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Beschreibung
Fachgebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft das Fachgebiet der Biotechnologie und der pharmazeutischen In-
dustrie, insbesondere das Erhalten chiméarer Nucleotidketten, die, wenn sie in einen Expressionsvektor einge-
fuhrt werden, Proteine hervorbringen, die in der Lage sind, eine Serotyp-spezifische humorale Immunantwort
und einen Schutz gegen eine Infektion mit dem Dengue-Virus, von jetzt an als DEN bezeichnet, zu induzieren,
wobei die Effekte der Serotyp-spezifischen viralen Immunamplifikation vermieden werden, welche Blutungen
und klinische Komplikationen verursachen, die bei dieser Art von pathologischen Befunden beschrieben wer-
den.

Stand der Technik

[0002] Das Dengue-Virus (DEN) ist ein Virus mit Hillmembran, dessen Lipidmembran zwei seiner drei Struk-
turproteine enthalt: das Hiillprotein (E) und das Membranprotein (M). Das E-Protein bedeckt ein ikosaederfor-
miges Nukleokapsid, das aus dem dritten seiner Strukturproteine, dem ,Core"-Protein, besteht. Das Virus ge-
hort zur Familie Flaviviridae, und es liegen vier unterschiedliche Serotypen vor. Seine Ubertragung auf den
Menschen erfolgt Uber die Stechmiicke Aedes aegypti, die zur Familie Stegomia gehdrt. Die im Menschen
durch dieses Virus verursachte Krankheit wurde als gutartig angesehen und als Dengue-Fieber oder klassi-
ches Dengue (DF) beschrieben, bis eine ernstere und manchmal tédlich verlaufende Form auftrat, die durch
hamorrhagisches Fieber und Schock gekennzeichnet ist und als Dengue-hamorrhagisches Fieber und
Dengue-Schock-Syndrom (DHF, DSS) bezeichnet wird (Hammon, W. Mc., New hemorrhagic fever in children
in the Philippines and Thailand, Trans. Assoc. Physicians 1960, 73: 140-155). Mehrere epidemiologische Stu-
dien wurden durchgefiihrt, die deutlich machten, dass die wiederholte Infektion mit zwei unterschiedlichen Vi-
rus-Serotypen einen Risikofaktor darstellt (Kouri, G. P., Guzman, M. G., Brave, J. R., Why dengue hemorrhagic
feverin Cuba, 2, An integral analysis, Trans. Roy. Soc. Trop. Med. Hyg. 1987, 72: 821-823). Dieses Phanomen
Iasst sich durch die Immunverstarkung erklaren, die auf einer Zunahme der Virusinfektion beruht, wobei das
Eindringen des Virus-Antikorper-Komplexes in die Zelle tUber die Fc-Rezeptoren der Zielzelle (Monocyten) ge-
steigert wird (Halstead, S. B., Pathogenesis of dengue: Challenges to molecular biology, Science 1988, 239:
476-481).

[0003] Verschiedene Verfahren wurden entwickelt, um lebende abgeschwachte Impfstoffe herzustellen, je-
doch gibt es zurzeit zahlreiche ungeldste Probleme bezliglich der mdglichen Vorteile dieser Impfstoffe, da sie
wieder virulent werden kénnten, da eine Virusinterferenz auftreten kdnnte und da es zu einer intergenomischen
Rekombination kommen kénnte. Andererseits kbnnen rekombinante Antigene hergestellt werden und als mog-
liche Bestandteile eines Untereinheit-Impfstoffs dienen (Feighny, R., Borrous, J., und Putnak, R., Dengue ty-
pe-2 virus envelope protein made using recombinant baculovirus protects mice against virus challenge, Am. J.
Trop. Med. Hyg. 1994, 50 (3): 322-328; Deubel, V, Staropoli, |., Megret, F., et al., Affinity-purified dengue-2 vi-
rus envelope glycoprotein induces neutralizing antibodies and protective immunity in mice, Vaccine 1997, 15:
1946-1954).

[0004] Das Hauptantigen des Virus ist das Hullprotein DENe. Dieses Protein ist die Hauptkomponente der
Virusoberflache, und es wird angenommen, dass es die Bindung des Virus an den zellularen Rezeptor vermit-
telt (A. Heinz, F. X,, Berge, R., Tuma, W., et al., A topological and functional model of epitopes on the structural
glycoprotein of tickborne encephalitis virus defined by monoclonal antibodies, Virology 1983, 126: 525). Dieses
Protein zeigt eine strukturelle Homologie mit demjenigen des Zeckenenzephalitis-Virus (TBE) (Rey, F. A,
Heinz, F. X., Mand|, C., et al., The envelope glycoprotein from tick borne encephalitis virus at 2 A° resolution,
Nature 1995, 375: 291-298), und aulRerdem ist es unter den Serotypen strukturell konserviert.

[0005] Insektenzellen stellen eines der Systeme dar, die fir die Expression unterschiedlicher heterologer
Gene am haufigsten verwendet werden, wenn Vektoren des Baculovirus-Systems eingesetzt werden. Diese
Vektoren wurden fur die Expression mehrerer Kombinationen von Struktur- und Nicht-Strukturproteinen des
Japanischen Enzephalitis-Virus (JEV), DEN-1, DEN-2 und DEN-4 verwendet (Matsuura, Y., Miyamoto, M., So-
to, T., et al., Characterization of japanese encephalitis virus envelope protein expressed by recombinant bacu-
loviruses, Virology 1989, 173: 677-682; Deubel, V., Bordier, M., Megret, F., et al., Processing, secretion and
immunoreactivity of carboxy terminally truncated dengue-2 envelope proteins expressed in insect cells by re-
combinant baculoviruses, Virology 1991, 180: 440-447; Pulnak, R., Feighny, R., Burrous, J., et al., Dengue 1
virus envelope glycoprotein gene expressed in recombinant baculovirus elicit virus neutralization antibodies in
mice and protects them from virus challenge, Am. J. Trop. Med. Hyg. 1991, 45: 159-167; Feighny, R., Burrous,
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J., Putnak, R., Dengue type 2 virus envelope protein made using recombinant baculovirus protects mice
against virus challenge, Am. J. Trop. Med. Hyg. 1994, 50: 322-328). Ein anderes System, das verwendet wur-
de, waren die Zellen von Drosophila melanogaster, die verschiedene Varianten des E-Proteins exprimierten
(PCT/US96/07627). Zwar wurde bei Verwendung der in diesen Systemen exprimierten Proteine eine geeigne-
te funktionelle Antwort erhalten, jedoch sind hiermit hohe Kosten fiir die Entwicklung von Produktionsprozes-
sen im grof3en MaRstab verbunden; deshalb stellte die Expression in Hefe eine Alternative fur das Herstellen
von rekombinanten Strukturproteinen von Flavivirus dar. Jedoch sind im Fall des DENe-Proteins, das in Pichia
pastoris exprimiert wird (PCT/US96/07627; Sugrue, R. J., Fu, H., Howe, J., Chan, Y., Expression of the Dengue
virus structural proteins in Pichia pastoris leads to the generation of virus-like particles, J. Virol. 1997, 78:
1861-1866), die Expressionsraten niedrig, wobei es entweder ausgeschieden wird oder intrazellular vorliegt,
wodurch der Reinigungsprozess behindert wird.

