179% (3). THERGi PESEGRE PVEPEIBBACERRFLPRsan adherence’ gene from

Helicobacter pylori, a polypeptide coded thereby and
antibodies against the polypeptide.
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kDa_s » The’ al pa nutants P1-140 and Pl-179a do
The i mminobl ot was
idi rected against the N-terminus of the
SEQ I D NO 1 shows the nucl eoti de sequence
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Fig.1
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53
not have Al pA protein.
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SEQ IDNO 2 shows the am no acid sequence of the Al pA adherence
pol y:pept ide fromH. pylori. Exanple 1 Construction of mniml vectors
The plasm d pRH144 was constructed by Ii gat | on of the Col El replication
origin (oriferr]) and t residt bnce n whi ch were
both anplified as PCR f%@%ﬂf@dﬁmezz usi nggghﬁnd%?-ﬁér%}onpal rs RH104
(5 - AGC TGA ATT CAT ARA GAT cat TGC GGT AGT
‘T-3'") and RH105 (5'- TCT GCA GCC 882 TTC CAT TCA G 3') or RH106

(5 -AGC TCT GCA GAG ATCininimgaimmia@h TCT T- 3'er=gnmREESTZESTTCT-NGA ATT CGT
'ATC AGC TCA CTC AAA G- 3'). pRH146\was constructed by insertion™f an ori T

fragment which was obtained fro theEquaIsmd RPJ4 (Marsh et al. Sﬁél) by
PCR anplification using the pring

Insertion of the polylinker
) . lEcoRI fragment from plC20R1
Insertion of oriT
from RP4

EcoRl EcoRI

Deletion of the polylinkey

Insertion of a polylinker flanked
/ by transcription fermmafors

Bglll Kpnl Xbal Sall Xbal Pstl Nrul Sacl Xbal Clal  Hind 111
~ EoRl {¥hol | Smal lcmrl EeoRl SolllSphlthoIIBg(II'EcoRVlEcnRIlEmRI
terfd g terjrpA terfd' e o B L R M

Piga

ori o) Bami] "l
tet —_—

Pstl ~Sall Insertion of Piga PstI

-and polylinker from
pRH146(BamHI
fragment )




(5' -GJA*CTG CAG CTT GGI TTC ATC AGC CA-3') and DF
AGT AAT TTC CTG CAT-3').

_Subsequent ly the nultiple cloning site of the pla
1981) was inserted into the EcoRl site of BRH]46.
plasmd pMnl the polylinker of pRH146 was repl ac
synthetic polylinker region which was cl ongd int
and was conposed of the two partially con'ﬁ ﬁ
(5" - AAT TAG ATC ATT AAA TCC TTT TGG A

AGG TAC CCG GGA TCC TCT AGA-3') and RHL18 (5'- AAT
CGC TCA TTA GGC GGG CTA

002 (5'-GIA CIG CAG TTC
- 23 -

smd pl CCORL (Thomas,

In order to obtain the
ed by a doubl e-stranded
the EcoRl site of pRH146
ry oligonucl eoti desRH117
TT TTT TGA ATT CAG ATC BCG
TAG ATC AAA AAA AAA GCC

H.pylori :
| e )
o | =
l H. pylori plasmid bank
pMin2 in pMin2
gene bank U
(3- 6fkb ) Piga £18]
insertions ST
E!ectroporutm blaM cat TnMoxd )y pTnMax3)
) 2400 independent
_ 'ﬂﬂ L transformants
inducing the
PTG l transposition l
(pools of 10 clones)

AT Em
> — 198 pools with 10-
D>~ T —— 20 clones
b conjugative
! transfer- l
E1L5(pol Al)
APV 7 —— - .
plasmid |gglah0n pg— 192 ampicillin-resistant
blaM deletion clones in 158 groups

Retransformation l

—— m SEEP
chromosome

H.pylori
69A

:

135 H. pylort mutants
119 from various pools



ACGC T.TG TCG ACA TCG ATC TAG AGG ATC CCG GGTI ACC-3'). The fl anki ng EcoR
"sités were destroyed by the cloning procedure. The cl oned pol ylinker region
cont-ai ned the transcription termnators of the phage fd (terfd) and the
trpA gene (terf[err]) In order to obtaingt plasm d pMn2 the pronoter of
the iga gene (Piga) derived from gonococcl was anplified as a PCR fragnent
fromthe plasmd plP 100 (Pohlner et al., 1987) using the oligonucl eotides
S0009 (5'-GGA TCC GAA TTC TCA TGT TTG ACA G 3') and S0010 (5'-GIC GAC AGA
TCT TTT AAT AGC GAT AAT GI-3'). The amplification fragment was ligated into
the EcoRI and Bglll sites of pRHL60. The trpA term nator was renoved by
replacing the Bglll/BanH fragnment of pMnl by the correspondi ng fragnent
of pRH146. The construction schene for pMnl and pMn2 is shown in fig.

2. The E. coli strain DH5a containing the plasmd pMn was deposited at the
DSM under the file nunber '




; : : _ !
10007. =~ ' - - -24- Exanpl e 2 Const ructi on? of M
the transposon Tnl\/ax9  The plasm d pRHL10 which is der| ve of Tnl\/ﬁRP‘f t
(Haas et al., 1993) with a Sall linearized plCOR2 v g

Sal | cleavage site was used as the basis for the const I on of 'm"‘g'“h
Subsequently the central region of TnMaxl (ori[err]-res-cat[err]
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deleted by H ndlll cleavage and religation. The sequences for the
ML3-forward (ML3 priner) and ML3 reverse (ML3-RP1) sequencing prinmer were

i ntroduced (ligation) into the H ndlll cleavage site of pRHL10 by insertion
of the two partially conplenentary oligonucl eoti des RHO96 (5' - AGC TTA CTG
GCC GIC GIT TTA CAG CGG CCG CAG GAA ACA CCT ATG ACC GA-3') and RHO97
(5'-AGC TTC GGTI Ciwb ssiasséGT TTC CTG CGG CCG CTG TAA AAC GAC GGCrpCivErdsfe2sis) .
The resulting plasm d pRH140 contained a singular Notl restriction cl eavage
site between the two priner binding sites. The res DNA fragnment of Tnl721
was anplified fromthe plasm d pJOE106 (Schotff et al., 1981) with the aid
of the oligonucleotide prinmer pair RH®8 (5 - AGA AGC GGC CGC AAA AGG ATC
CAT AGG TGC AAG CAA GIT A-3') and RHO99 (5'-AGC TGC GGC CGC AAA AAG ATC TCA

AAG OOC ATT TCT GTC AfgEs¥ehsgsl e Qididboblctet wlmamml SR en

site. As a result the plasm d pRH141 was f%ﬁi i,ch had singul ar BanH
and Bglll restriction cleavage sites |eft ® of res. Now the
replication origin (ori[err]) together with the cat[err] resistance was
i solated from pRH42 as a BanHl fragnent agekdHy@dbagdgl Nt 0 the. BanH cl eavage
site of pRH141. Deletion of the pl C2OR2 vector (witﬁ Sall) finally led to
pTnMax5 the base construct

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur

Identifiziexrung sekretorischer Gene und insbesondere von
Adhérenzgenen aus Helicobacter pylori. Weiterhin betrifft
die Erfindung eine zur Identifizierung von sekretorischen
Genen aus H. pylori geeignete Genbank, aus dieser Genbank
erhidltliche Polynucleotide und Polypeptide, insbesondere
das alpA-Gen aus Helicobacter pylori und das davon codie:_i‘te .
Polypeptid. Diese Polynucleotide und Polypeptide kénnen zur
Diagnose, Privention und RBehandlung einer Helicobacter-
Infektion eingesetzt werden. '

Das Auftreten von spiralfdérmigen Bakterien in der mensch-
lichen Magenschleimhaut ist seit langem bekannt (Bizzozero,
1893). Die Tatsache, daf® es sich dabei um pathogene Keime
handélt, wurde jedoch erst mit der erfolgreichen Isolierung
und Kultivierung dieses Bakteriums durch Marshall und
Warren (Warren and Marshall, 1983; Marshall et al., 1984)
aus der Magenschleimhaut eines Patienten mit einem Magenge-
schwiir (Ulcus ventriculi) realisiert. Wie erste Analysen
ergaben, handelte es sich bei den isolierten Mikroorga-
nismen um gramnegative, spiralfdrmige Bakterien mit extrem
hoher Beweglichkeit und der ungewdhnlichen Fahigkeit im
stark sauren Milieu (bis ca. pH 1,5) zu iberleben. Ursprin-
glich als Campylobacter pylori bezeichnet, wurden die Keime

. ichlieflich aufgrund biochemischer und wmorphologischer
' _ genschaften in die neu gegriindete Gattung "Helicobacter™"
. Truppiert (Goodwin et al., 1989).

innerhalb weniger Jahre wurde die Bedeutung der
cter pylori-Infektion und die Tragweite dieser
% klar. Epidemiologische Untersuchungen von Taylor

ERSATZBLATT (REGEL 26) .



for all further TnMax transposons. Finally the B- |actamase gene wi thout a
promoter and w thout a signal - 25-

sequence (bl aM gene) fromthe pl asni d pBR322 (Sutcliffe, 1979) was
anmplified by neans of PCRwith the aid of the oligonucl eoti des RH124

(5' - AGT TGC GGC CGC ACC CAG AAA CGC TGG TG 3') and RH127 (5' - AGC TAG ATC
TAG ATT ATC AAA AXOEAIB8E. 3' ) and inserted into the Notl and BglPCR/ERP&2§48ge
sites of TnMax5 which resulted in pTnMax7. The Not!| cl eavage site between
cat[err] and the inverted repeat- (IR) of pTnMax7 was renoved by filling up
t he overhanging ends with Kl enow pol ynerase. “The" Bgl || cleavage site at the

3" end of blaM was %%a\/(ﬂ’lta%%ri nh%9§) zeigten, daf die H. pylori Infektion
weltweit auftritt; und da ca. 50 % der Bevdlkerung mit
diesem Bakterium infiziert sind, wobei die Infektionsrate
in den Entwicklungsléndern hdher ist als in industriali-
sierten Landern. Ferner beobachtet man, daf die Wahr-
scheinlichkeit einer chronischen H. pylori-Infektion mit
steigendem Lebensalter drastisch zunimmt. Damit z&hlt die
H. pylori-Infektion zu den hiufigsten chronischen bakte-
riellen Infektionen des Menschen. '

Heute weill man, dal die Infektion zwangsldufig zur Aus-
l6sung einer bakteriellen Gastritis (Typ-B Gastritis) beim
Menschen fiihrt. Ferner geht man davon aus, daRf H. -pylori
auch eine ursdchliche Rolle bei der Entstehung von Magén—
und 2Zwdlffingerdarmgeschwiiren (Ulcus ventriculi und Ulcus
duocdeni) sowie bei einigen Formen des Magenkarzinoms
(Adenokarzinom) spielt (Lee et al., 1993; Solnick and
Tompkins, 1993). Auch die seltener auftretenden MALT
{Mucosa Associated Lymphoid Tissue) Lymphome des Magens,
die als Vorstufen von B-Zell-Tumoren des Immunsystems
angesehen werden, sind vermutlich eine Folge der H. pylori-
Infektion. Eine antibakterielle Behandlung entsprechender
Patienten mit erfolgreicher Eradikation (totaler Elimina-
tion) wvon H. pylori fihrt sowohl zu einer Abheilung von
Magengeschwiiren als auch von "low grade" MALT Lymphomen
(Sipponen and Hyvarinen, 1993; Isaacson and Spencer, 1993;
Stolte and Eidt, 1993).

_ Eine Folge der Langzeitinfektion mit H. pylori ist die
atrophische Gastritis, eine Degeneration der Schleim-,
S&ure- oder Pepsinproduzierenden Zellen des Magenepithels,
die als eine prikanzerdse Ldsion angesehen werden muf3. Nach
einer Statistik der 1980 weltweit am hdufigsten aufgetrete-
nen Krebsarten steht das Magenkarzinom an zweiter Stelle,
allerdings mit rilickldufiger Tendenz (Parkin et al., 1988).
Zwei Studien zeigten kiirzlich eine statistisch signifikante
Korrelation zwischen der H.pylori- Infektion wund dem

ERSATZBLATT (REGEL 26)



Not| cl eavage site by insertion of the conplenentary oligonucl eotide pair
.S0012 (5'-GAT CAA GIC GCG GCC GCC TGA T-3') and S0013 (5' - GAT CAT CAG GCG
GCC GCG ACT T- 3') which led to the transposon derivative pTnMax9. The E.
coli strain E 181 containing the transposon derivative pTnMax9 was
deposited at the DSM under the file nunber 10008. Exampl e 3

Construction of WO¥MHBori plasmid gene bank A plasnid gene PR ¥P4he
chronosormal DNA of the H pylori wild-type strain 69A was set up. For this
t he chronosomal DNA was isolated by the nethod of Leying et al. (1992) from
H pylori and partial ly cleaved with each of £he restriction endonucl eases

Sau3Al and Hpal I . béﬁr%%% tlyed %?%%44@% tsg%%gggfggt 49097 Deide

prepar ative agar ose f ragne
kamen zZu dem SchlufR, daf ca. 60 % aller auftretenden

) Magenkarzinome wahrscheinlich auf eine H. pylori- Infektion
zurtickzuflihren sind (Parsonnet et al., 1991; Nomura et al.,
1991). Weihterhin 2zeigen Untersuchungen von Sipponen
(1992), da in vielen industrialisierten Landern mehr als
20 % der Infizierten im Laufe ihres Lebens an einem Ulkus
des Magens oder des Duodenums erkranken, wahrend bei
Personen mit normaler Magenmukosa dieses Risiko vernachlds- .
sigbar gering ist. Dies bedeutet, daR diese h&iufigen
gastroduodenalen Erkrankungen als Infektionskrankheiten
betrachtet und entsprechend behandelt werden miissen (Alper,
1993). Eine Behandlung, die eine bereits bestehende
chronische H. pylori-Infektion eliminiert, £lhrt zur
Abheilung einer Gastritis, eines Magen- bzw. Zwdlffinger-
darmgeschwiirs oder eines MALT-Lymphoms. Damit kann eine
prophylaktische Behandlung, die eine H. pylori-Infektion
verhindert (z. B. Impfung) sowie eine Behandlung die eine
bereits bestehende H. pylori-Infektion eliminiert, zur
Behandlung dieser haufigen gastroduodenalen Erkrankungen
eingesetzt werden.