[0006] Parallel dazu wurden mehrere Varianten des DENe-Proteins in Bakterien erhalten. Eine von ihnen war
der C-terminale Teil des E-Proteins des JEV, fusioniert an ein Protein des Tryptophan-Stoffwechsels (TrpE) von
E. coli. Dieses Protein wurde als Einschlusskorper hergestellt und bei Verwendung von immunologischen
Nachweisverfahren durch neutralisierende monoclonale Antikdrper (mAbs) erkannt. Jedoch waren reine Pra-
parate dieses Proteins nicht in der Lage, neutralisierende Antikdrper zu entwickeln und vor einer Infektion
durch Viren zu schiitzen (Mason, P. W., Zogel, M. V., Semproni, A. R., et al., The antigenic structure of dengue
type 1 virus envelope and NS1 protein expressed in E. coli, J. Gen. Virol. 1990, 71: 2107-2114). AuRerdem
wurde eine weitere Konstruktion hergestellt (Srivastava, A. K., Morita, K., Matsuo, S., et al., Japanese ence-
phalitis virus fusion protein with protein A expressed in E. coli confers protection in mice, Microbiol. Immunol.
1991, 35: 863-870), die das Protein A von Staphylococcus aureus enthalt, fusioniert an das C-terminate Frag-
ment des E-Proteins, gefolgt von dem N-terminalen Segment des Nicht-Strukturproteins des JEV, des NS1. In
diesem Fall war das fusionierte Protein I8slich, wodurch seine Reinigung durch Affinitats-Chromatographie er-
leichtert wurde. Beim Immunisieren von Mausen mit diesem reinen Protein wurden hohe Titer neutralisierender
Antikorper erhalten, die auch die Hamagglutination hemmten und vor einer Infektion mit dem JEV schitzten.
Annliche Ergebnisse wurden erhalten, wenn die DENe-Region des DEN-2, fusioniert an das Protein A von S.
aureus, verwendet wurde (Srivastava, A. K., Putnak, R. J., Warren, R. L., Hoke, C. H., Mice immunized with a
dengue type 2 virus E and NS1 fusion protein made in Escherichia coli are protected against lethal dengue
virus infection, Vaccine 1995, 13: 1251-1258); jedoch ist es nicht mdglich, diese Praparate bei Menschen ein-
zusetzen, da das Protein A vorliegt, fir das gezeigt wurde, dass es eine hohe Affinitat fir das menschliche Im-
munglobulin G (IgG) aufweist.

[0007] SchlieBlich wurde Uber ein Fusionsprotein berichtet, das die B-Domane des DENe-Proteins von
DEN-2 und das Maltose-bindende Protein (MBP) von E. coli enthalt (Simmons, M., Nelson, W. M., Wu, S. J.,
Hayes, C. G., Evaluation of the protective efficacy of a recombinant dengue envelope B domain fusion protein
against dengue 2 virus infection in mice, Am. J. Trop. Med. Hyg. 1998, 58: 655-662) und das mit MBP-DomB
bezeichnet wurde. Diese Proteinvariante war in Mausen immunogen und induzierte neutralisierende Antikor-
per.

[0008] In unserem Fall betrifft die Aufgabe der vorliegenden Erfindung das Erhalten chiméarer Sequenzen, wie
z.B. im ersten Fall der Sequenz, die eine Region des DENe-Proteins codiert, gebunden an das N-terminale
Fragment eines mutierten Proteins mit Dehydrogenase-Aktivitat (MDH) aus Neisseria meningitidis; im zweiten
Fall der Sequenz, die eine Region des DENe-Proteins codiert, gebunden an das gesamte Gen des MDH-Pro-
teins an zwei unterschiedlichen Positionen; und im dritten Fall werden die chimaren Sequenzen durch zwei
Fragmente des DENe-Proteins aus zwei unterschiedlichen Virus-Serotypen gebildet, die an dasselbe Gen fu-
sioniert sind, welches das MDH-Protein codiert. Wenn diese chimaren Ketten in einen geeigneten Vektor ein-
gefligt werden, bringen sie unlésliche chimare Proteine innerhalb des Zytoplasmas des Bakteriums hervor. An-
schlieend kénnen diese Proteine hohe Spielgel neutralisierender Antikérper gegen DEN, Inhibitoren der vira-
len Hadmagglutination, induzieren und immunisierte Mause vor einer Infektion durch Viren schitzen.

[0009] Aufgrund der Unldslichkeit der vorstehend erwahnten Proteine konnten sowohl ein einfaches in vit-
ro-Faltungs-Verfahren in einem grofien Malstab als auch die Expressions- und Reinigungsverfahren ausge-
arbeitet werden, welche denjenigen Uberlegen waren, die von Simmons et al., 1998, verwendet wurden. An-
dererseits wird die Serotyp-Spezifitat der Antikdrper gezeigt, welche durch Immunisierung von Mausen mit die-
sen Proteinen erzeugt wurden, und zwar auf der Ebene der Neutralisation, der Hemmung von Hadmagglutina-
tion und von ELISA, wobei Dosen verwendet wurden, die niedriger waren als diejenigen, die von Simmons et
al., 1998, eingesetzt wurden. Durch diese Tatsache kam der erste Bericht Giber die Expression von unléslichen
DENe-Proteinen in E. coli zustande, die in der Lage sind, eine funktionelle Immunantwort zu stimulieren.
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[0010] Auferdem ist es moglich, wenn man die mit der dimeren Variante erhaltenen Ergebnisse berlcksich-
tigt, mit ein und demselben Molekiil Serotyp-spezifische Antikorper fir zwei unterschiedliche virale Serotypen
herzustellen, die in der Lage sind, eine Virusinfektion zu neutralisieren und Mause vor einer Infektion durch
Viren zu schitzen.

[0011] Hinsichtlich des MDH-Proteins wurde in der EMBL-Datenbank eine Suche nach Homologie mit ande-
ren Sequenzen durchgefiihrt, die zeigte, dass die ersten 110 Aminosauren sehr ahnlich sind zu der Liponsau-
re-Bindungsdomane-Region und dem flexiblen Scharnier der Dihydrolipoamid-Acetyltransferase (E2-Enzym
des Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes und a-Ketoglutarat-Dehydrogenase), und dass der Rest des Proteins
sehr ahnlich ist zu der Lipoamid-Dehydrogenase (LPDH), dem Enzym E3 dieses Komplexes (Stephens, P. E.,
H. M. Darlinson und J. R. Guest, The Pyruvate dehydrogenase complex of E. coli, Eur. J. Biochem. 1983, 133:
155-162).

[0012] Andererseits wurde auch gefunden, dass Patienten mit primarer biliarer Zirrhose (PBC) anti-mitochon-
driale Autoantikorper produzierten, die fur die Liponsaure-Bindungsstelle spezifisch waren, welche bei diesen
Proteinen haufig vorkommt (Gershwin, M. E., Mackay, I. R., Sturgess, A., Coppel, R, L., Identification and spe-
cificity of a cDNA encoding the 70 kDa mitochondrial antigen recognized in primary biliary cirrhosis, J. Immunol.
1987, 138: 3525-3531). Deshalb entschieden wir, diese Region innerhalb des Proteins zu mutieren, um bei
einer Immunisierung von Menschen damit in Form von chimaren Proteinen jegliche Autoimmunantwort zu ver-
meiden. Das mutierte MDH-Protein unserer Erfindung wurde in einer klinischen Studie der Phase | eingesetzt
und zeigte, dass es in Menschen sicher und immunogen ist, und auerdem wurde es nicht durch Seren von
Patienten mit PBC erkannt (Perez, A., F. Dickinson, Z. Cinza, A. Ruiz, T. Serrano, J. Sosa, S. Gonzalez, Y. Gu-
tiérrez, C. Nazabal, O. Gutiérrez, D. Guzman, M. Diaz, M. Delgado, E. Caballero, G. Sardifias, A. Alvarez, A.
Martin, G. Guillén, R. Sliva, Safety and preliminary immunogenicity of the recombinant outer membrane protein
of Neisseria meningitidis in human volunteers, Biotech. Appl. Biochem. 34: 121-125). Jedoch wurde bisher
noch keine mdgliche Verwendung des MBP in Menschen gezeigt (Simmons, M., Nelson, W. M., Wu, S. J.,
Hayes, C. G., Evaluation of the protective efficacy of a recombinant dengue envelope B domain fusion protein
against dengue 2 virus infection in mice, Am. J. Trop. Med. Hyg. 1998, 58: 655-662).

Genaue Beschreibung der Erfindung

[0013] In der vorliegenden Erfindung wird das Erhalten chimarer Nucleotidketten beschrieben, die, wenn sie
in einen Expressionsvektor eingeflhrt werden, chimare Proteine hervorbringen, die in der Lage sind, eine Se-
rotyp-spezifische humorale Immunantwort zu induzieren und gegen die Infektion durch Dengue-Virus zu schiit-
zen, wie z.B. der Sequenz, die eine Region des DENe-Proteins aus jedem der viralen Serotypen des
Dengue-Virus codiert, gebunden an das N-terminale Fragment eines mutierten Proteins mit Dehydrogena-
se-Aktivitat (MDH) aus Neisseria meningitidis; im zweiten Fall, der Sequenz, die eine Region des DENe-Pro-
teins codiert, gebunden an das gesamte Gen des MDH-Proteins an zwei unterschiedlichen Positionen: an ei-
ner Stelle innerhalb der Sequenz, die eine Strukturdoméane des MDH-Proteins (Liponsaure-Bindungsdoméane)
codiert, und am 3'-Ende des Gens; und im dritten Fall werden die chimaren Sequenzen durch zwei Fragmente
des DENe-Proteins aus zwei unterschiedlichen viralen Serotypen, DEN-2 und DEN-4, an zwei verschiedenen
Positionen des MDH-Gens gebildet: eine innerhalb einer bestimmten Stelle der Sequenz, welche die Lipon-
saure-Bindungsdomane codiert (Serotyp 4), und die andere am 3'-Ende des MDH-Gens (Serotyp 2). Dieses
Konstrukt wurde als dimeres Konstrukt bezeichnet.

[0014] Diese chimaren Proteine wurden in unléslicher Form im Zytoplasma des Bakteriums erhalten. Ein Rei-
nigungsprozess durch immobilisierte Metall-Affinitats-Chromatographie (IMAC) wurde durchgefihrt, wodurch
es moglich war, reine Proteine fur Immunogenitatsstudien zu erhalten.

[0015] Wenn die Antigenitats-Ergebnisse analysiert wurden, wurde fir die Hyperimmun-Aszitesfllissigkei-
ten-(HMAF)AnNti-DEN eine starke Erkennung aller rekombinanten chimaren Proteine gezeigt, wobei sie im Fall
der Fusion des gesamten MDH-Gens hdéher war, dies macht offensichtlich, dass durch die MDH eine positive
Wirkung auf die Faltung der Region aus dem DENe-Protein erfolgt. In den Fallen, wenn der Serotyp 2 verwen-
det wurde, wurden alle erhaltenen rekombinanten Proteine durch einen Serotypspezifischen neutralisierenden
Antikérper (3H5) erkannt, und dies war im Fall der Fusion mit dem gesamten MDH-Gen auch starker ausge-
pragt, und auRerdem beim dimeren Protein. Ferner wurde festgestellt, dass die Erkennung bei den HMAF der
homologen Serotypen in jedem Fall signifikant starker war als die Erkennung bei den HMAF der heterologen
Serotypen, dies macht die Exposition Serotyp-spezifischer Epitope deutlich und ermdglicht somit ihre Verwen-
dung als diagnostisches Mittel fir Dengue und Serotypisierung.

4/113



DE 602 17 129 T2 2007.10.31

[0016] Wenn Mause mit allen rekombinanten chimaren Proteinen immunisiert wurden, wurde eine neutrali-
sierende und schitzende Antwort erhalten. Die hdchsten neutralisierenden Titer wurden mit den Sequenzen,
die mit dem gesamten Gen der MDH fusioniert waren, und mit dem dimeren Protein erhalten, unabhangig von
der Position des Fragments aus dem DENe-Protein. Dies zeigte einen machtigen immunologischen Effekt der
durch die MDH vermittelten Immunantwort, der durch den Einfluss auf die Faltung des DENe-Proteins erklart
werden kann, welcher sich in den Antigenitats-Ergebnissen widerspiegelt. AuRerdem wurde erstmals und im
Gegensatz zum bisherigen Stand der Technik gezeigt, dass die Unléslichkeit dieser Proteine nicht die Fahigkeit
zum Erzeugen einer geeigneten Immunantwort beeinflusst.

[0017] Die erzeugte Immunantwort war in allen Fallen Serotyp-spezifisch (Antikérper gegen den immunisier-
ten homologen Serotyp) in der Virus-Neutralisation, in der Hamagglutinations-Hemmung und im ELISA. Die
Erzeugung von Serotyp-spezifischen Antikdrpern bedeutet, dass sie nicht in der Lage sind, antigene Determi-
nanten von einem Virus heterologer Serotypen zu erkennen, durch welche das Phanomen der Immunverstar-
kung beglinstigt wird. Diese Eigenschaft ist von groRer Wichtigkeit fir die Entwicklung eines Impfstoffkandidats
gegen das Dengue-Virus, da die Erkennung von Antikdrpern gegen heterologe Serotypen eine der Ursachen
fur das Dengue-hamorrhagische Fieber (DHF) sein konnte.

[0018] AuRerdem wurde die Induktion von Antikérpern gegen zwei Virus-Serotypen nach Immunisierung mit
nur einem der chimaren Proteine gezeigt, wodurch es mdéglich wird, einen Impfstoffkandidaten gegen die vier
Serotypen zu formulieren, indem nur zwei unserer verfligbaren rekombinanten chimaren Proteine verwendet
werden.

[0019] Das Erhalten des mutierten MDH-Proteins bestand aus der Eliminierung der Liponsaure-Bindungsstel-
le in der Sequenz ETDKAT, die auf der kovalenten Bindung dieser Fettsaure mit den Epsilon-Aminogruppen
von Lysin (K) basierte (Tuaillon, N., Andre, C., Briand, J. P., et al., A lipoyl synthetic octadecapeptide of dihy-
drolipoamide acetyltransferase specifically recognized by anti-M2 autoantibodies in Primary Biliary Cirrhosis,
J. Immunol. 1992, 148: 445-450).

[0020] Die Mutagenese erfolgte unter Verwendung einer PCR zusammen mit einem Primerpaar, um die N-ter-
minale Region (vom Start-Codon des IpdA-Gens bis zur Liponsaure-Bindungsstelle, 135 bp) und das C-Ende
des Proteins (von der Liponsaure-Bindungsstelle bis zum 3'-Ende des Gens) zu amplifizieren; auf diese Weise
wird die Moéglichkeit ausgeschaltet, dass Autoimmunreaktionen erzeugt werden, wie in den klinischen Studien
am Menschen gezeigt wurde.