Neben einigen hSheren Primaten war der Mensch bisher als
einziger natfirlicher Wirt £iir H. pylori bekannt. Der
relativ neue Befund, daf auch die Hauskatze mit H. pylori
infiziert sein kann, wirft ein neues Licht auf die Frage
der Ubertragung und eines mdglichen Reservoirs flir diese
Bakterien auRerhalb des menschlichen Organismus. Die
gelegentlich erfolgreiche Anzlichtung von H. pylori aus dem
Stuhl infizierter Personen und die Fahigkeit der Bakterien
{iber Monate im Wasser zu iiberleben, unterstiitzen die
Hypothese einer fdkal-oralen Ubertragung. Auch die direkte
oral-orale Transmission wird aufgrund von Familienstudien
als wahrscheinlich angesehen. Die Infektion erfolgt meist
im Kindesalter innerhalb der Familie, wobei enge rdumliche
Lebensverhaltnisse und geringer Hygienestandard positiv mit
der Hiufigkeit der Infektion korrelieren.
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eluted fromthe gel. These DNA fragnments were ligated into the plasmd
vector pMn2 which was specially constructed for this purpose which had
ﬁ)een cl eaved with the restriction enzynmes Bglll and Clal, ligated (T4

;1 26 - | igase) and the ligation mxture was transfornmed into the E. coli
strain E 181 which is a derivative of the strain HB101 (Bayer and

Roul | and- Dussoi x, WO364188¢ ont ai ni ng t he | ysogenes [err] phages [ ePETErBABIANd
had al ready been transformed with the transposon TnMax9. In this process
ca. 2400 independent transformants were obtai ned.

-4 -

Nach der oralen Aufnahme gelangen die Bakterien zunidchst in
das extrem saure Magenlumen (pH 1 - 2). Dort wird durch die
Produktion des Enzyms Urease, das zur Spaltung des vorhan-
denen Harnstoffs und damit zur lokalen Neutralisierung des
sauren pH-Wertes im Magen fihrt, das Uberleben der Bakte- -
rien ermdglicht. Mittels chemotaktischer Orientierung und
flagellenabhingiger Motilitit bewegen sich die Keime dann
in die Bicarbonat-gepufferte Schleimschicht der Antrumre-
gion des Magens, ihrem eigentlichen natiirlichen Habitat .
Dort befinden sie sich in einer einzigartigen ékologischen
Nische, die aufgrund der Siurebarriere nur f£ilir wenige
konkurrierende Bakterienarten zugdnglich ist. Vermutlich
orientieren sich die Keime an dem pH-Gradienten zwischen
Lumen (pH 1-2) und Epithelzellocberfliche (pH 6-7), um zum
Epithel 2zu gelangen. Durch ihre spiralige Form, ihre
Beweglichkeit im viskosen Schleim, die Produktion wvon
- Mukus-modifizierenden Enzymen und schlieBlich durch eine
mikroaerophile Lebensweise sind diese Keime optimal an die
Lebensbedingungen in diesem Habitat angepafit.

Sie halten sich meist in den tiefen Krypten der Antrumre-
gion auf, wo sie vor Qufieren Einfllissen wie z. B. Saure,
Pepsin, aber auch vor Medikamenten zu ihrer Eradikation wie-
z. B. Antibiotika geschiitzt sind. Ein Teil der Population
{(ca. 20 %) ist eng mit Epithelzellen assoziiert, vor allem
mit Schleim-produzierenden Zellen. Unter der Voraussetzung
einer gastralen Metaplasie, d. h. der Saure-induzierten
Ausbildung von gastralem Epithel im Duodenum, kommt es auch
zur Kolonisierung metaplastischer Areale im Duodenum,
wodurch die Voraussetzungen zur Entstehung des Zwdlffinger-
darm-Geschwiirs (Ulcus duodeni) geschaffen sind. Durch ihre
Fihigkeit zur Adharenz wird vermutlich eine komplette
Ausscheidung der Helicobacter mit dem abgestofenen Schleim
verhindert, so daff die Bakterien fiir Jahre, Jahrzehnte oder
gar lebenslang persistieren kénnen (chronische Infektion).
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Exampl e 4 | solation of H pylori nutants The sel ection principle of the

mut ageMESTSamd—tte—procedure for identifying nutants are shown
schematically in fig. 3A and 3B. In order to carry out the transposon

mut agenesi s 10 transformants were pooled in each case and nutually i nduced
by which neans a total of 190 pools each with 10-20 clones were treated
further. 191 anpMO%41880, esistant E. coli plasmd clones were PSHEBS®ES4Er om
t his mutagenesi s which carried i ndependently nutated H pylori genes. These
192 plasm ds were isolated fromE. coli and used for the retransformation
of the H. pylori strain 69A. 135 H. pylori mfants were isolated fromthese

192 transformat!on% whi Caiie & r%surmﬁla/.e tegt eg inv%gsnﬁ V\/n{l_ch. cade fior

secretory proteins. ¥Re V\f;éy’f e rRutant oSSR eRYTREY ’iﬁlg

screeni ng Ulkuserkrankungen bekannt waren, wurden diese durch sog.
Antazida, oder H,-Rezeptorantagonisten behandelt. Dabei
handelt es sich um Substanzen, welche die SAuresekretion
der Magenparietalzellen inhibieren. Unter dem Einfluf
diegser Arzneimittel kommt es meist 2zur Abheilung von
‘Geschwliren, da jedoch eine der Ursachen dieser Geschwilire,
nédmlich die H. pylori-Infektion, damit nicht eliminiert
wird, kommt es in den meisten Fillen nach kurzer Zeit zu
einem erneuten Auftreten der Ulzeration (Rezidiv).

Eine weitere, hiufig angewandte Therapie bei Ulzerationen
ist die Wismut-Behandlung. Verschiedene Wismutsalze -(CBS,
BSS) haben einen bakteriziden Effekt auf H. pylori. Eine
totale Eradikation des Keimns wird jedoch nur in 8 - 32-%
der F4lle erreicht. Die Behandlung fithrt anscheinend zu
einer vorlibergehenden Suppression des Keims, aber nach
Absetzen der Behandlung kommt es in den meisten Fallen
wieder zum Aufflackern der Infektion. Eine léngerdauernde
Therapie mit hohen Dosen fihrt zu einer Akkumulation der
Substanz in Leber, Niere und im Nervensystem und hat
betriachtliche neurologische Nebenwirkungen (Malfertheiner,
1894).

Seit der Erkenntnis, daf® es sich bei den gastroduodenalen
Ulkuserkrankungen um Infektionskrankheiten handelt, ist ein
Ziel der Behandlung die Eradikation der Erreger dJurch
Antibiotika. Die Monotherapie mit verschiedenen Antibiotika
(Amoxicillin, Nitrofuran, Furazolidin, Erythromycin u. a.)
stellte sich jedoch als nicht zufriedenstellend heraus, da
es auch hier nur bei 0 - 15 % der PFille zur Eradikation der

Keime kommt. Die erfolgreichste Behandlung wird zur Zeit
durch eine Kombination eines Saureblockers (Ompeprazol) mit
einem Antibiotikum (Amoxicillin} erreicht, die zu Eradika-
tionsraten bis zu 80 % fihren kann (Malfertheiner, 1994).
Auf Dauer ist eine Antibiotika-Behandlung zur Eliminierung
von H. pylori jedoch nicht erfolgversprechend, da mit einer
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assay for H pylori
epithelial cells.
ed for 1 hour at 37[err]C together with the epithelial cells. The
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mut ants which had lost their ability to bind to Katoll
For this the nutants were | abelled with FFTC and-

was carried out directly

by observation with a fluorescence m croscope. 2 nutants were
inthis cas®q%#1881_140 and P1-179a) which showed a gr eatRCI/EPS2545]

nce.

\
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raschen Resistenzentwicklung der Bakterien gegen Antibio-
tika gerechnet werden mufl. :

Daher besteht ein Bediirfnis nach neuen Therépieformen far
die Bekadmpfung einer H. pylori-Infektion, insbesondere nach
Impfstoffen, die spezifisch gegen Virulenzfaktoren von H.
pylori gerichtet sind. Als Virulenzfaktoren bezeichnet man
die Eigenschaften eines pathogenen Bakteriums, die ihm die
Fahigkeit verleihen, eine bestimmte &kologische Nische im
Kdrper des Wirts zu kolonisieren und sich dort trotz der
Immunantwort und detr unspezifischen aAbwehrmechanismen des
Wirtsorganismus zu vermehren. Kenntnisse tiber Virulenzfak-
toren helfen somit den Ablauf und die Mechanismen -einer
Infektionskrankheit besser zu wverstehen. Die wichtigsten
bisher untersuchten Virulenzfaktoren von H. pylori sind die
Urease, die Flagellen, die Adhisine und die Produktion
eines Cytotoxins.

Die Urease, ein Enzym auf der Oberfldche dexr Bakterien,
besteht aus 2 Untereinheiten (UrelA, 26 kDa, UreB, 66 kDa),
die bis zu 5 % des gesamten bakteriellen Proteins aus-
machen. Die Urease spaltet den im Magensaft in geringer
Konzentration vorkommenden Harnstoff in Ammoniak und
Kohlendioxid. Nach der gingigen Modellvorstellung umgibt
sich das Bakterium mit einer Wolke wvon Ammoniak, was zur
lokalen Neutralisierung der Saure des Magensaftes fiithrt.
Die auRerordentlich hohe Beweglichkeit der Bakterien kann
auf das Vorhandensein von polaren Flagellen zurilickgefiihrt
werden, die es dem Bakterium erlauben, sich im wviskosen
Mukus der Magenschleimhaut 2zu bewegen und dadurch die
Epithelzellschicht 2zu erreichen. Sowohl das Urease-Gen-
cluster (ureA - ureH) als auch die Gene zur Ausbildung der
Flagellen (flaA, £flaB) wurden in E. coli kloniert und
sequenziert und es wurden isogene Mutanten hergestellt.

Ungefdhr 50 - 60 % aller isolierten H. pylori-Stamme
produzieren ein 87 kDa Protein, das sogenannte vakuolisie-
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Bot h nutants al so exhi bited no adherence in the second adherence nodel, the
tissue sections of human stomach. The H pylori wld-type strain as well as
all other nmutants al so showed a strong adherence in this nodel. The

pl asm d pMul40 used to produce the mutant strain P1- 140 is shown in fig.

4. The plasm d pMJ179a (not shown) was used to produce the nutant strain
P1-179a. | ndepend¥@f64188nsf or mati ons of both plasmids in H pyl BFVERSGRSE%
to the identified adherence defect which proves that no secondary nutations
had occurred in the bacterial chronosone but rather that the TnMax9
insertion in the cloned adhesin gene | ed to-tAe-observed phenotype of the

Cl ones. U140 and’ PATHERD RSEPORY o o8y Hee v AEE0 A L TRNASOFSh GaLAs TRt
bot h cl ones were thelilshmg gwme cytioplasmatpechen Wakugdep bewérked Buch das
whi ch 15 anchored | o Lhs LRobL o L LT oo Seharh CHf byford ROBLEAE
gelng wag denot ed alvﬁﬁ%aaﬂéyéﬁ%@}eré&8ﬁﬁf%& '%‘?ﬁﬁ%ﬁ&}hcﬂﬁ?éﬁﬁﬁ&p&?ﬁtf r%n
conput er secondary wirdicferrepr weroutens drBnatiler aQetgraxtigi-prodndiefenden
certain conserved ps¥nfid ein hdheres pathogenes Potential besitzen, als
Stamme, die dieses Toxin nicht produzieren. Weiterhin wurde
eine positive Korrelation zwischen der Produktion des
Cytotoxins und der Ausbildung von Magengeschwiiren gefunden.

Untersuchungen zur Adhdrenz von H. pylori an Epithelzel-

i linien in vitro zeigen, daf die Bakterien an viele Zel-
linien von unterschiedlichen Geweben binden kémnnen. Im .
Wirtsorganismus dagegen zeigt H. pylori eine sehr ausge-
pragte spezies- und gewebeselektive Adhdrenz (Tropismus).
So findet man die Bakterien nur an Epithelzellen gebunden,
die dem gastralen Typ von Epithelzellen angehdren. Diese
Selektivitdt wird durch eine spezifische Interaktion
zwischen einem bakteriellen Adhisin und einem spezifischen
zel;l.uléren Rezeptor erklart.