Hinterlegung des biologischen Materials

[0021] Die Plasmide PLL1, PLL2, PLL3, PLH1, PLH2, PLH3, PAZ1, PAZ2, PAZ3, PID1, PID2 und PID3 wur-
den nach dem Budapester Vertrag in der Belgian Coordinated Collection of Microorganism, BCCM™,
LMBP-Collection, mit dem Datum und unter den Hinterlegungsnummern hinterlegt (schwebend).

Beschreibung der Figuren

[0022] Fig. 1: Strategie zur Clonierung des E2-Fragments, um PLL1 zu erhalten.
DENe2: Fragment des Hiullproteins von DEN-2.
N-term: Nucleotidsequenz, welche die ersten 45 Aminosauren des MDH-Proteins codiert.

[0023] Fig. 2: Strategie zur Clonierung des E2-Fragments, um PLL2 zu erhalten.
DENe2: Fragment des Hiullproteins von DEN-2.
MDH: Mutierte Dehydrogenase.

[0024] Fig. 3: Strategie zur Clonierung des E2-Fragments, um PLL3 zu erhalten.
DENe2: Fragment des Hiullproteins von DEN-2.
MDH: Mutierte Dehydrogenase.

[0025] Fig. 4: Strategie zur Clonierung des E1-Fragments, um PLH1 zu erhalten.
DENe1: Fragment des Hiullproteins von DEN-1.
N-term: Nucleotidsequenz, welche die ersten 45 Aminosauren des MDH-Proteins codiert.

[0026] Fig. 5: Strategie zur Clonierung des E1-Fragments, um PLH2 zu erhalten.
DENe1: Fragment des Hiullproteins von DEN-1.
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N-term: Nucleotidsequenz, welche die ersten 45 Aminosauren des MDH-Proteins codiert.

[0027] Fig. 6: Strategie zur Clonierung des E1-Fragments, um PLH3 zu erhalten.
DENe1: Fragment des Hiullproteins von DEN-1.
MDH: Mutierte Dehydrogenase.

[0028] Fig. 7: Strategie zur Clonierung des E3-Fragments, um PAZ1 zu erhalten.
DENe3: Fragment des Hillproteins von DEN-3.
N-term: Nucleotidsequenz, welche die ersten 45 Aminosauren des MDH-Proteins codiert.

[0029] Fig. 8: Strategie zur Clonierung des E3-Fragments, um PAZ2 zu erhalten.
DENe3: Fragment des Hillproteins von DEN-3.
MDH: Mutierte Dehydrogenase.

[0030] Fig. 9: Strategie zur Clonierung des E3-Fragments, um PAZ3 zu erhalten.
DENe3: Fragment des Hiillproteins von DEN-3.
MDH: Mutierte Dehydrogenase.

[0031] Fig. 10: Strategie zur Clonierung des E4-Fragments, um PID1 zu erhalten.
DENe4: Fragment des Hiullproteins von DEN-4.
N-term: Nucleotidsequenz, welche die ersten 45 Aminosauren des MDH-Proteins codiert.

[0032] Fig. 11: Strategie zur Clonierung des E4-Fragments, um PID2 zu erhalten.
DENe4: Fragment des Hiullproteins von DEN-4.
MDH: Mutierte Dehydrogenase.

[0033] Fig. 12: Strategie zur Clonierung des E4-Fragments, um PID3 zu erhalten.
DENe4: Fragment des Hillproteins von DEN-4.
MDH: Mutierte Dehydrogenase.

[0034] Fig. 13: Strategie zur Clonierung, um PD4D2 zu erhalten.
DENe4: Fragment des Hillproteins von DEN-4.

DENe2: Fragment des Hiullproteins von DEN-2.

MDH: Mutierte Dehydrogenase.

Beispiele
Beispiel 1. Erhalten von PLL1

[0035] Die Nucleotidsequenz, welche die Aminosauren von 286 bis 426 des Hilllproteins des DEN-2-Virus co-
diert (SEQ ID NO: 22), wurde mit den im Sequenzprotokoll als SEQ ID NO: 1 und SEQ ID NO: 2 bezeichneten
Oligonucleotiden aus dem DEN-2-Virusstamm Genotyp Jamaica amplifiziert (Deubel, V, Kinney, R. M., Trent,
D. W., Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of the nonstructural proteins of Dengue type
2 virus, Jamaica genotype: Comparative analysis of the full-length genome, Virology 1988, 165: 234-244).

[0036] Der Vektor wurde durch Spalten des Plasmids pM108 His mit Xbal/BamHI erzeugt, welches die Nuc-
leotidsequenz enthalt, die die N-terminale Region der MDH und eine Sequenz von sechs Histidinresten codiert
(SEQ ID NO: 23). Nach dem Ligieren wurden die moglichen Rekombinanten durch Restriktionsenzymspaltung
analysiert und positive Clone sequenziert, um die Ubergénge zu tiberpriifen. Die kompetenten Zellen W3110
(Hill, C. W., Harnish, B. W., 1982, Transposition of a chromosomal segment bounded by redundant rRNA genes
in Escherichia coli, J. Bacteriology, 149: 449-457) wurden mit dem ausgewahlten Clon, der mit pLL1 bezeich-
net wurde (Fig. 1 und SEQ ID NO: 24), transformiert. Nachdem die Kolonie in Luria-Bertani-Medium (LB-Me-
dium) gezichtet worden war, wurde eine SDS-PAGE des Zelllysats durchgefiihrt. Als Ergebnis wurde eine
25-kDa-Bande erhalten, die 10 % der gesamten zellularen Proteine ausmachte. Die GréRRe des erhaltenen Pro-
teins entsprach der Summe der N-terminalen Region aus dem MDH-Protein und des DENe-Proteinfragments
aus dem DEN-2-Virus. Das Protein wurde im Immunblotting durch die in den HMAF enthaltenen polyclonalen
Antikoérper (PA) Anti-DEN-2 erkannt. Dieses Protein wurde mit PLL1 bezeichnet (SEQ ID NO: 25).

6/113



DE 602 17129 T2 2007.10.31
Beispiel 2: Reinigen des Proteins PLL1

[0037] Die Biomasse, die aus dem mit pLL1 transformierten und bei 37°C geziichteten E. coli-Stamm erhalten
wurde, wurde in einer French-Press aufgeschlossen. Das rekombinante Protein wurde hauptséachlich als un-
I6sliche Form erhalten, die mit dem Pellet des Zellaufschlusses assoziiert war. Das Protein wurde aus dem Pel-
let mit 6 M Harnstoff extrahiert und der Uberstand, der das Protein PLL1 enthielt, auf eine G-25-S&ule aufge-
tragen, um das chaotrope Mittel zu entfernen. Die erhaltene Fraktion wurde anschlieRend in Gegenwart von
Cu™-lonen auf die Chelating-Sepharose-FF-Saule (Pharmacia, UK) aufgetragen. Das Protein wurde mit 50
mM Imidazol eluiert und das erhaltene Volumen auf eine G-25-Saule aufgetragen, wodurch schlie3lich das
Protein im Formulierungspuffer 100 mM NaCl, 2 mM KCl,, 10 mM Na,HPO,, pH 7,2, 1 mM KH,PO, (PBS) er-
halten wurde. Dieses Praparat wurde fir immunologische Studien verwendet.