Es wurden bisher mehrere potentielle Adhédsine von H. pylori
beschrieben und ein Gen (hpaA), das flir ein sogenanntes
N-Acetyl- Neuraminyllactose-bindendes Hemagglutinin
kodiert, wurde kloniert und sequenziert (Evans et al.,
1993). Dabei handelt es sich um ein Protein, das einen
sialinsdurehaltigen Rezeptor auf den Epithelzellen erkennen
soll. Die Bedeutung dieses Adhésins filir die H. pylori-
Infektion ist jedoch umstritten. Andere potentielle
Adhidsine sind entweder nur durch ihr Molekulargewicht oder
ihre Rezeptorbindungsspezifitit charakterisiert. Dazu zahlt
ein 63 kba Protein, das zum Exoenzym S von Pseudomonas
aeruginosa, einem Adh&sin mit ADP-Ribosyltransferase-
Aktivitit, homolog 2u sein scheint. Ferner vermutet man ein
noch nicht identifiziertes Adh&sin, welches eine sgpezi-
fische Bindung an das LewisP-Blutgruppenantigen der
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sequences at the C-termnus of the protein (Cterm nal phenyl al ani ne;

Struyve et al .,

1991) argue in favour of an integral nenbrane protein

i ncorporated into the outer menbrane of the gram negative bacteri a.

- 28 - Exanpl e 5 Expressi on of the al pA gene and producti on of

ant i bodi es A fusion protein was then produced with the aid of the pEV40

E. coli expressi oHO84B%m (Pohl ner et al., 1993) PCT/EP96/02545
-~ 8 -

Magenepithelzellen vermittelt (Falk et al., 1993; Borén et
al., 1993).

Die Infektion mit H. pylori filhrt 2u einer chronischen
Entzindungsreaktion der Magenmukosa (Gastritis). Ferner
wird eine spezifische systemische Immunantwort gegen H.

pylori-Antigene induziert, die Bildung von sekretorischen

Antik8rpern im Magen (sIgA) ist allerdings noch nicht
eindeutig geklart. Durch die Entzlndung befinden sgich
verschiedene Immunzellen in der Magenmukosa und Submukosa,
z. B. polymorphkernige Leukozyten, Monozyten, Makrophagen,
Lymphozyten und Plasmazellen (Blaser, 1992). Weiterhin
aktiviert H. pylori sowohl Neutrophile als auch Monozyten
und Makrophagen in vitro (Mai et al., 1991). In vitro
zeigen Versuche mit spezifischen Antikérpern und Komplement
eine rasche Inaktivierung von H. pylori durch Neutrophile.
In der in vivo Situation fiihren diese Mechanismen jedoch
nicht zur Inaktivierung der pathogenen Bakterien. Wie H.
pylori liber lange Zeit im Wirt Gberlebt obwohl dieser die
obengenannten Abwehrmechanismen aktiviert, ist unklar.

Der Wirt ist nicht in der Lage, unter natilirlichen Bedingun-
gen mit der H. pylori-Infektion fertig zu werden. Um so
Uberraschender war es deshalb, daR die Urease, ein essen-
tieller Virulenzfaktor von H. pylori {(s. o0.), ein hohes
Potential als Vakzine besitzt (US- Patentanmeldung USSN
07/970,996 ‘'"Urease-based Vaccine against -‘Helicobacter
Infection®).

Im Helicobacter felis / Maus Modell (H. felis ist eine
Helicobacter Spezies, die natlirlicherweise im Magen der
Katze kolonisiert und auch die Maus infizieren kann) konnte
gezeigt werden, daB die H. pylori Urease, bzw die rekom-
binante Urease B Untereinheit (xUreB) bei oraler Vakzinie-
rung, sowohl die Maus vor einer H. felis-Infektion schiitzen
kann (pr&ventive Vakzine), als auch eine bereits bestehende
Infektion eliminieren kann (therapeutische Vakzine)
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whi ch conprises ca. 50 % of the N-termnus of Al pA and an N-term nal
histidine tag. This was used to purify the fusion protein by chelate
affinity chromatography with a Ni 2 agarose col unm and used to obtain an
anti serumfromthe nouse. This antiserumwhich is denoted AK202 recogni zed
the AlpA protein as a 53 kDa protein in an i munoblot of a H pylori total
cell lysate. As SXPM418R® t he 53 kDa Al pA protein was not det ectPHVEPIAR54hn
i mmunobl ot in the case of the H pylori nmutants P1-140 and P1-179a (see
fig. 5). The test that AIpAis a lipoprotein was carried out by a specific
palmitylation of the AlpA-[err]-lactanase fusPon protein which was forned

ngf he original ins J':[c:lher:t%f e-tl:_na .x'9 :I.ISBILE;iI 86Afthesy-Theulaz et al., Gastroen-

terol., im Druck). Entscheidend bei der oralen Vakzinierung
war der Einsatz von Adjuvantien wie z. B. Choleratoxin, das
u. a. zZur Konversion der Immunreaktion von der Produktion
von systemischen Antikdérpern zu sekretorischen Antikdérpern
wichtig 2u sein scheint.

Die der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Aufgabe
bestand darin, ein Verfahren bereitzustellen, mit dem
sekretorische Gene aus Helicobacter pylori, die potentielle
Kandidaten fir Impfstoffe sind, auf einfache und schnelle
Weise identifiziert werden kénnen. '

Diese Aufgabe wird geldst durch ein Verfahren zur Identifi-

zierung sekretorischer Gene aus Helicobacter pylori, wobei

man '

(a) eine Genbank von H. pylori DNA in einem Wirtsorganis-
mus anlegt, der ein induzierbares Transposon gekoppelt
mit einem Marker fir sekretorische Aktivitit enthilt,

(b} die Insertion des Transposons in die H. pylori-DNA
induziexrt und

~(e¢) mit Hilfe des Markers eine Selektion auf Klone durch-
fihrt, die ein sekretorisches Gen enthalten.

Der Begriff "sekretorisches Gen" oder "Gen mit sekretori-
scher Aktivitit" soll ein Gen bezeichnen, welches fiir
sekretorisches Polypeptid, d. h. fir ein aus dem Cytoplasma
exportiertes. Polypeptid codiert.

Das erfindungsgemiffe Verfahren ist insbesondere zur
Identifizierung von Adhdrenzgenen aus H. pylori geeignet,

indem man weiterhin

(d) eine Retransformation von H. pylori mit der DNA von
Klonen der Genbank, vorzugsweise mit Klonen, die Gene
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mit sekretorischer Aktivitdt enthalten, durchfihrt,
wobei durch Integration der DNA in das Chromosom

isogene H. pylori-Mutantenstdmme erzeugt werden und

{e) eine Selektion auf Adhérenz-defiziente H. pylori-
Mutantenstamme durchfiihrt.

Durch das erfindungsgemdle Verfahren ist es mdglich,
Adharenzgene und die davon codierten Adharenzproteine
(Adhdsine) aus H. pylori zu identifizieren und isolieren,
die fur die spezifische Wechselwirkung der Bakterien mit
den Epithelzellen der Magenmucosa verantwortlich sind. Da
Adhdsine aus H. pylori meist nur in sehr geringen Mengen
produziert werden, ist deren Identifizierung und Isolieruﬁg
auf biochemischem Wege meist mit erheblichen Schwierig-
keiten verbunden. Aufgrund der Tendenz von H. pylori zur
spontanen Autolyse werden dariliber hinaus cytoplasmatische
Proteine freigesetzt und binden auf der Bakterienocber-
flache. Bei einer biochemischen Aufreinigung wurden solche
Proteine in der Vergangenheit irrtlimlich als Adhésine
identifiziert (Doig et al, 1992; Doig et al, 1993).

Durch das erfindungsgemife Verfahren ist eine schnelle und
einfache Identifizierung von Adhdsinen mdglich. Dabei
werden einzelne Gene im Chromosom von H. pylori mit Hilfe
eine Transposons inaktiviert und Mutanten hergestellt, die
in unterschiedlichen chromosomalen Genen defekt sind. Aus
diesen unabhiangigen Defektmutanten kémnen durch gezielte
Selektion diejenigen Mutanten ausgewdhlt werden, die in
Adhisingenen inaktiviert sind und damit nicht mehr zur
Bindung an Rezeptoren der entsprechenden Zielzellen in der
Lage sind.

Der erste Schritt des erfindungsgemafien Verfahrens umfafit
das Anlegen einer Genbank von H. pylori-DNA in einem
Wirtsorganismus, vorzugsweise einer Plasmidgenbank in einem
prokaryontischen Wirtsorganismus, wie etwa E. coli.
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Anschliefend werden die klonierten H. pylori-Gene mit Hilfe
eines Transposons mutagenisiert, welches mit einem Marker
fir sekretorische Aktivitat gekoppelt ist.

Ein besonders bevorzugtes Transposon ist das Transposon

TnMax9, das bei der deutschen Sammlung von Mikroorganismen

und Zellkulturen GmbH (DSM), Mascheroderweg 1b, DE-38124

Braunschweig im E.coli Stamm E 181 unter dem Aktenzeichen

DSM 10008 gemiaR den Vorschriften des Budapester Vertrags am
26 .05.95 hinterlegt wurde.

Eine schematische Darstellung von TnMax9 ist in Abb. 1
gezeigt. TnMax9 tr&gt direkt im AnschluB. an die das .
eigentliche Transposon begrenzenden inverted repeats (IR)
die Kopie eines f-~Lactamasegens ohne Promotor und Signalse-
quenz (blaM) als Marker (Tadayyon und Broome-Smith, 1982).
Das blaM-Gen fusioniert nach Insertion von TnMax9 mit dem
Zielgen und bei Expression des inaktivierten Zielgens wird
ein Fusionsprotein zwischen dem Zielgen X und BlaM erzeugt,
falls das Transposon in der korrekten Orientierung und im
korrekten Leserahmen beziiglich des Gens X insertiert.
Sofern das inaktivierte Gen X flr ein sekretorisches
Protein, insbesondere fiir ein durch den Sec-abhangigen
Trangportweg exportiertes Protein codiert (Pugsley, 1993),
wird das Fusionsprotein durch die Cytoplasmamembran der E.
coli-Wirtszelle in das Periplasma transportiert. Dort
entfaltet das Fusionsprotein seine Aktivitét (Spaltung von
B-Lactam-Antibiotika) und vermittelt somit eine Resistenz
des enteprechenden E. coli-Klons gegen das Antibiotikum
Ampicillin.

Handelt es sich bei dem Gen X jedoch um ein Gen fir ein
cvtoplasmatisches Protein, kann es 3je nach Insertion
(Orientierung, Raster) ebenfalls zu einem Fusionsprotein
kommen, dieses weist jedoch keine $B-Lactamase-Aktivitét
auf, da die R-Lactamase nur in periplasmatischer Umgebung,
jedoch nicht im Cytoplasma enzymatisch aktiv ist. Damit
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An in vitro adhere%%nQES%t dieser Methode spezifisch Mutanten in Genen
identifiziert werden, die fiir exportierte Proteine kodie-

ren, indem die Mutanten nach der Transposon-Mutagenese in
E. coli auf R-Lactamase-Aktivitait gescreent werden. Da auch
die gesuchten Adh&singene von H. pylori Exportproteine sein
miissen, kann eine spezielle Kollektion wvon H. pylori
Transposon-Mutanten in Genen, die flir exportierte Proteine
kodieren, die Anzahl der 2zu testenden Mutanten stark
verringern. Auf diese Weise wird durch das erfindungsgemafie
Verfahren eine stark angereicherte Mutantenbank bereitge-
stellt, mit der ein in der Laborpraxis nur sehr schwer
durchfthrbares Screening einer fiblichen Mutantenbank mit
ca. 2000 - 4000 Klonen vermieden werden kann. Die Mehrzahl
der chromosomalen Gene eines Bakteriums, die filir cytoplas-
matische Proteine kodieren, kann durch den auf die Identi-
fizierung von sekretorischen Genen gerichteten Selektions-
schritt von vornherein ausgeschaltet werden. 8o kann die
Anzahl der H. pylori-Mutanten, welche auf den Verlust ihrer
Adh&renzfihigkeit an bestimmte Targetzellen getestet werden
miissen, auf ein in der Praxis vertretbares MaB reduziert
werden.

Dag Screening von bakteriellen Adhdrenz-Mutanten kann auf
verschiedenen Ebenen durchgeflihrt werden. Meist werden
dafiir Epithelzellinien verwendet, an die die Bakterien
spezifisch binden. Fir H. pylori bieten sich spezielle
Magenkarzinomzellinien an, wie z. B. die KatoIII Zellinie
(ATCC HTB 103), die bereits von verschiedenen Autoren als
Adhirenzmodell beschrieben wurde (Clyne and Drumm, 1993).
Zellinien sind zwar relativ einfach zu handhaben und meist
in grofien Mengen in vitro zu ziichten, durch die Immortali-
sierung der Zellen konnen jedoch Veridnderungen in der
quantitativen und qualitativen Expression von Oberflachen-
proteinen, wie z. B. von Rezeptoren, grundsdtzlich nicht
"ausgeschlossen werden. Eine Alternative dazu stellen
deshalb Gewebemodelle dar. Dabei werden von fixiertem
Gewebe ultradiinne Schnitte hergestellt (Mikrotom), die nach
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Absdttigung mit den Bakterien inkubiert werden. Bakterien,
die nicht an die Rezeptoren binden, werden abgewaschen, und
die gebundenen Bakterien kénnen mit Farbstoffen (Fluo-
reszenzfarbstoffe oder spezielle Bakterienfarbstoffe)
sichtbar gemacht werden. Als dritte Stufe bieten sich
Tiermodelle an. Dabei handelt es sich um in vivo Versuche,
die nur durchgefithrt werden koénnen, wenn entsprechende
Tiermodelle fiir die Mikroorganismen vorhanden sind.