Beispiel 3: Antigen-Charakterisierung von PLL1
[0038] Die gereinigte Fraktion von PLL1 wurde durch seine Erkennung durch unterschiedliche polyclonale
Seren und/oder murine monoclonale Antikérper und auch durch positive menschliche Seren gegen Dengue

charakterisiert (Tabelle 1).

Tabelle 1: Reaktivitat des Proteins PLL1 gegen monoclonale und polyclonale Antikérper

Antikdrper** Spezifitat™* PLL1*
HMAF DEN-1 +
HMAF DEN-2 ++
HMAF DEN-3 -
HMAF DEN-4 -
HMAF EEE -
HMAF YFV -

"I HMAF SLV -
mAb 3H5 NT +

* Insgesamt wurden 10 pg des gereinigten PLL1 angewendet. Die Intensitat des erhaltenen Signals wurde mit
+ bis ++ bewertet.

** HMAF wurden in der Verdinnung 1:100 verwendet, wahrend der mAb 3H5 in der Verdinnung 1:1000 ein-
gesetzt wurde.

*** EEE: Pferde-Enzephalitis-Virus; YFV: Gelbfieber-Virus; SLV: Saint-Louis-Enzephalitis-Virus; NT: Neutrali-
siert spezifischen Serotyp.

[0039] Die starkste Erkennung im Dot-Blotting wurde jeweils mit den HMAF-Anti-DEN-2 erhalten. Dieses Er-
gebnis stimmt mit der Tatsache Uberein, dass die clonierte Region zum Serotyp 2 gehdrt. Die Erkennung durch
HMAF gegen die anderen Serotypen war weniger stark ausgepragt als im Fall von Serotyp 2, und zwar in ab-
steigender Reihenfolge: DEN-1, DEN-3 und DEN-4. Die durch andere Flaviviren, wie Gelbfieber-Virus und
Saint-Louis-Enzephalitis-Virus, erzeugten Antikérper zeigten keinerlei Erkennung. Andererseits wies der mAb
3H5 tatsachlich eine Reaktivitat auf. Diese Erkennung durch Western-Blotting beruhte auf einer Disulfidbin-
dung, da das Signal verlorenging, wenn die Probe reduziert wurde. Schliellich wurde eine Reaktivitat gegen
drei menschliche Seren mit hohen Titern und drei mit niedrigen Titern gegen DEN-2 gemessen, wobei in bei-
den Fallen durch Western-Blotting und Dot-Blotting ein wesentliches Signal erhalten wurde.

Beispiel 4: Charakterisieren der durch PLL1 erzeugten Antikdérperantwort

[0040] Insgesamt 25 Balb/c-Mause wurden mit 35 pg des gereinigten PLL1 in Freundschem Adjuvans i.p. im-
munisiert; von zehn Tieren wurde nach vier Dosen Blut abgenommen und die Anti-DEN-Antikorper durch ELI-
SA bestimmt. Hohe Antikorpertiter gegen DEN-2 wurden erhalten, wahrend gegen die restlichen Serotypen
keine Reaktivitat erhalten wurde (Tabelle 2 und Tabelle 5). AuRerdem wurde der Hamagglutinations-Hemmtest
(HIA) durchgefuhrt, wobei nur positive Titer gegen DEN-2 gefunden wurden (Tabelle 3 und Tabelle 5). SchlieR-
lich wurde der in vitro-Neutralisationstest durchgefuhrt, wobei Neutralisationstiter gegen DEN-2 von 1:320 er-
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halten wurden. Jedoch wurde keine Neutralisation der Virusinfektion gegen die restlichen Serotypen gefunden
(Tabelle 4 und Tabelle 5). Diese Ergebnisse zeigen die hohe Serotyp-Spezifitdt der durch PLL1 induzierten An-
tikdrper.

Tabelle 2: Antikorpertiter gegen DEN-2 der Seren, die nach Immunisieren von Mausen mit PLL1 erhalten wur-

den
Maus Titer von Anti-DEN-2 | Titer von Anti-DEN-2
PLL1 PBS Kontrolle (-)
1 1:128 000 <1:100
2 1:64 000 <1:100
3 1:64 000 <1:100
4 1:128 000 <1:100
5 1:32 000 <1:100
6 1:32 000 < 1:100
7 1:64 000 <1:100
8 1:32 000 <1:100
9 1:128 000 <1:100
10 1:512 000 <1:100

Tabelle 3: HI-Titer der Seren aus den mit PLL1 immunisierten Tieren

Maus | HI*-Titer von Anti-DEN-2 | HI-Titer von Anti-DEN-2
PLL1 PBS Kontrolle (-)
1 <15 <15
2 > 1:640 <1:5
3 1:320 <15
4 1:320 <15
5 > 1:640 <15
6 > 1:640 <15
7 > 1:640 <15
8 1:320 <15
9 > 1.640 <15
10 <15 <15

* Die HI-Titer waren als die héchste Verdlinnung definiert, die in der Lage war, die Hdmagglutination von
Gans-Erythrozyten gegen acht Hamagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.

8/113



DE 602 17 129 T2 2007.10.31

Tabelle 4: Virus-Neutralisationstest mit den Seren von mit PLL1 immunisierten Tieren

Maus | Neutralisierende Titer* | Neutralisierende Titer von
von Anti-DEN-2 Anti-DEN-2
PLL1 PBS Kontrolle (-)
1 1:320 <15
2 1:320 <15
3 1.320 <15
4 1:320 <15
5 1:80 <15
6 1:160 <15
7 1:320 <15
8 1:40 <15
9 1:160 <15
10 1:320 <15

* Die neutralisierenden Titer waren als die hochste Verdiinnung des Serums definiert, die eine Reduktion der
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

Tabelle 5: Test auf Kreuzreaktivitat gegen alle viralen Serotypen durch ELISA, HI und Virus-Neutralisation mit
den Seren von mit PLL1 immunisierten Tieren

Gemisch von Seren* ELISA ELISA ELISA ELISA
(Anti-DEN-1) | (Anti-DEN-2) | (Anti-DEN-3) | (Anti-DEN-4)
1 (PLL1) <1:100 >1:128 000 <1:100 <1:100
2 (PLL1) <1:100 1:128 000 <1:100 <1:100
Gemisch von Seren* HI** HI HI HI
Anti-DEN-1 Anti-DEN-2 Anti-DEN-3 Anti-DEN-4
PLLA1 <15 >1:320 <15 <15

Gemisch von Seren* | Neutralisier. | Neutralis. Titer | Neutralis. Titer | Neutral. Titer

Titer™* Anti-DEN-2 Anti-DEN-3 Anti-DEN-4
Anti-DEN-1
1 (PLL1) <1:5 1:320 <1:5 <135
2 (PLL1) <15 1:160 <1:5 <15

* Jedes Gemisch bestand aus drei Seren.

** Die HI-Titer waren als die hochste Verdiinnung definiert, die in der Lage war, die Hamagglutination von
Gans-Erythrozyten gegen acht Hamagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.