Das Screening nach adhdrenzdefekten H. pylori-Mutanten wird
vorzugsweise zunfichst mit Hilfe der KatoIII-Zellinie
durchgefihrt. Dazu kémnen die Mutanten auf Agarplatten
herangezogen und anschliefend mit dem Fluoreszenz-Farbstoff
Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) markiert werden. Die
markierten Bakterien werden dann vorzugsweise 2zu dén
Epithelzellen gegeben und 1 h bei 37 °C inkubiert. An-
schliefend wird wmit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops
tberpriift, ob die einzelnen Mutanten noch zur Bindung an
die Epithelzellinie in der Lage sind.

In einer bevorzugten Ausflihrungsform des erfindungsgemifen
Verfahrens legt man die H. pylori-Genbank in einem Minimal-
Plasmidvektor an, der eine Selektion gegen eine Transposon-
Insertion in die Vektor-DNA erlaubt. Bei Verwendung
derartiger Minimal-Plasmidvektoren wird die Effizienz der
Mutagene-Prozedur aufgrund der geringen Gréfie der geneti-
schen Elemente des Plasmids stark verbessert. Weiterhin
fihrt eine Insertion des Transposons in die Vektor-DNA, die
im wesentlichen nur aus zur Replikation, Selektion und
Klonierung notwendigen Elementen besteht, mit grofer
Wahrscheinlichkeit zu einem Verlust der Fahigkeit des
Vektors, sich in der Wirtszelle zu propagieren.

Dariiber hinaus ist es bevorzugt, wenn man die H. pylori-
Genbank in einem Plasmidvektor anlegt, der eine zum
konjugativen Transfer in andere Wirtsorganismen geeignete
Sequenz umfalt. Ein Beispiel fir ej.ne derartige Sequenz ist
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die oriT-Sequenz (Fiirste et al., 1989), durch deren
Anwesenheit die arbeitsintensive Isolierung von Plasmid-DNA
nach der Induzierung des Transposons und der Transformation
in geeignete Empféngerzellen vermieden werden kann.

Auch die Anwesenheit eines Expressionssignals auf dem
Plasmidvektor ist bevorzugt, mit dem die insertierte H.
pylori-DNA in operativer Verknlipfung steht. Auf diese Weise
kénnen Sequenzen von H. pylori-Genen transkribiert werden,
die ansonsten aufgrund des Vorliegens spezialisierter
Promotorsequenzen nicht transkribiert werden konnen.
AufRerdem kénnen dann auch Gene transkribiert werden, die in
Operons organisiert sind und die nicht als gesamte Eiphe&f-t )
kloniert werden kdénnen. Die Verwendung eines schwachen
Promotors ist bevorzugt, da stérkere Promotoren zu geringen
Transformationsfrequenzen und sogar zu Deletionen und
Umlagerungen der klonierten H. pylori-Sequenzen fihren
kénnen.

Ein besonders bevorzugter Plasmidvektor ist pMin2 (DSM
10007), der am 26.05.95 im E.coli Stamm DH5x gemaf den
Vorschriften des Budapester Vertrags hinterlegt wurde. Die
zur Konstruktion von pMin2 verwendeten Schritte sind
schematisch in Abb. 2 dargestellt.

Wie bereits erwdhnt, ist es filir das erfindungsgemiRe
Verfahren bevorzugt, daf man fir die Selektion auf Klone,
die ein sekretorisches Gen enthalten, einen konjugativen
Transfer von Plasmid-DNA aus dem Wirtsorganismus in einen
Empfangerorganismus durchfiihrt, der eine Selektion auf
Transposon-enthaltende Plasmide erlaubt.

Vorzugsweise erfolgt die Selektion auf Adhdrenzgene durch
Retransformation von H. pylori, wobei durch Integration der
DNA in das Chromosom ein Mutantenstamm erzeugt wird. Vor
dieser Retransformation wird vorzugsweise das Markergen,
z. B. das blaM-Gen deletiert, um eine hdéhere Transforma-

ERSATZBLATT (REGEL 26)



Leying, H, Suerbaum S., Geis, G, Haas, R (1992) Characterisation of
flaA, a Helicobacter pylori flagellin gene. Mdl. Mcrobiol 6: 2863-2874.

l\/al UEH, Perez-Perez, |., Wahl, L.M, Wahl, S .M, Blaser, MJ., Smth,
P. D. (199/1) Sol ulroll e surface proteins from Helicobacter pylori activate
‘nonocyt es/ macr ophages by |i popol ysacchari de-i ndependent nechanism _J, I n
| nvest. 87: 894- ggggsms | fertheiner P. (1994) Helicobacter pylpﬁrfEP—gmgﬁ

der Grundl age zur Therapie. Bayerdorfer E., Birkholz S., Borsch G et al.,
(eds.) Stuttgart, New York: CGeorg Thi ene Verllaﬁ; p. 1-104.

tionsfrequenz zu erhalten, die Erzeugung von H. pylori-
Stammen mit der Fahigkeit zur R-Lactamaseproduktion 2zu
vermeiden und mégliche Stdérungen des bakteriellen Export-
apparats durch BlaM-Fusionsproteine zu vermeiden.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine
Genbank aus H. pylori-DNA in einem Wirtsorganismus, der H.
pylori DNA-Fragmente inseriert in einem Vektor enthalt,
dadurch gekennzeichnet, daR das H. pylori-Genom mit einer
Wahrscheinlichkeit von mehr als 90 % vollstandig reprédsen-
tiert ist wund daR der Wirtsorganismus weiterhin ein
induzierbares Transposon gekoppelt mit einem Marker fir
sekretorische Aktivitdt enthilt. -

Bei einer Grdfe des H. pylori-Genoms von 1,7 Mb (Bukanov
und Berg, 1994) und einer mittleren Grdfe der DNA-Insertion
von vorzugsweise 3 - 6 kb und besonders bevorzugt von ca.
4 kb umfaBt die erfindungsgemife Genbank vorzugsweise
mindestens 400 Klone pro Genom. Besonders bevorzugt umfaft
die Genbank 2000 bis 4000 Klone.

Die H. pylori-DNA ist vorzugsweise in einem Plasmidvektor
inseriert, besonders bevorzugt in einen Minimal-Plasmidvek-
tor, wie oben definiert. Der Wirtsorganismus, in dem sich
die Genbank befindet, ist vorzugsweise ein Bakterium,
besonders bevorzugt ein gram-negatives Bakterium und am
meisten bevorzugt E. coli.

Die erfindungsgemife Genbank kann zur Identifizierung von
sekretorischen Genen und insbesondere von Adh&renzgenen aus
Helicobacter pylori verwendet werden.

Durch das erfindungsgemife Verfahren konnte ein als alpA
"bezeichnetes Adh#ésingen aus H. pylori und ein von diesem
Gen codiertes Polypeptid identifiziert werden. Ein Gegen-
stand der vorliegenden Erfindung ist somit auch ein DNA-
Molekil, das
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107: 1002- 1011. (a) die in SEQ ID NO.1 dargestellte Nucleotidsequenz,

(b} eine der Sequenz gemdff (a) im Rahmen der Degeneration
des genetischen Codes entsprechende Nucleotidsequenz
oder-

(c) eine mit den Sequenzen gemdB (a) oder/und. {(b) unter
stringenten Bedingungen hybridisierende Nucleotidse-
quenz umfaflt.

Neben der in SEQ ID.1 gezeigten Nucleotidsequenz und einer
dieser Sequenz im Rahmen der Degeneration des genetischen'
Codes entsprechenden Nucleotidsequenz "umfaft die vor-
liegende EBrfindung auch noch eine DNA-Sequenz, die mit
einer dieser Seguenzen unter stringenten Bedingungen
hybridisiert. Der Begriff "Hybridisierung" gem3R vor-
liegender Erfindung wird wie bei Sambrook et al (Molecular
Cloning. A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press (1989), 1.101 bis 1.104) verwendet. Gemafl vorliegen-
der Erfindung spricht man von einer Hybridisierung unter
stringenten Bedingungen, wenn nach Waschen f{ir eine Stunde
mit 1 X SSC und 0,1 % SDS bei 55 °C, vorzugsweise bei 62 °C
und besonders bevorzugt bei 68 °C, insbesondere fir eine
_Stunde in 0,2 X SSC und 0,1 % SDS bei 55 °C, vorzugsweise
bei 62 °C und besonders bevorzugt bei 68 °C noch ein
positives Hybridisierungssignal beobachtet wird. Eine unter
derartigen Waschbedingungen mit einer der in SEQ ID KO.1
gezeigten Nucleotidsequenz oder einer damit im Rahmen dexr
Degeneration des genetischen Codes entsprechenden Nucleo-
tidsequenz hybridisierende Nucleotidsequenz wird von der
vorliegenden Erfindung umfaRt.

Vorzugsweise codiert das erfindungsgem&fe DNA-Molekll £ar
ein Polypeptid mit der Fahigkeit zur Adhdrenz an humane

Zellen, insbesondere an humane Magenepithelzellen. Weiter-
hin ist bevorzugt, daft das erfindung_sgeméﬁe DNA-Molekiil auf
Nucleotidebene eine Homologie von mindestens 70 %, beson-
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ders bevorzugt von mindestens 80 % zu der in SEQ-ID. NO.1
dargestellten Nucleotidsequenz aufweist. Weiterhin ist
bevorzugt, da® das DNA-Molekll eine Lange wvon mindestens
15, besonders bevorzugt von mindestens 20 Nucleotiden

aufweist.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein
Vektor, der mindestens eine Kopie eines erfindungsgemifen
DNA-Moleklils enthalt. Dieser Vektor kann ein beliebiger
prokaryontischer oder eukaryontischer Vektor sein, auf dem
sich die erfindungsgemdfe DNA-Sequenz vorzugsweise unter
Kontrolle eines Expressionssignals (Promotor, Operator,
Enhancer etc.) befindet. Beispiele fiir prokaryontische
Vektoren sind chromosomale Vektoren, wie etwa Bakteriopha-
gen (z. B. Bakteriophage A) und extrachromosomale Vektoren,
wie etwa Plasmide, wobei zirkuldre Plasmidvektoren beson- -
ders bevorzugt sind. Geeignete prokaryontische Vektoren
sind z. B. bei Sambrook et al., Supra, Kapitel 1 bis 4,.
beschrieben.

Andererseits kann der erfindungsgemédBe Vektor auch ein
eukaryontischer Vektor sein, z. B. ein Hefevektor oder ein
fiir hdhere Zellen geeigneter Vektor (z. B. ein Plasmidvek-
tor, viraler Vektor, Pflanzenvektor). Derartige Vektoren
sind beispielsweise bei Sambrook et al, Supra, Kapitel 16,
beschrieben.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine
Zelle, die mit einem erfindungsgemifen Vektor transformiert
ist. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist die Zelle
eine prokaryontische Zelle, vorzugsweise eine gram-negative
prokaryontische Zelle, besonders bevorzugt eine E. coli-
Zelle. Andererseits kann die erfindungsgemdfe Zelle jedoch
auch eine eukaryontische Zelle sein, wie etwa eine Pilz-
zelle (z. B. Hefe), eine tierische oder eine pflanzliche
Zelle.
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181: 87-94. Die Erfindung betrifft auch ein Polypeptid, welches von
einem erfindungsgemifen DNA-Molekilil codiert ist. Vorzugs-
weise besitzt das Polypeptid die Fahigkeit zur Adhidrenz an
humane Zellen und umfafit (a) die in SEQ. ID NO.2 darge-
stellte Aminosiuresequenz oder (b) eine mit der Sequenz
gemdf (a) immunologisch kreuzréagierende Aminosiurese-
quenz.

Besonders bé\}orzugt weist das erfindungsgeméfie Polypeptid
eine Homologie von mindestens 80 % und am meisten bevorzugt
von mindestens 90 % mit der in SEQ ID NO.2 dargestellten

Aminosaureseguenz auf.

Die Herstellung von erfindungsgemiffien Polypeptiden erfolét
vorzugsweise dadurch, daR man eine Zelle mit einem erfin-
dungsgemifien DNA-Moleklil oder Vektor transformiert, die
transformierte Zelle unter Bedingungen kultiviert, bei
denen eine Expression des Polypeptids stattfindet und das
Polypeptid aus der Zelle oder/und aus dem Kulturiiberstand
isoliert. Dabei kann das erfindungsgemédfie Polypeptid sowohl
als Fusionspolypeptid als auch als Nicht-Fusionspolypeptid
gewonnen werden.

Das erfindungsgemi@e Polypeptid kann als Immunogen zur
Herstellung von Antikdrpern verwendet wexden. Die vor-
liegende Brfindung betrifft somit auch einen Antikérper,
der gegen ein erfindungsgemdfies Polypeptid gerichtet_ ist.
Vorzugsweise ist der Antikdrper gegen den N-Terminug, z. B.
die ersten 250 Aminosduren der in SEQ ID NO.2 dargestellten
Aminosiuresequenz gerichtet.

Noch ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung
betrifft eine pharmazeutische Zusammensetzung, die als
Wirkstoff ein erfindungsgemé&Res DNA-Molekiil, ein erfin-
dungsgemdfies Polypeptid oder einen erfindungsgemdfen
Antikdrper, gegebenenfalls zusammen mit tblichen pharmazeu-
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tischen Hilfs-, Verdlinnungs-, Zusatz- und Trigermitteln
enthalt.