*** Die neutralisierenden Titer waren als die héchste Verdiinnung des Serums definiert, die eine Reduktion der
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.
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Beispiel 5: Erhalten von PLL2

[0041] Die Nucleotidsequenz, welche die Aminosauren 286 bis 426 des Hullproteins des DEN-2-Virus codiert
(SEQ ID NO: 22), wurde mit den im Sequenzprotokoll als SEQ ID NO: 1 und SEQ ID NO: 3 bezeichneten Oli-
gonucleotiden aus dem DEN-2-Virusstamm Genotyp Jamaica amplifiziert (Deubel, V, Kinney, R. M., Trent, D.
W., Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of the nonstructural proteins of Dengue type 2
virus, Jamaica genotype: Comparative analysis of the full-length genome, Virology 1988, 165: 234-244).

[0042] Der Vektor wurde durch Spalten des Plasmids pM84 His mit Xbal/EcoRI erzeugt, welches die Nucle-
otidsequenz enthalt, die das MDH-Protein und eine Sequenz von sechs Histidinresten codiert (SEQ ID NO:
26). Diese Spaltung macht die Insertion des durch PCR amplifizierten Fragments innerhalb der codierenden
Region fiir eine Strukturdoméane des MDH-Proteins mdglich. Nach dem Ligieren wurden die méglichen Rekom-
binanten durch Restriktionsenzymspaltung analysiert und positive Clone sequenziert, um die Ubergange zu
Uberprifen. Die kompetenten Zellen MM294 (Hanahan, D., 1983, Studies on transformation of Escherichia coli
with plasmids, J. Mol. Biol. 166: 557-580) wurden mit dem ausgewahlten Clon, der mit pLL2 bezeichnet wurde
(Fig. 2 und SEQ ID NO: 27), transformiert. Nachdem die Kolonie in LB-Medium geziichtet worden war, wurde
eine SDS-PAGE des Zelllysats durchgefuhrt. Als Ergebnis wurde eine 80-kDa-Bande erhalten, die 10 % der
gesamten zellularen Proteine ausmachte. Die Grof3e des erhaltenen Proteins entsprach der Summe der GréRRe
des MDH-Proteins und des DENe-Proteinfragments aus dem DEN-2-Virus. Das Protein wurde im Immunblot-
ting durch HMAF-Anti-DEN-2 erkannt und mit PLL2 bezeichnet (SEQ ID NO: 28).

Beispiel 2: Reinigen des Proteins PLL2

[0043] Die Biomasse, die aus dem mit pLL2 transformierten und bei 37°C gezuchteten E. coli-Stamm erhalten
wurde, wurde in einer French-Press aufgeschlossen. Das rekombinante Protein wurde in beiden Formen, der
I6slichen und der unléslichen Form, erhalten. Mit der I6slichen Fraktion wurde eine Metallionen-Affinitats-Chro-
matographie durchgefiihrt, wobei die Chelating-Sepharose-FF-Saule verwendet wurde, die vorher mit Cu™-lo-
nen gekoppelt worden war. Die Saule wurde unter Verwendung von 15 mM Imidazol gewaschen und das Pro-
tein mit 100 mM Imidazol eluiert. Andererseits wurde das mit der unldslichen Fraktion assoziierte Protein unter
Verwendung von 8 M Harnstoff extrahiert und der Uberstand, der das Protein PLL2 enthielt, auf eine G-25-S4u-
le aufgetragen, um das chaotrope Mittel zu entfernen. Die erhaltene Fraktion wurde anschlieRend in Gegen-
wart von Cu**-lonen auf die Chelating-Sepharose-FF-Saule (Pharmacia, UK) aufgetragen. Das Protein wurde
mit 100 mM Imidazol eluiert. SchlieBlich wurde jeweils die reine Fraktion von jeder Form des Proteins auf eine
G-25-Saule aufgetragen, wodurch das Protein im Formulierungspuffer 100 mM NaCl, 2 mM KCl,, 10 mM
Na,HPO,, pH 7,2, 1 mM KH,PO, (PBS) erhalten wurde. Diese Praparate wurden fir immunologische Studien
verwendet.

Beispiel 7: Antigen-Charakterisierung von PLL2

[0044] Die gereinigte Fraktion von PLL2 wurde durch seine Erkennung durch unterschiedliche polyclonale
Seren und/oder murine monoclonale Antikérper und auch durch positive menschliche Seren gegen Dengue
charakterisiert (Tabelle 6).

[0045] Die starkste Erkennung im Dot-Blotting wurde jeweils mit den HMAF-Anti-DEN-2 erhalten. Die Erken-
nung durch HMAF gegen die anderen Serotypen war weniger stark ausgepragt als im Fall von Serotyp 2, und
zwar in absteigender Reihenfolge: DEN-1, DEN-3 und DEN-4. Die durch andere Flaviviren, wie Gelbfieber-Vi-
rus und Saint-Louis-Enzephalitis-Virus, erzeugten Antikdrper zeigten keinerlei Erkennung. Trotzdem wurde,
bezogen auf den mAb 3H5, sowohl beim Dot-Blot als auch beim Western-Blot eine hohe Reaktivitat festgestellt
(sogar noch héher als diejenige, die mit PLL1 erhalten wurde). Entgegengesetzt zu den PLL1-Ergebnissen war
die Erkennung mit dem mAb 3H5 die gleiche, wenn in der Probe Reduktionsmittel vorlagen, dies zeigt einen
moglichen Unterschied in der Konformation zwischen beiden Proteinen. Schlief3lich wurde die Reaktivitat ge-
gen drei menschliche Seren mit hohen Titern und drei mit niedrigen Titern gegen DEN-2 gemessen, wobei in
beiden Fallen durch Western-Blotting und Dot-Blotting ein wesentliches Signal erhalten wurde.
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Tabelle 6: Reaktivitat des Proteins PLL2 gegen monoclonale und polyclonale Antikorper

Antikérper** Spezifitat*** PLL2 I8sl., unlésl.*
HMAF DEN-1 ++

HMAF DEN-2 +++

HMAF DEN-3 -

HMAF DEN-4 -

HMAF EEE -

HMAF YFV -

HMAF SLV -

mAb 3H5 NT +++

* Insgesamt wurden 10 ug des gereinigten PLL2 angewendet. Die Intensitat des erhaltenen Signals wurde mit
+ bis ++ bewertet.

** HMAF wurden in der Verdiinnung 1:100 verwendet, wahrend der mAb 3H5 in der Verdinnung 1:1000 ein-
gesetzt wurde.

*** EEE: Pferde-Enzephalitis-Virus; YFV: Gelbfieber-Virus; SLV: Saint-Louis-Enzephalitis-Virus; NT: Neutrali-
siert spezifischen Serotyp.

Beispiel 8: Charakterisieren der durch PLL2 erzeugten Antikorperantwort

[0046] Insgesamt 25 Balb/c-Mause wurden mit 35 ug des gereinigten PLL2 in Freundschem Adjuvans i.p. im-
munisiert; von zehn Tieren wurde nach vier Dosen Blut abgenommen und die Anti-DEN-Antikdrper durch ELI-
SA bestimmt. Hohe Antikorpertiter gegen DEN-2 wurden erhalten, wahrend gegen die restlichen Serotypen
keine Reaktivitat erhalten wurde (Tabelle 7 und Tabelle 10). AuRerdem wurde der Hamagglutinations-Hemm-
test (HIA) durchgefiihrt, wobei nur positive Titer gegen DEN-2 gefunden wurden (Tabelle 8 und Tabelle 10).
Schliel3lich wurde der in vitro-Neutralisationstest durchgefiihrt, wobei Neutralisationstiter gegen DEN-2 von
1:1280 erhalten wurden. Ahnlich zu den mit PLL1 erhaltenen Ergebnissen wurde keine Neutralisation der Vi-
rusinfektion gegen die restlichen Serotypen gefunden (Tabelle 9 und Tabelle 10). Andererseits waren die mit
den beiden Varianten von PLL2 erhaltenen Ergebnisse ahnlich, dies zeigt, dass der Ldslichkeitszustand des
Proteins nicht die Fahigkeit zum Hervorbringen funktioneller Antikdrper beeinflusst.