Die erfindungsgemife pharmazeutische Zusammensetzung kann
einerseits 2zur Diagnostik einer Helicobacter pylori-
Infektion verwendet werden. Die Diagnostik auf Nucleins&u-
reebene erfolgt vorzugsweise durch Verwendung von Hybridi-
sierungssonden, welche eine erfindungsgeméfle, fiir das alpa-
Gen spezifische DNA-Sequenz enthalten, oder durch Ampli-
fikation unter Verwendung erfindungsgeméﬁer DNA-Molekiile
als Primer. Auf Proteinebene erfolgt die Diagnostik
vorzugsweise mit Hilfe der erfindungsgemifen Antikérper:

Andererseits kann die pharmazeutische Zusammensetzung auéh
zur Prévention oder Bekampfung einer Helicobacter pylori-
Infektion verwendet werden. Vorzugsweise werden £ar
therapeutische Anwendungen das Polypeptid oder Teile davon
zur Herstellung eines aktiven Impfstoffs oder der Antikédr-
per zur Herstellung eines passiven Impfstoffs verwendet.

Weiterhin soll die Erfindung durch die nachfolgenden
Beispiele und Abbildungen erldutert werden.

Abb. 1 zeigt die lineare Restriktionskarte des Trans-
" posons TnMax9 (DSM 10008), das zur Identifizie-
rung und Inaktivierung des alpA-Gens benutzt

wurde.

Abb. 2 zeigt eine schematische Darstellung der Kon-
struktion der Minmal-Plasmidvektoren pMinl und
pMin2 (DSM 10007), die flir eine effiziente
Transposon-Mutagenese geeignet sind.

Abb. 3A zeigt das Selektionsprinzip der Transposon-
Mutagenese mit TnMax9 und das Schema zur Erzeu-
gung von H. éylori—Mutanten, die einen Defekt in
einem sekretorischen Gen aufweisen.
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Abb. 3B zeigt eine schematische Darstellung der .Prozedur
ftr die Identifizierung von H. pylori-Mutanten,
die einen Defekt in einem sekretorischen Gen
aufweisen.

Abb. 2 zeigt eine Restriktionskarte des Plasmids
pMulda0O, welches die regulatorische Region und
das 5’'~-Ende des alpA-Gens (SEQ ID NO.1l) enthilt.
Das alpA-Gen wixrd durch Insertion des Trans-
posons TnMax® inaktiviert (siehe Dreieck mit
Beschr'iftung TnMax9) . Bei Expression des Plas-
mids wird ein alpaA-R-Lactamase-Fusionsprotein
erhalten. pMul40 ist der urspriingliche Klon :'—.mé
der Mutanten-Genbank, aus dem durch Retrans-
formation und homologe Rekombination der adhé';-
renzdefekte H. pylori-Stamm P1-140 erhalten
wurde.

Abb. 5 zeigt einen Immunoblot von H. pylori-Gesamtzell-
Lysaten des Wildtypstamms 69A (1) sowie den
isogenen Mutantenstimmen P1-140 (2) und P1-179a
(3). Der Wildtypstamm 69A enthdlt das alpaA-
Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 53
kDa. Die alpA-Mutanten P1-140 und P1-17%a weisen
kein AlpA-Protein auf. Der Immunoblot wurde mit
dem Antikdrper AK 202 entwickelt, der gegen den
N-Terminus des rekombinanten AlpA-Proteins
gerichtet ist.

SEQ ID NO.l1 zeigt die Nucleotidsequenz des H. pylori-
Adhirenzgens alpA und die entsprechende Amino-

sduresequenz.

SEQ ID NO.2 zeigt die Aminos&uresequenz des AlpA-Adhirenz-
polypeptids aus H. pylori.
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Beigpiel 1
Ronstruktion von Minimalvektoren

Das Plasmid pRH144 wurde durch Ligation des ColEl-Replika-
tionsursprungs (orig,s) und des Tetracyclin-Resistenzgens
(Tet) hergestellt, die beide als PCR-Fragmente aus pBR322
unter Verwendung der Primerpaare RH104 (5’-AGC TGA ATT CAT
GTT TGA CAT TGC CAT ATA GAT GAG CTT TAA TGC GGT AGT T-3')
und RH105 (5’-AGC TCT GCA GCC GCC GGC TTC CAT TCA G-3/)
bzw. RH106 (5’-AGC TCT GCA GAG ATC AAA GGA TCT TCT T-3’ und
RH107 (5’-TCT AGA ATT CGT ATC AGC TCA CTC AAA G-3')
amplifiziert wurden. ’

pRH146 wurde durch Insertion eines oriT-Fragments herge-'
stellt, das aus dem Plasmid RP 4 (Marsh et al.,1984) durch
PCR-Amplifizierung mit dem Primerpaar DF001l (5’ ~GTA CTG CAG
CTT GGT TTC ATC AGC CA-3’) und DF002 (5’-GTA CTG CAG TTC
AGT AAT TTC CTG CAT-3’) erhalten wurde.

Anschlieflend wurde die multiple Klonierungsstelle des
Plasmids pIC20R1 (Thomas, 1981) in die EcoRI-Stelle von
PpRH146 insertiert. Um das Plasmid pMinl zu erhalten, wurde
der Polylinker von pPRH146 durch eine doppelstriéngige
synthetische Polylinkerregion ersetzt, die in die EcoRI-
Stelle wvon pRH146 kloniert wurde und aus den beiden,
teilweise komplementdren Oligonucleotiden RH117 (5’ -AAT TAG
ATC ATT AAA GGC TCC TTT TGG AGC CIT TTIT TTT TGA ATT CAG ATC
TCG AGG TAC CCG GGA TCC TCT AGA-3’) und RH118 (5'-AAT TAG
ATC AAA AAA AAA GCC CGC TCA TTA GGC GGG CTA AGC TTG TCG ACA

. TCG ATC TAG AGG ATC CCG GGT ACC-3') =zusammengesetzt warx.

Die flankierenden EcoRI-Stellen wurden durch die Klonie-
rungsprozedur zerstdrt. Die klonierte Polylinkerregion
enthielt die Transkriptionsterminatoren des Phagen £d
(tery) und des trpA-Gens (ter.,).
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(1) APPLI CANT: (A) NAME: Max- Pl anck- Gesel | schaft zur Foerderung

der Wssenschaften e.V. Berlin (B) STREET: Hofgartenstr. 2

(G aTY: Minich "(E) COUNTRY: Ger many (F) POSTAL CODE
(ZIP): D 80359 (ii) TITLE OF I NVENTI ON: Adherence gene from

Hel i cobacter pylori and a pol ypeptide coded thereby (1i1) NUMBER OF
SEQENCES: 2 WQ 96/418860\PUTER READABLE FROM (A) NEHERS/Q2543-
Fl oppy di sk (B) COWUTER: | BM PC conpati bl e (O
OPERATI NG SYSTEM PC- DOS/ Ms- DOS (D). SOFTWARE: Patentln Rel ease
#1.0, Ver si on #1. 30 42EPA) (v) CURRENT

APPLI CATION DATA™ yy gas prastld g B NIERRenOLLEdL P Pestittor ges

aus Gonokokken stammenden iga-Gens (Pig,) als PCR-Fragment
aus dem Plasmid pIP 100 (Pohlner et al., 1987) unter
Verwendung der Oligonucleotide S0009 (5‘-GGA TCC GAA TTC
TCA TGT TTG ACA G-3’) und S0010 (5’-GTC GAC AGA TCT TTT AAT
AGC GAT AAT GT-3’) amplifiziert. Das Amplifikationsfragment
wurde in die EcoRI und BglII-Stellen von pRH160 ligiert.
Der trpA-Terminator wurde durch Ersetzen des BglII/BamHI-
Fragments von pMinl durch das korrespondierende Fragment
von pRH146 entfernt.

Das Xonstruktionsschema fiir pMinl und pMin2 ist in Abb. 2
dargestellt. Der das Plasmid pMin enthaltende E.coli Stamm
DHSa wurde bei DSM unter dem Aktenzeichen 10007 hinterlegt.

Beigpiel 2
Konstruktion des Transposons TnMax9

Als Basis flr die Konstruktion von pTnMax9 wurde das
Plasmid pRH110 benutzt, ein Derivat von pTnMaxl (Haas et
al., 1993) mit einem Sall-linearisierten pIC20R2-Vektor in
der singuldren SallI-Schnittstelle. Anschlieffend wurde der
zentrale Bereich von TnMaxl (ori,-res-catg) durch HindIII-
Spaltung und Religation deletiert. Die Sequenzen fir die
M13-forward (Mi3-Primer) und Ml3-reverse (M13-RP1)-Sequen-
zierprimer wurden durch Insertion der beiden teilweise
komplementdren Oligonucleotide RH096 (5’-AGC TTA CTG GCC
GTC GTT TTA CAG CGG CCG CAG GAA ACA GCT ATG ACC GA-3') und
RHO097 (5’'-AGC TTC GGT CAT AGC TGT TTC CTG CGG CCG CTG TAA
AAC GAC GGC CAG TA-3’) in die HindIII-Schnittstelle von
pRH110 eingefiihrt (Ligation). Das resultierende Plasmid
PRH140 enthielt eine singulére NotI-Restriktionsschnitt-
stelle zwischen den beiden Primerbindungsstellen. Das res
DNA-Fragment von Tnl721 wurde mit Hilfe des Oligonucleotid-
Primerpaares RH098 (5'-AGA AGC GGC CGC AAA AGE ATC CAT AGG
TGC AAG CAA GTT A-3’) und RH099 (5'-AGC TGC GGC CGC ARA AAG
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(2) | NFORMATI ON FOR SEQ I D NO. 1: (i) SEQUENCE CHARACTERI STI CS:

(A) LENGTH. 1557 base pairs (B) TYPE: nucleic acid

(C) STRANDEDNESS: both (D TOPOLOGY: |inear (i) MOLECULE
TYPE: DNA (genonic) (vi) ORI GNI NAL SOURCE: (A) ORGANI SM
Hel i cobacter pylori (vii) 1 MVEDI ATE SOURCE: (B) CLONE: al pA
(i x) FEATURE: WO 96/41880 (o) ° NAVE/ KEY: CDS . (B) LOCAHGEPI6/025455 1

(xi) SEQUENCE DESCRI PTION: SEQ ID NGO 1:
- 23 -

ATC TCA AAG CCC ATT TCT GTC AGG-3') wvom Plasmid pJOE1l06
(Schoffl et al., 1981) amplifiziert und in die pRH140 NotI-
Schnittstelle inseriert. Daraus entstand Plasmid pRH141,
das singulidre BamHI und BgllIlI-Restriktionsschnittstellen
links und rechts von res aufwies. Nun wurde der Replika-
tionsursprung {(ori,) zusammen mit der caty-Resistenz als
BamHl-Fragment aus pRH42 isoliert und in die BamHl-Spalt-
stelle von pRH141 ligiert. Die Deletion des pIC20R2-Vektors
(mit 8Sall) <£ihrte schlieflich zu pTnMax5, dem Basis-
Konstrukt flir alle weiteren TnMax-Transposons. Schliefflich
wurde das R-Lactamasé-Gen chne Promotor und ohne Signalse-
quenz (blaM-Gen) vom Plasmid pBR322 (Sutcliffe, 1979) wmit
Hilfe der Oligonucleotide RH124 (5’-~AGT TGC GGC CGC ACC CAG
AAA CGC TGG TG-3') und RH127 (5’-AGC TAG ATC TAG ATT ATC
AAA AAG GAT C-3’) iiber PCR amplifiziert und in die NotI-
und BglII-Spaltstellen von TnMax5 inserﬁie_rt, woraus
pTnMax7 resultierte. Die NotI-Schnittstelle zwischen catg.
und dem inverted repeat (IR) von pTnMax7 wurde entfernt
durch Auffillen der liberhéngenden Enden mit Klenow-Polyme-
rase. Die BglII-Schnittstelle am 3'-Ende von blaM wurde
durch Insertion des Komplementiren Oligonucleotid-Paares
S0012 (5’-GAT CAA GTC GCG GCC GCC TGA T-3‘) und S0013 (5'-
GAT CAT CAG GCG GCC GCG ACT T-3‘) in eine NotI-Schnitt-
stelle tUberfthrt, was 2zum Transposon-Derivat pTnMax9
fihrte.

Der das Transposon-Derivat pTnMax9 enthaltende E.coli Stamm
E 181 wurde bei DSM unter dem Aktenzeichen 10008 hinter-
legt.

Beigpiel 3

Herstellung einer H. pylori-Plasmid-Genbank

Es wurde eine Plasmidgenbank von der chromosomalen DNA des

H. pylori-Wildtyp Stammes 69A angelegt. Dazu wurde die
chromosomale DNA nach der Methode von Leying et al. ( 1992)

ERSATZBLATT (REGEL 26)



ATG ATA AAA AAG AAT AGA ACG CTG TTT CTT AGI CTA GCC CIT TGC GCT 48 Met Ile
Lys Lys Asn Arg Thr Leu Phe Leu Ser Leu Ala Leu Cys Al a

- 36 - 1 5 10 15
AGC ATA AGT TAT GCC GAA GAT GAT GGA GGG TTT TTC ACC GTC GGT TAT 96
Ser Ile Ser Tyr Ala Gu Asp Asp Ay Ay Phe Phe Thr Val Ay Tyr

20 WO 96/41880 30 CAG CTC GGG CAA GTECHIRIsNISAS
GAT GTC CAA AAC CCA GGC GGC GCT AAA 144 G n Leu Ay Gn Val Met dn

Asp Val dn Asn Pro Ay Ay Ala Lys 24

aus H. pylori isoliert und mit den Restriktionsendonuklea-
sen Sau3Al und HpaIl jeweils partiell gespalten. Anschlie-
fend wurden die DNA-Fragmente auf einem préparativen
Agarosegel aufgetrennt und Fragmente Qon 3 - 6 kb wurden
aus dem Gel eluiert. Diese DNA-Fragmente wurden in den
speziell dafir konstruierten Plasmidvektor pMin2, der mit
den Restriktionsenzymen BglII und Clal geschnitten war,
ligiert (T4-Ligase) und der Ligationsansatz wurde in den E.
coli-Stamm E181, ein den lysogenen APhagen ACH616 enthal-
tendes Derivat des Stammes HB101 (Bayer und Roulland-
Dussoix, 1969) transformiert, der bereits mit dem Trans-
poson TnMax9 .transformiert war. Dabei wurden ca. 2400
unabhingige Transformanden erhalten. o

Beispiel 4
Isolierung von H. pylori-Mutanten

Das Selektionsprinzip der Mutagenese und die Prozedur fir
die Identifizierung von Mutanten sind schematisch in Abb.
3A und 3B dargestellt.