Tabelle 7: Antikorpertiter gegen DEN-2 der Seren, die nach Immunisieren von Mausen mit PLL2, 16slich und
unldslich, erhalten wurden

Maus Titer von Anti-DEN-2 Titer von Anti-DEN-2
(PLL2) PBS Kontrolle (-)
PLL2 I6sl. | PLL2 uniésl.
1 >1:128 000| 1:64 000 <1:100
2 1:128 000 |> 1:128 000 <1:100
3 > 1:128 000 | 1:128 000 <1:100
4 > 1:128 000 | > 1:128 000 < 1:100
5 1:64 000 |> 1:128 000 < 1:100
6 > 1:128 000 | 1:128 000 <1:100
7 1:64 000 |> 1:128 000 <1:100
8 > 1:128 000 | 1:64 000 < 1:100
9 >1:128 000| 1:64 000 <1:100
10 1:128 000 | > 1:128 000 <1:100
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Tabelle 8: HI-Titer der Seren aus den mit PLL2, I16slich und unl6slich, immunisierten Tieren

Maus | HI*-Titer von Anti-DEN-2 | HI-Titer von Anti-DEN-2
(PLL2) PBS Kontrolle (-)
PLL2 Iéslich | PLL2 unlésl.
1 > 1:640 > 1:640 <15
2 > 1:640 > 1:640 <15
3 1:320 > 1:640 <15
4 > 1:640 1:320 <15
5 1:320 <15 <15
6 > 1.640 > 1:640 <15
7 > 1.640 1:320 <15
8 <15 1:320 <15
9 1:320 > 1:640 <15
10 >1:640 > 1:640 <15

* Die HI-Titer waren als die héchste Verdiinnung definiert, die in der Lage war, die Hamagglutination von
Gans-Erythrozyten gegen acht Hamagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.

Tabelle 9: Virus-Neutralisationstest mit den Seren von mit PLL2 |6slich und unl6slich immunisierten Tieren

Maus | Neutralisierende Titer* | Neutralisierende Titer von

von Anti-DEN-2 (PLL2) Anti-DEN-2
PLL2 I6sl. | PLL2 unlgsl. PBS Kontrolle (-)

1 >1:1280 | >1:1280 > 1:1280

2 >1:1280 | >1:1280 <15

3 >1:1280 1.640 <15

4 1.640 >1:1280 <15

5 1:640 1:640 <1:5

6 >1:1280 | >1:1280 <15

7 >1:1280 | >1:1280 <15

8 > 1:1280 > 1:1280 <15

9 >1:1280 | >1:1280 <15

10 > 1:1280 >1:1280 <15

* Die neutralisierenden Titer waren als die hdchste Verdiinnung des Serums definiert, die eine Reduktion der

Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.
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Tabelle 10: Test auf Kreuzreaktivitat gegen alle viralen Serotypen durch ELISA, HI und Virus-Neutralisation mit
den Seren von mit PLL2. I6slich und unléslich, immunisierten Tieren

Gemisch von Seren* ELISA ELISA ELISA ELISA
(Anti-DEN-1) | (Anti-DEN-2) | (Anti-DEN-3) | (Anti-DEN-4)
1 (PLL2 I6sl.) <1:100 >1:128 000 <1:100 <1:100
2 (PPL2 I6sl.) <1:100 1:64 000 <1:100 <1:100
1 (PLL2 unlosl.) <1:100 1:64 000 <1:100 < 1:100
2 (PLL2 unlosl.) <1:100 > 1:128 000 <1:100 <1:100
Gemisch von Seren* HI** Hi Hi HI
Anti-DEN-1 Anti-DEN-2 Anti-DEN-3 Anti-DEN-4
PLL2 I6slich <15 > 1:320 <15 <15
PLL2 unl6sl. <15 > 1:320 <15 <15
Gemisch von Se- | Neutralis. Titer** | Neutralis. Titer | Neutralis. Titer | Neutral. Titer
ren* Anti-DEN-1 Anti-DEN-2 Anti-DEN-3 Anti-DEN-4
1 (PLL2) <15 1:320 <15 <15
2 (PLL2) <15 1:160 <15 <15

* Jedes Gemisch bestand aus drei Seren.

** Die HI-Titer waren als die hochste Verdiinnung definiert, die in der Lage war, die Hamagglutination von
Gans-Erythrozyten gegen acht Hamagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.

*** Die neutralisierenden Titer waren als die hochste Verdiinnung des Serums definiert, die eine Reduktion der
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

Beispiel 9: Erhalten von pLL3

[0047] Die Nucleotidsequenz, welche die Aminosauren von 286 bis 426 des Hilllproteins des DEN-2-Virus co-
diert (SEQ ID NO: 22), wurde mit den im Sequenzprotokoll als SEQ ID NO: 4 und SEQ ID NO: 5 bezeichneten
Oligonucleotiden aus dem DEN-2-Virusstamm Genotyp Jamaica amplifiziert (Deubel, V, Kinney, R. M., Trent,
D. W., Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of the nonstructural proteins of Dengue type
2 virus, Jamaica genotype: Comparative analysis of the full-length genome, Virology 1988, 165: 234-244).

[0048] Der Vektor wurde durch Spalten des Plasmids pD4 mit BamHI/BamHI erzeugt, welches die Nucleotid-
sequenz enthalt, die das MDH-Protein und eine Sequenz von sechs Histidinresten, ohne Stopp-Codon, codiert
(SEQ ID NO: 29). Diese Spaltung macht die Fusion des durch PCR amplifizierten Fragments hinter der C-ter-
minalen Region des MDH-Proteins mdglich. Nach dem Ligieren wurden die méglichen Rekombinanten durch
Restriktionsenzymspaltung analysiert und positive Clone sequenziert, um die Ubergénge zu tiberpriifen. Die
kompetenten Zellen W3110 wurden mit dem ausgewahlten Clon, der mit pLL3 bezeichnet wurde (Fig. 3 und
SEQ ID NO: 30), transformiert. Nachdem die Kolonie in LB-Medium geziichtet worden war, wurde eine
SDS-PAGE des Zelllysats durchgefiihrt. Als Ergebnis wurde eine 80-kDa-Bande erhalten, die 20 % der gesam-
ten zellularen Proteine ausmachte. Die Grofie des erhaltenen Proteins entsprach der Summe der GréRRe des
MDH-Proteins und des DENe-Proteinfragments aus dem DEN-2-Virus. Das Protein wurde im Immunblotting
durch HMAF-Anti-DEN-2 erkannt und mit PLL3 bezeichnet (SEQ ID NO: 31).