Zur Durchfihrung der Transposon-Mutagenese wurden jeweils
10 Transformanden wvereinigt und gemeinsam induziert,
wodurch insgesamt 190 Pools i 10-20 Klonen weiterbehandelt
wurden. Aus dieser Mutagenese wurden 191 Ampicillin-resi-
stente E. coli- Plasmidklone isoliert, die unabhéngige
mutierte H. pylori-Gene trugen. Diese 192 Plasmide wurden
aus E. coli isoliert und zur Retransformation des H.
pylori-Stammes 69A benutzt. Aus diesen 192 Transformationen
wurden 135 H. pylori-Mutanten isoliert, die in Genen
mutiert sein sollten, die fir sekretorische Proteine
kodieren. Die H. pylori-Mutantenkollektion wurde dann in
einem Screening-Assay auf H. pylori-Mutanten getestet, die
ihre Fihigkeit an KatoIII Epithelzellen zu binden, verloren
_ hatten.
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35
CTT
Leu
60
240
70
C1T
Leu
90

TCT
Ser
115

Al a

AAC
Asn
TTA
Leu

TTA

Al a
AAC
Asn

GGG
Ay

GTA
Val
ACT

"Thr

TAT

Tyr

GAT GTA ACG AAC AAC ATT

Asp Val

40 45 AGC GAC GAA CTC GCC AGA GAG
192 Ser Asp Glu Leu Ala Arg Qu
Thr Asn Asn Ile 50 55

AAC AAC ACC GGA GGC AAC ATC GCA GGG GCG TTG AGT AAC GCT

Asn Asn Thr Ay Gy Asn Ile Ala Gy Ala Leu Ser Asn Ala 65
WO 96/41880 80 TTC TCC CAA TAC CIPCTERPS/R2SES

GCT TAC CCC ACA AAA CTC 288 Phe Ser A n Tyr Leu Tyr Ser

Ala Tyr Pro Thr Lys Leu 85

GaC
Ay

95 AAT GGT AGC GAT GTFG2BCT GCG AAC GCT CTT TTA AGT

HJ.erzu wur&elxbdﬁ utan ery ztinlltslgf']iél :|:'k:|.er€‘I uné' hL}?u %%B

TGT GCCCEGEEME&Ne BB LACERCEPiCERl BT ACKUTICI ViRt ABRr Test a4
Cys Al Q\dﬂa%eﬁka & oldte Audr&kd @urchhpeeFa n it einem

CC_A GIT
TAC ToEurEepEenspikragkop. Dabeh yuren 4 WukEnt G pelutash g

Tyr Tr PU-d40PnpdSPA-Lé9a), die eine stark verminderte Adhidrenz

zeigten.

Beide Mutanten zeigten auch in dem zweiten Adhdrenz-Modell,
den Gewebeschnitten von menschlichen Magen, keine Adhérenz.
Der H. pylori-wWildtyp-Stamm sowie alle weiteren Mutanten
zeigten auch in diesem Modell eine starke Adhirenz.

Das zur Erzeugung des Mutantenstammes P1-140 verwe'néiet_:e
Plasmid pMul40 ist in Abb. 4 dargestellt. Zur Erzeugung des
Mutantenstammes P1-17%9a wurde das Plasmid pMul79a (nicht
gezeigt) verwendet. Unabhingige Transformationen beider
Plasmide in H. pylori 69A flhrten zu dem identifizierten
Adhdrenzdefekt, was belegte, dafl keine sekundaren Mutatio-
nen im bakteriellen Chromosom aufgetreten waren, sondern
die TnMax9 Insertion im klonierten Adhdsingen zu dem
beobachteten Phénotyp der H. pylori-Mutanten fihrte. Die
Kartierung und Sequenzierung der durch das Transposon
TnMax9 inaktivierten Gene der Plasmidklone pMuil40 und
pMul79 zeigte, daf® es sich bei beiden Klonen um dasselbe
Gen handelte, daes Transposon war nur an verschiedenen
Stellen insertiert. Da es sich bei dem kodierten Protein um
ein Lipoprotein handelt, also ein Protein, das mit einem
Lipidanker in der Membran verankert ist, bezeichneten wir
das entsprechende Gen als alpA, adherence- associated
lipoprotein A) . Unsere Daten aus Computer-Sekundarstruktur-
vorhersagen von Membranproteinen und von bestimmten
konservierten Proteinsequenzen am C-Terminus des Proteins
(C-terminales Phenylalanin) (Struyvé et al., 1991) sprechen
flir ein in die &uRere Membran der gramnegativen Bakterien
eingelagertes integrales Membranprotein.
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130 135 140 ACT GAC AGG ATT TTA AGC ACG
ATC GGBC AGC CAG ACT AAC TAC GCGC ACG 480 Thr Asp Arg Ile Leu Ser Thr
Ile Ay Ser G@n Thr Asn Tyr Ay Thr 145 . 150

155 ' 160 AAC ACC AAT TTC CCC AAC ATG CAA CAA CAG CTC ACC

TAC TTG AAT GCG 528 Asn Thr Asn Phe Pro Asn Mt A n A@n An Leu Thr
Tyr Leu Asn Ala WO 9641880 165 170 PCT/EP96/02545

175 GGG AAT GIG TTT TTT AAT GCG ATG AAT AAG GCT TTA GAG AAT AAG AAT
576 Ay Asn Val Phe Phe Asn Ala Met Asn Lys Agfél Leu A u Asn Lys Asn
180 185 190 ACT AGT AGI GCT AGT GGA
ACT AGI GGT GCG ACE 1 LA GAT GGT 624 Ay Thr Ser Ser Ala Ser Ay
Thr Ser Ay Ala Th Asp Ay 195 200
205 CAA ACT TAC TCC ACA CAA CCT ATC CAA TAC CTT CAA GGC CAA CAA AAT

672 A n Thr Tyr SeExbiesshionAlds |dipA3Gensy untcHefsteltuygGron Guiit A8rpern 210
215 220 ATC TTA AAT AAC GCA GCG AAC TTG CTC AAG CAA GAT

GAA TTG CTC TTA 720 Ile Leu Asn Asn Ala Ala Asn Leu Leu Lys G n Asp
G u Leu Leu Leu. Mit Hilfe des pEV40 E. coli-Expressionssystems (Pohlner et

al., 1993) wurde dann ein Fusionsprotein hergestellt, das
ca 50 % vom N-Terminus von Alpa umfafft und ein N-terminales
Histidin-Tag aufweist. Damit wurde das Fusionsprotein
mittels einer Ni2-Agarose-Sdule durch Chelat-Affinitit-
schromatographie aufgereinigt und 2zur Gewinnung eines
Antiserums von der Maus eingesetzt. Dieses Antiserum,
welches die Bezeichnung AK202 erhielt, erkannte das AlpaA .
Protein im Immunoblot eines H. pylori-Gesamtzellysates a]-.:s
53 kDa Protein. Das 53 kDa AlpA Protein war bei deén H.
pylori-Mutanten P1-140 und P1-179a im Immunoblot erwar-
tungsgendf nicht detektierbar (siehe Abb. 5). Der Nachweis,
daR es sich bei AlpA um ein. Lipoprotein handelt, wurde
durch die spezifische Pa-lﬁlityilierung des AlpA- B-Lactamase.
Fusionsproteins gefthrt, das durch die urspringliche
Insertion von TnMax9 in alpA entstand.
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225 230 235 240 GAA CGCT
TTC AAC TCT GCC GTA GCC GCC AAC ATT GGG AAT AAG GAA TTC 768 Au Ala
Phe Asn Ser Ala Val Ala Ala Asn Ile Ay Asn Lys G u Phe

245 250 255 AAT TCA GCC GCT TTT ACA GGT
TTG GTG CAA GGC ATT ATT GAT CAA TCT 816 Asn Ser Ala Ala Phe Thr Gy
Leu Val A n Ay W48y G n Ser 260 PCT/EPIG/02845
270 CAA GCG GIT TAT AAC GAG CTC ACT AAA AAC ACC ATT AGC GGG AGT GCG

864 A n Ala Val Tyr Asn Qu Leu Thr Lys Asn Thr Ile Ser Ay Ser A a

275 280 28527 GTT ATT AGC GCT GGG ATA AAC
TCC AAC CAA CCT AAC COCT GIG CAA GGG 912 Val Ile Ser Ala Ay Ile Asn
Ser Asn Gn Ala ASH A2 VAl Qn Ay . 290 295

300 '
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- 37 - CGC CGCT AGT CAG CTC CCT AAC CGCT CTT TAT AAC CGCG CAA GTA ACT TTG
960 Arg Ala Ser A n Leu Pro Asn Ala Leu Tyr Asn Ala @ n Val Thr Leu 305
310 315 320 GAT AAA ATC AAT GCG CTC AAT
AAT CAA GIG AGA AGC ATG CCT TAC TTG 1008 Asp Lys Ile Asn Ala Leu Asn
Asn A n Val Arg Ser Met Pro Tyr Leu 325

330 WO 9§4180 0oC CAA TTC AGA GCC GGG AAC AGC CGT TCRCTERISRGHS
ATT TTA AAC GGG 1056 Pro A n Phe Arg Ala Ay Asn Ser Arg Ser Thr Asn -
Ile Leu Asn Ay 340 345 350
TTT TAC ACC AAA ATA GGC TAT AAG CAA TTC TTC @BG AAG AAA AGG AAT 1104
Phe

355

Phe

Tyr Thr Lys 1|1 y Jyr . e yS .
%o?go'l;. , Al:1¥§1g "y Rhe g%fs'gA .C!j @f%@?é%ﬁ%ﬁcfmc&%’?

TTC TTT TCT TAT AARY&eRi G Aokidpdalton) jprotgia Gie Lan Ak¥PIRgontaingng
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370 375 380 GGC TTT AGA TCC ACT CAA AAT
T GTA GGG TTA TAC ACT TAT GGG GIG 1200 Gy Phe Arg Ser Thr A n Asn
n Val Gy Leu Tyr Thr Tyr Gy Val 385 390

QSS 400 GGG ACT GAT GIG TTG TAT AAC ATC TTT AGC CGC TCC

TAT CAA AAC CGC 1248 dy Thr Asp Val Leu Tyr Asn Ile Phe Ser Arg Ser

Tyr G n Asn Arg WO 96/41580 405 410 PCTE 5

415 TCT GIG GAT ATG GGC TTT TTT AGC GGI' ATC CAA TTA GCC GGI GAG ACC

1296 Ser Val Asp Met Gy Phe Phe Ser Gy Ile Adn Leu Ala Gy G u Thr

420 425 430 23 TC CAA TCC ACG CTC AGA GAT

GACCCCAATGTGAAﬁTT CATF? 4 Phe er Thr Leu Arg As
Asp Pro Asn Val LysS eT_feuGAI’-Ifs y f@?’ Hz’lz;§j}'4 5 &%3§ Fa °gemf3‘69 &
445 ATC AAT AAC A igebarterCRE TG eTeeysReciyerTEnEert AGAGELATIS 01~
1392 11 é& Asn Asn Tigiddis Phe A n Phe Leu Phe Asp Phe Ay Met Arg Met
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465 470 475 480 GIG GAA

TTT GGBC GTA GIG GIG CCT ACG ATT TAT AAC ACT TAT TAC AAA 1488 Val du
Phe Gy Val Val Val Pro Thr Ile Tyr Asn Thr Tyr Tyr Lys 485
490 495 TCA GCA GGG ACT ACC GIG AAG TAT TTC CGT CCT TAT
AGC GIT TAT TGG 1536 Ser Ala Ay Thr Thr Val Lys Tyr Phe Arg Pro Tyr
Ser Val Tyr Trp WO9#is8 5o : 505 CT/EP5/gS45
TCT TAT GGG TAT TCA TTC TAA 1557
Ser Tyr Ay Tyr Ser Phe 515  (2) | NFORMATION FOR SEQ ID NO 2:

(1) SEQUENCE CHARAKTERI STI CS: ' ( TENGTH: 518 ani no acids

(B) TYPE: am no aci : A ERL adnd s [ 1) .
MOLEKULE TYPE: pr ot ‘gﬁecm’n apd, 3“"%3 %%)CE DEscaR%"%i%gﬁpangE‘é T'ﬁ)é’%\’féanszlzn
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Met Ile Lys Lys Asn Arg Thr Leu Phe Leu Ser Leu Ala Leu Cys Al a 1

5 10 15 -

- 38 - 1 5 - 10 15 Ser
tle Ser Tyr Ala Qu Asp Asp Ay Gy Phe Phe Thr val Ay Tyr

20 25 30 dn Leu Ay G@n Val Met A n Asp
Val G n Asn Pro G'9%480 a Lys : 35 ARFT/EPI6/02545
45 Ser Asp-GQu Leu Ala Arg A u Leu Asn Ala Asp Val Thr Asn Asn Ille

- 31 -~
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50 55 60 Leu Asn Asn Asn Thr Gy Ay Asn
75

lle Ala Gy Ala Leu Ser Asn Ala 65 70

80 Phe Ser An Tyr Leu Tyr. Ser Leu Leu Gy Ala Tyr Pro Thr Lys Leu

85 90 95 Asn @y Ser Asp Val Ser Ala Asn
Ala Leu Leu Ser Gy Ala Val Ay 100 105

110 Ser Ay Thr ‘(’,égs’ﬂls%PAl aAadQy Thr Ala Ay Gy Thr Ser LefRCHERG62545
115 120 125 Thr "An Ser Thr Cys Thr Val
Ala Ay Tyr Tyr Trp Leu Pro Ser Leu 130 135

140 Thr Asp Arg Ile Leu Ser Thr Ile Ay Ser @7 Thr Asn Tyr Ay Thr 145
150 “155 160 Asn Thr Asn Phe Pro Asn Met
An dn d@n Leu Thr Tyr Leu Asn Ala  geQUENZPROTOKOLLES 170

175 dy Asn Val Phe Phe Asn Ala Met Asn Lys Ala Leu Qu Asn Lys Asn

(1) ALLGEMEINE ANGABEN:

(i) ANMELDER:
(A) NAME: Max-Planck-Gesellschaft zur Foerderung
der Wissenschaften e.V. Berlin
(B) STRASSE: Hofgartenstr. 2
(C) ORT: Muenchen
(E) LAND: Deutschland
(F) POSTLEITZAHL: 80359

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Adhaerenzgen aus
Helicobacter pylori und davon codiertes Polypeptid

{(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 2

(iv) COMPUTER-LESBARE FASSUNG:
(A) DATENTRAGER: Floppy disk
{B) COMPUTER: IBM PC compatible
(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS -
(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0,
Version #1.30 (EPA)

(v} DATEN DER”JETZIGEN ANMELDUNG :
ANMELDENUMMER: WO PCT/EP96/02545

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1:

(i) SEQUEN@KENNZEICHEN: :
(a) LANGE: 1557 Basenpaare
(B) ART: Nucleotid
(C) STRANGFORM: beides
{D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT:
(A) ORGANISMUS: Helicobacter pylori

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT:
(B) CLON(E): alpA

(ix) MERKMAL:

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) LAGE:1..1554

{(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1:

ATG ATA AAA ARG AAT AGA ACG CTG TTT CTT AGT CTA GCC CIT TGC .GCT 48
Met Ile Lys Lys Asn axg Thr Leu Phe Leu Ser Leu Ala Leu Cys Ala :
1 5 10 is5
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180
Thr
205
210
Leu
235
Asn
Asn
260
Thr
285
290

185 190 dy Thr Ser Ser Ala Ser Ay

Gy Ala Thr Ay Ser Asp Ay 195 200
G@n Thr Tyr Ser Thr An Ala lle An Tyr Leu Gn Ay Gn An Asn
215 220 Ile Leu Asn Asn Ala Ala Asn
Lys d@n 'evS(P GQu Leu Leu Leu 225 230
Gu Ala Phe Asn Ser Ala Val Al a A a ARGI/EPIO2HSy
d u Phe 245 250 255
Ala Ala Phe Thr Gy Leu Val @n Gly IIe Ile Asp A n Ser
265 27033Gn Ala Val Tyr Asn Gu Leu
ﬁ%rAGg %E%E Gﬁésa i% GG@EF TC GGT TAT 280
a1lel serldye Ads B ne1demy APSTheAlag ¢ ry2d n G
295 20 3 Arg Ala Ser3°GIn Leu Pro Asn -
Al a Leu Tyr Asn Akae Glerevadaa Bae Ak uaa GAT GTC CAA ARC CCA GGC GGC GCT ARA 144
Gla Leu Gly Gln Val Met Gln Asp Val Gln Asn Pro Gly Gly Ala Lys
35 45
AGC GAC GAA CTC GCC AGA GAG CIT AAC GCT GAT GTA ACG AAC AAC ATT 192
Ser Asp Glu Leu Ala Arg Glu Leu Asn Ala Asp Val Thr Asn Asn Ile
50 55 60
TTA AAC AAC AAC ACC GGA GGC AAC ATC CGCA GGG GCG TTG AGT AAC GCT 240
Leu Asn Asn Asn Thr Gly Gly Asn Ile Ala Gly Ala Leu Ser Asn Ala
65 75 80
TIC TCC CAA TAC CTIT TAT TCG CTT TTA GGG GCT TAC CCC ACA AR2A CTC 288
Phe Ser Glan Tyr Leu Tyr Ser Leu Leu Gly Ala Tyr Pro Thr Lys Leu
85 a5
AAT GGT AGC GAT GTG TCT GCG AAC GCT CTT TTA AGT GGT GCG GTA GGC 336
Asn Gly Ser Asp Val Ser Ala Asn Ala Leu Leu Sexr Gly Ala Val Gly
100 105 . . 110
TCT GGG ACT TGT GCG GCT GCA GGG ACG GCT GGT GGC ACT TCT CTT AAC 384
Ser Gly Thr Cys Ala Ala Ala Gly Thr Ala Gly Gly Thr Ser Leu Asn :
118 120 125
ACT CAA AGC ACT TGC ACC GTT GCCG GGC TAT TAC TGG CTC CCT AGC TTG 432
Thx Gln Sexr Thr Cys Thr Val Ala Gly Tyr Tyr Trp Leu Pro Ser Leu
130 140
ACT GAC AGG ATT TTA AGC ACG ATC GGC AGC CAG ACT AAC TAC GGC ACG 480
Thr Asp Arg Ile Leu Ser Thr Ile Gly Ser Gln Thr Asn Tyr Gly Thr
148 150 155 160
AAC ACC AAT TTC CCC AAC ATG CAA CAA CAG CTC ACC TAC TTG AAT GCG 528
Asn Thr Asn Phe Pro Asn Met Gln Gln Gln Leu Thr Tyr Leu Asn Ala
165 170 178
GGG AAT GTG TTT TTT AAT GCG ATG AAT AAG GCT TTA GAG AAT AAG AAT 576
Gly Asn Val Phe Phe Asn Ala Met Asn Lys Ala Leu Glu Asn Lys Asn
180 18% 180
GGA ACT AGT AGT GCT AGT GGA ACT AGT GGT GCG ACT GGT TCA GAT GGT 624
Gly Thr Ser Ser Ala Ser Gly Thr Ser Gly Ala Thr Gly Ser Asp Gly
195 200 205
CAA ACT TAC TCC ACA CAA GCT ATC CAA TAC CIT CAA GGC CAA CAA AAT €72
Gln Thr Tyr Ser Thr Gln Ala Ile Gln Tyr Leu Gln Gly Gln Gln Asn
210 215 220
ATC TTA AAT AAC GCA GCG AAC TTG CTC AAG CAA GAT GAA TTG CTC TTA 720
Ile Leu Asn Asn Ala Ala Asn Leu Leu Lys Gln Asp Glu Leu Leu Leu ’
225 230 235 240
GAA GCT TTC AAC TCT GCC GTA GCC GCC AAC ATT GGG AAT AAG GAA TTIC 768
Glu Ala Phe Asn Ser Ala Val Ala Ala Asn Ile Gly Asn Lys Glu Phe
245 250 255
AAT TCA GCC GCT TTT ACA GGT TTG GIG CAA GGC ATT ATT GAT CAA TCT 8le
Asn Ser Ala Ala Phe Thr Gly Leu Val Gln Gly Ile Ile Asp Gln Ser
260 265 270
CAA GCG GT'T TAT AAC GAG CTC ACT AAA AAC ACC ATT AGC GGG AGT GCG B64
Gln Ala Val Tyr Asn Glu Leu Thr Lys Asn Thr Ile Sexr Gly Ser Ala
275 280 285
GTT ATT AGC GCT GGG ATA AAC TCC AAC CAA GCT AAC GCT GTG CAA GGG 912

Val Ile Ser Ala Gly Ile Asn Ser Asn Gln Ala Asn Ala Val Gln Gly
290 295 300
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305 310 315 320 Asp Lys
[le Asn Ala Leu Asn Asn A n Val Arg Ser Met Pro Tyr Leu 325
330 335 Pro @n Phe Arg Ala Ay Asn Ser Arg Ser Thr Asn
Ile Leu Asn Ay 340 345 350
Phe Tyr Thr Lys Ile G }/ Tyr Lys A n Phe Phe Ay Lys Lys Arg Asn
- 39 - 3 5’ 41880 360 365 | | ECHEDIS{RYS
Arg Tyr Tyr Ke| y Phe Phe Ser Tyr Asn Gy Ala Ser Val
- 34 -
CGC GCT AGT CAG CTC CCT AAC GCT CTT TAT AAC GCG CAA GTA ACT TTG . 960
Arg Ala Ser Gln Leu Pro Asn Ala Leu Tyr Asn Ala Gln Val Thr Leu
305 310 : 315 320
GAT ARA ATC AAT GCG CTC AAT AAT CAA GTG AGA AGC ATG CCT TAC TTIG 1008
Asp Lys Ile Asn Ala Leu Asn Asn Gln Val Arg Ser Met Pro Tyr Leu
325 330 335
CCC CAA TTC AGA GCC GGG AAC AGC CAT TCA ACG AAT ATT TTA AAC GGG 1056
Pro Gln Phe Axg Ala Gly Asn Ser Arg Ser Thr Asn Ile Leu Asn Gly
340 345 350
TTT TAC ACC AAA ATA GGC TAT AAG CAA TTC TTC GGG AAG AAA AGG AAT 1104
Phe Tyx Thr Lys Ile Gly Tyr Lys Gln Phe Phe Gly Lys Lys Arg Asn
355 360 365
ATC GGT TTG CGC TAT TAT GGT TTC TTIT TCT TAT AAC GGA GCG AGC GTG 1152
Ile Gly Leu Arg Tyr Tyr Gly Phe Phe Ser Tyr Asn Gly Ala Ser Val
370 375 380
GGC TTT AGA TCC ACT CAA AAT AAT GTA GGG TTA TAC ACT TAT GGG GTG 1200
Gly Phe Arg Sexr Thr Gln Asn Asn Val Gly Leu Tyr Thr Tyr Gly Val .
385 390 3es 400
GGG ACT GAT GTG TTG TAT AAC ATC TIT AGC CGC Tdc TAT CAX AAC CGC 1248
Gly Thr Asp Val Leu Tyr Asn Ile Phe Ser Arg Ser Tyr Gln Asn Arg .
405 410 415
TCT GTG GAT ATG GGC TIT TTT AGC GGT ATC CAA TTA GCC GGT GAG ACC 1296
Ser Val Asp Met Gly Phe Phe Ser Gly lle Gln Leu Ala Gly Glu Thr
, 420 425 430 ’
TTC CAA TCC ACG CTC AGA GAT GAC .CCC. AAT GTG AAA TTG CAT GGG AAA 1344
Phe Gln Ser Thr Leu Arg Asp Asp Pro Asn Val Lys Leu His Gly Lys
435 440 445
' ATC AAT AAC ACG CAC 'I:‘TC CAG TTC CTC TTT GAC TTC GGT ATG AGC ATG 1392
Ile Asn Asn Thr His Phe Gln Phe Leu Phe Asp Phe Gly Met Axrg Met
450 455 460
AAC TTC GGT AAG TTG GAC GGG AAA TCC AAC CGC CAC AAC CAG CAC ACG 1440
! Asn Phe Gly Lys Leu Asp Gly Lys Ser Asn Arg His Asn Gln His Thr
465 475 480
GTG GAA TTT GGC GTA GTG GTG CCT ACG ATT TAT AAC ACT TAT TAC AAA 1488
Val Glu Phe Gly Val Val Val Pro Thr Ile Tyr Asn Thr Tyr Tyr Lys
485 490 495
'i'CA GCA GGG ACT ACC GTG AAG TAT TTC CGT CCT TAT AGC GTT TAT TGG 1536
Ser Ala Gly Thr Thr Val Lys Tyr Phe Arg Pro Tyr Sex Val Tyr Trxp
500 510
TCT TAT GGG TAT TCA TTC TRA 1557

Sexr Tyr Gly Tyr Ser Phe
51§

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2:

(i) SEQUZE!NZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 518 Aminosduren
(B} ART: Aminosiure
{D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2:

Met Ile Lys Lys Asn Arg Thr Leu Phe Leu Ser Leu Ala Leu Cys Ala

1 10
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370

Asn Val dvy Leu Tyr Thr Tyr

395

Tyr A n Asn Arg

420

Asp Pro Asn Val

445 |le Asn Asn Thr

450

Lys Ser Asn Arg H & AsR

475
Thr Tyr Tyr

Lys

375

Ay Vval

385

380 Gy Phe Arg Ser Thr @ n Asn

400 Gy Thr Asp Val
405

Ser Val Asp Met %a/w;éh%oPhe Ser

Lys Leu Hs Ay Lys

455

480 Vi

Srfd ad *biu‘L@%

o d u Phe

435

410

390
Leu Tyr Asn Il e Phe Ser Arg Ser

Asp Gly Gly Phe Phe Tﬁ:ZQIal

y Vas Val Val

Pro Tho

Ay Ile Gn Leu Ala Ay G u Thr
430 Phe A n Ser Thr LEGTEPY2IAS

440

H s Phe G n Phe Leu Phe Asp Phe Gy Met Arg Met

460 33Asn Phe @ y Lys Leu Asp Ay

415

al
I P(eTy'Igyr Asn

4 90
Ser Ala”dy Thr THFAE™ B0 abﬁﬁgt KGR0y Focke éﬁﬁ’ Ty e e

Glu Leu Ala Arg Glu

Ser Asp
50

Leu Asn
65

Phe Ser
Asn Gly
Ser Gly

Thy Gln
130

Thr Asp
145

Asn Thr
Gly Asn
Gly Thr
Gln Thr

210

Ile Leu
225

Glu Ala
Asn Ser
Gln Ala
Val Ile

290
Arg Ala
305
Asp Lys

Pro Gln

Phe Tyx

Asn Asn Thr Gly

Gln Tyr

Ser Asp
100

Thr Cys
115

Ser Thr

Val. Phe
180

Ser Ser
195

;ryr Ser
Asn Asn
Phe Asn

Ala Ala
260

Val Tyr
275

Ser Ala
Ser Gln
Ile Asn
Phe Axg

340

Thr Lys
355

Leu
85
Val

Ala

Phe
Ala
Thr
Ala
Serx
245
Phe

Asn

Gly

Leu

Ala
328

Ala

Ile

70
Tyr

Sex

Ala

Sex
150

Asn

-Asn

Sexr
Gln
Ala
230
Ala
Thr
Glu
Ile
Pro
310
Leu

Gly

Gly

55
Gly
Ser
Ala
Ala
YVal
135

Thx

Met

-Ala

ely
Ala
215
Asn
val
Gly
Leu
Asn
295
Asn

Asn

Asn

Leu Asn Ala Asp

Asn
Leun
Asn
Gly
120
Ala
Ile
Gln

Met

Thr
200

Ile

Leu

Ala

Leu

280

Ser

Ala

Asn

Ser

Lys
360

Ile
Leu
Ala
105
Thr
Gly
Gly
Gln
Asn
185
Serx
Gln
Leu

Ala

val
265

Lys
Asn
Leu
Gln
Arg

345

Gln

Ala Gly
75

Gly Ala
90

Leu Leu
Ala Gly

Tyr Tyr

Ser Gln
155

Gln Leu
170

Lys Ala

Gly Ala

Lys Gln
235

Asn Ile
250

@ln Gly

Asn Thx

Gln Ala

315

Val Arg
330

Ser Thr

Phe Phe
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Val
60

Ala

Tyr

Ser

Gly

140

Thr

Leu

Gln
220
Asp
Gly
Ile
Ile
Asn
300
Ala
Ser

Asn

Gly

Thr Asn Asn Ile

Leu
Pro
Gly
Thr
125
Leu
Asn
Tyr
Glu
Gly
205
Gly
Glu
Asn
Ile
Ser
285
Ala
Gln

Met

Ile

Ser
Thr
Ala
110

Ser

Pro

Asn
190
Serxr
Gln
Leu
Lys
Asp
270
Gly
val
val

Pro

Leu
350

ys Lys

L
365

Asn

Lys
95

val

. Leu

Ser

Gly

Asn
175

Lys

Asp

Gln

Leu

Glu
255

Gln

Ser

Gln

335
Asn

Arg

Ala

80
Leu
Gly
Asn
Leu

160
Ala

Gly
Asn
Leu
240
Phe
S8er
Ala
Gly
Leu
320
Leu

Gly

Asn

495



500 505 510 Ser Tyr @y Tyr Ser Phe
515 C ai s 1. DNA nol ecul e,
wherein it conprises (a) the nucl eotide sequence shown in SEQ ID

NG 1

WO 96/41880

Ile
Gly
385
Gly
Ser
Phe
Ile
Asn
465
val

Sex

Ser

- 36 -

Gly Leu Arg Tyr Tyr Gly Phe Phe Ser Tyr Asn Gly Ala

370

Phe Arg Ser Thr

Thr Asp Val Leu
405

Val Asp Met Gly
420

Gln Ser Thr Leu
435

Asn Asn Thr His
450

Phe Gly Lys Leu
Glu Phe Gly Val
485

Ala Gly Thr Thr
500

Tyr Gly Tyr Ser
515

378

Gln Asn Asn
3%0

Tyr Asn Ile
Phe Phe Ser
Arg Asp Asp

440

Phe Gln Phe
455

Asp Gly Lys
470

Val val Pro

Val Lys Tyx

Phe

Val
Phe
Gly
425
Pro

Leu

Ser

Phe
505

380

Gly Leu Tyr Thr Tyr
395

Ser Arg Ser Tyr Gln
410

Ile Gln Leu Ala Gly

430

Asn Val Lys Leu His
445

Phe Asp Phe Gly Met
460

Asn Arg His Asn Gln
475

Ile Tyr Asn Thr Tyr
490 .

Arg Pro Tyr Ser Val
510

ERSATZBLATT (REGEL 26)

PCT/EPS6/02545

Ser Val
Gly val
400

Asn Axg
415

Glu Thr
Gly Lys
Arg Met

His Thr
480

Tyr Lys
495 -

Tyr Trp



(b) a nucleotide sequence—vvh'rt-l‘r*cm*esfpaﬁds—%o t he sequence
according to (a) -within th t he degeneracy of the
genetic code or (c) a m&u&wnﬂnce whi ch hybridizes with
the sequences accor ding to under stri ngent

condi tions. N nol ecul e as clained in clai
t he nucl eoti de IWF has a honol ogy of at

m1, whe at
| east 80 %t(?c?'ﬁ'@”’“z"s

nucl eoti de sequence shown in SEQ I D NO 1. 3. DNA nol ecul e as

clainmed in claiml1 or 2, - wherein |t has a |l ength of at |east 15

nucl eot i des. 4. DNA nol ecul e as cl ai néd3"n"one of the claims 1 to

3, wher ei n It codes for a polypeptide with the ability to
Patentanspriiche:

1. DNA~-Molekil,
dadurch gekennzeichnet,
daBR es

(a) die in SEQ ID NO. 1 dargestellte Nucleotidse-

quenz,

(b} eine der Sequenz gemdff (a) im Rahmen der Degene-

ration des genetischen
Nucleotidsequenz oder

Codes entsprechende

(c) eine mit den Sequenzen gemif (a) oder/und (b)
unter stringenten Bedingungen hybridisieren&e

Nucleotidsequenz umfait.

2. DNA-Molektil nach Anspruch 1,
dadurch gekennzeichnet,

daR es auf Nucleotidebene eine Homologie von minde-

stens

80 % zu dexr in SEQ ID NO. 1 dargestellten Nucleotidse-

quenz aufweist.

3. DNA-Moleklil nach Anspruch 1 oder 2,

dadurch gekennzeichnet,

daff es eine Lange von windestens 15 Nucleotiden

aufweist.

4. DNA-Moleklil nach einem der Anspriiche 1 bis 3,

dadurch gekennzeichnet,

daR es fur ein Polypeptid mit der Fahigkeit zur

Adhérenz an humane Zellen codiert.

5. Vektor,
dadurch gekennzeichnet,

da® er mindestens eine Xopie eines DNA-Molekilils nach
einem der Anspriiche 1 bisg 4 enthilt.
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adhere to hunan cells. 5. . erein it contains at | east
, one copy of a DNA nol ecmml \ﬂ““ﬂl\mm in one of the clains 1 to 4.
L

-2- 6. Cel |, is transforned with a vector as
,claimed in claim 5
' WO 96/41880 PCT/EP96/02545
- 38 -
6. Zelle,

dadurch gekennzeichnet,
daf® sie mit einem Vektor nach Anspruch 5 transformiert
ist.

7. Polypeptid,
dadurch gekennzeichnet,
daR es von einem DNA-Molekiil nach einem der Anspriiche
1 bis 4 codiert ist.

8. Polypeptid nach Anspruch 7,
dadurch gekennzeichnet,
da’ es
(a) die in SEQ ID NO.2 dargestellte Aminosdurese-
quenz oder
(b) eine mit der Segenz gemaf (a) immunologisch
kreuzreagierende Aminosduresequeriz umfaBt.

8. Polypeptid,
dadurch gekennzeichnet,
daR es die Fahigkeit zur Adhdrenz an humane Zellen

besitzt.

10. Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids nach einem
’ der Anspriiche 7 bis 9,
dadurch gekennzeéeichnet,
daR man eine Zelle mit einem DNA-Molekiil nach einem
der Anspriiche 1 bis 4 oder einem Vektor nach Anspruch
5 transformiert, die transformierte 2Zelle unter
Bedingungen kultiviert, bei denen eine Expression des
Polypeptids stattfindet und das Polypeptid aus der
Zelle oder/und dem Kulturfiberstand isoliert.

11. Verwendung eines Polypeptids nach einem der Anspriliche
7 bis 9 als Immunogen zur Erzeugung von Antikérpern.
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-_—
7. Pol ypepti de, M?:ﬁ"ﬁl n it is coded by a DNA nol ecul e as
t

c| i red T one of WD ©c., Dolmcriidens camain
or

claim7, wher ei n
'shown in SEQ ID NO 2 () an am no aci d sequence which

I mmunol ogi cal |y cross-reacts with the sequence according to
(a). 9. Pol %85?’?'3%0, : wherei n it is capable of ao‘FdféV&R
human cel | s. 10. Process for the production of a polypeptide as

iclairredinoneoftheclaims?t09, _ 39 -

12. Antikérper gegen ein Polypeptid nach einem der An-
spriche 7 bis 9.

13. Antikdérper nach Anspruch 12,
' : dadurch gekennzeichnet,
daf® er gegen den N-Terminus der in SEQ ID NO.2 darge-
stellte Aminosduresequenz gerichtet ist.

14. Pharmazeutische Zusammensetzung,
dadurch gekennzeichnet,
daR sie als Wirkstoff ein DNA-Molekiil nach einem der
Angpriiche 1 bis 4, ein Polypeptid nach einem der

Anspriiche 7 bis 9 odexr einen Antikdrper nach Anépfuqh
12 oder 13, gegebenenfalls zusammen mit ﬁblichéﬁ
pharma'zeutischen Hilfs-, Verdinnungs-, ' Zusatz- und
Trigermitteln enthdlt.

| 15. Verwendung einer pharmazeutischen Zusammensetzung nach
Anspruch 14 zur Diagnostik einer Helicobacter pylori-
Infektion.

16. Verwendung einer pharmazeutischen Zusammensetzung nach
Anspruch 14 zur Herstellung eines Mittels f£fir die
Privention oder Bek&mpfung einer Helicobacter pylori-

Infektion.
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wher ei n acell is transformed with a DNA nol ecul e as clained in

one of the clains 1 to 4 or a vector as claimed in claimb5, the
transforned cell is cul tured under conditions in which an expression
of t he pol ypepti de takes place and the polypeptide is I sol at ed
fromthe cell or/and the culture super nat ant .
-3-  11. Use ofvQ%¥i#8neptide as clained in one of the AICI{ERRG02545, o
as an i nmunogen to produce anti bodi es.

174

Abb.1

N _
EHQ P C?B HX PvE BP HE
| L]

————— blaM ———— [reskOs] ——catjp — TnMax 8
IR | i |

l ur*d R.
RP1-primer M13-primer .

O S —

Abb.4

Pst1 Sphl
SalI {| Nrul
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12. Anti body agai nst a pol ypeptide as clained in one of the clains 7
to 9. 13. Antibody as clainmed in claim12, wherei n it is
ldirected against the N-term nus of the am no aci d sequence shown in
'SEQ I D NG 2. 14. Pharmaceutical composition, wherein it contains
a DNA nol ecule as clainmed in one of the clainslto4,ap%%ﬁgwsgseas
claimed in one OYO96/4188%e clains 7 to 9 or an antibody as cl ai in
claim 12 or 13 as the active substance, 2fptional |y t oget her with common
phar maceutical auxiliary subst ances, diluents, additives and carriers.
15. Use of a phar rraceuticB[.R-AmpfgiENngon as cl ai mBEtR-Amplifizierungl ai m 14 for the
di agnosi s of a Hel i cobact enigof{7a8 ibp) i nfection. tet (1296 bp)

Pst] EcoR]

S— S

[ ] e BT L AT B B AL S T AL R S AN

N\

==
w‘x/l Pst1

EcoRl

(i

T sertion des polylinkers
lEcoRI Fragments aus plC20R1

Insertion von oril
aus RP4

EcoRl

"""

Deletion des Polylinkers / Pst]

Insertion eines von transkriptions-
/ terminatoren flankierten Polylinkers

- Bglll Kpnl Xbal Sall Xbal PstI Nrul Socl Xbal Clal Hind 1N
RI |Xho!l | Smal | Clal
tergg e | 1 I | I 1' o) Ec?hlacjuml&?m

terrp teryg

Sql Insertion von Piga
gy und Polylinker aus Pstl
pRH146 (BamH|-Fragment )
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16. Use of a pharmaceutical conposition as clainmed in claim14 for the

production of an agent for the prevention or treatnent of a
Hel i cobacter pylori i nfection.
WO 96/41880 _ PCT/EP96/02545
3/4
Abb.3
A - B
H. pylori
HI | g S
t H. pylori Plasmid-
pMin2 ' bank in pMin2
Genba;:lg P L ' .
{3-6 iga £181
'"smw“e")Electroporutlo\ % TnMux9 [pTnMax9)
—_ 2400 unabhéngige
Pngn L Transformanden
induzierung der
l Transposition l
{Pools von 10 Klonen)

I EBI
{{,_F __] 198 Pools mit -

> T E=— 20 Klonen
t | Konjugativer |
E Transfer l
E1L5(pol Al)
192 Ampicillin-resistente
2 174 ,
Plasmid isolierung -_ _ Klone in 158 Gruppen
blaM Deletion /
—e— ‘

Retransformation l

2@;"1 or ""_EZMZ_" 5 H. pylori Mutanten
- - 119 aus verschiedenen

——
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L/L
Abb. 5
] 2 3
53kDa —| e~
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