Beispiel 10: Reinigen des Proteins PLL3
[0049] Die Biomasse, die aus dem mit pLL2 transformierten und bei 37°C geziichteten E. coli-Stamm erhalten
wurde, wurde in einer French-Press aufgeschlossen. Das rekombinante Protein wurde in beiden Formen, der

I6slichen und der unléslichen Form, erhalten. Aus der unldslichen Fraktion wurde das Protein unter Verwen-
dung von 6 M Harnstoff extrahiert und der Uberstand, der das Protein PLL3 enthielt, auf eine G-25-S&ule auf-
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getragen, um das chaotrope Mittel zu entfernen. Die erhaltene Fraktion wurde anschlieRend in Gegenwart von
Cu™-lonen auf die Chelating-Sepharose-FF-Saule (Pharmacia, UK) aufgetragen. Die Saule wurde mit 30 mM
Imidazol gewaschen und das Protein mit 100 mM Imidazol eluiert. Schlie3lich wurde die reine Fraktion des Pro-
teins auf eine G-25-Saule aufgetragen, wodurch das Protein im Formulierungspuffer (PBS) erhalten wurde.
Diese Praparate wurden fiir immunologische Studien verwendet.

Beispiel 11: Antigen-Charakterisierung von PLL3

[0050] Die gereinigte Fraktion von PLL3 wurde durch seine Erkennung durch unterschiedliche polyclonale
Seren und/oder murine monoclonale Antikérper und auch durch positive menschliche Seren gegen Dengue
charakterisiert (Tabelle 11).

[0051] Die starkste Erkennung im Dot-Blotting wurde jeweils mit den HMAF-Anti-DEN-2 erhalten. Die Erken-
nung durch HMAF gegen die anderen Serotypen war weniger stark ausgepragt als im Fall von Serotyp 2, und
zwar in absteigender Reihenfolge: DEN-1, DEN-3 und DEN-4. Die durch andere Flaviviren, wie Gelbfieber-Vi-
rus und Saint-Louis-Enzephalitis-Virus, erzeugten Antikérper zeigten keinerlei Erkennung. Trotzdem wurde,
bezogen auf den mAb 3H5, sowohl beim Dot-Blot als auch beim Western-Blot eine hohe Reaktivitat festgestellt
(ahnlich wie diejenigen Ergebnisse, die mit PLL2 erhalten wurden). Entgegengesetzt zu den PLL1-Ergebnis-
sen war die Erkennung mit dem mAb 3HS5 die gleiche, wenn in der Probe Reduktionsmittel vorlagen, dies zeigt
einen madglichen Unterschied in der Konformation zwischen beiden Proteinen. Schliellich wurde die Reaktivi-
tat gegen drei menschliche Seren mit hohen Titern und drei mit niedrigen Titern gegen DEN-2 gemessen, wo-
bei in beiden Fallen durch Western-Blotting und Dot-Blotting ein wesentliches Signal erhalten wurde.

Tabelle 11: Reaktivitat des Proteins PLL3 gegen monoclonale und golyclonale Antikérper

Antikérper** Spezifitat™* PLL3*
HMAF DEN-1 ++
HMAF DEN-2 +++
HMAF DEN-3 -
HMAF DEN-4 -
HMAF EEE -
HMAF YFV -
HMAF SLV -
mADb 3H5 NT +++

* Insgesamt wurden 10 ug des gereinigten PLL3 angewendet. Die Intensitat des erhaltenen Signals wurde mit
+ bis ++ bewertet.

** HMAF wurden in der Verdiinnung 1:100 verwendet, wahrend der mAb 3H5 in der Verdiinnung 1:1000 ein-
gesetzt wurde.

*** EEE: Pferde-Enzephalitis-Virus; YFV: Gelbfieber-Virus; SLV: Saint-Louis-Enzephalitis-Virus; NT: Neutrali-
siert spezifischen Serotyp.

Beispiel 12: Charakterisieren der durch PLL3 erzeugten Antikérperantwort

[0052] Insgesamt 25 Balb/c-Mause wurden mit 35 ug des gereinigten PLL3 in Freundschem Adjuvans i.p. im-
munisiert; von zehn Tieren wurde nach vier Dosen Blut abgenommen und die Anti-DEN-Antikdrper durch ELI-
SA bestimmt. Hohe Antikorpertiter gegen DEN-2 wurden erhalten, wahrend gegen die restlichen Serotypen
keine Reaktivitat erhalten wurde (Tabelle 12 und Tabelle 15). Aufserdem wurde der Hamagglutinations-Hemm-
test (HIA) durchgefiihrt, wobei nur positive Titer gegen DEN-2 gefunden wurden (Tabelle 13 und Tabelle 15).
Schliel3lich wurde der in vitro-Neutralisationstest durchgefiihrt, wobei Neutralisationstiter gegen DEN-2 von
1:1280 erhalten wurden (Tabelle 14). Keine Neutralisation der Virusinfektion wurde gegen die restlichen Sero-
typen gefunden (Tabelle 15). Unter Verwendung der drei Tests wurden hohe Spiegel von Serotypspezifischen
Antikdrpern nachgewiesen, ahnlich wie diejenigen, die nach der Immunisierung mit dem Protein PLL2 erhalten
wurden.
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Tabelle 12: Antikorgertiter gegen DEN-2 der Seren, die nach Immunisieren von Mausen mit PLL3 erhalten wur-

den
Maus Titer von Anti-DEN-2 | Titer von Anti-DEN-2
(PLL3) PBS Kontrolle (-)
1 1:128 000 <1:100
2 > 1:128 000 <1:100
3 >1:128 000 <1:100
4 1:64 000 <1:100
5 >1:128 000 <1:100
6 1:64 000 <1:100
7 >1:128 000 < 1:100
8 > 1:128 000 <1:100
9 1:128 000 <1:100
10 > 1:128 000 <1:100

Tabelle 13: HI-Titer der Seren aus den mit PLL3 immunisierten Tieren

Maus | HI*-Titer von Anti-DEN-2 | HI-Titer von Anti-DEN-2
(PLL3) PBS Kontrolle (-)
1 > 1:640 <15
2 1:320 <15
3 1:320 <15
4 > 1:640 <15
5 1:320 <15
6 > 1:640 <15
7 > 1:640 <15
8 > 1:640 <15
9 1:320 <15
10 > 1:640 <15

* Die HI-Titer waren als die héchste Verdiinnung definiert, die in der Lage war, die Hamagglutination von
Gans-Erythrozyten gegen acht Hamagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.
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Tabelle 14: Virus-Neutralisationstest mit den Seren von mit PLL3 immunisierten Tieren

Maus | Neutralisierende Titer* | Neutralisierende Titer von
von Anti-DEN-2 Anti-DEN-2
PLL3 PBS Kontrolle (-)
1 > 1:1280 <15
2 >1:1280 <15
3 > 1:1280 <15
4 1.640 <15
5 > 1:1280 <15
6 >1:1280 <15
7 >1:1280 <15
8 > 1:1280 <15
9 1:640 <1:5
10 > 1:1280 <15

* Die neutralisierenden Titer waren als die hochste Verdiinnung des Serums definiert, die eine Reduktion der
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

Tabelle 15: Test auf Kreuzreaktivitat gegen alle viralen Serotypen durch ELISA, HI und Virus-Neutralisation mit
den Seren von mit PLL3 immunisierten Tieren

Gemisch von Seren* ELISA ELISA ELISA ELISA
(Anti-DEN-1) | (Anti-DEN-2) | (Anti-DEN-3) | (Anti-DEN-4)
1 (PLL3) <1:100 > 1:128 000 <1:100 <1:100
2 (PLL3) <1:100 >1:128 000 <1:100 <1:100
Gemisch von Seren* Hi** HI HI HI
Anti-DEN-1 Anti-DEN-2 Anti-DEN-3 Anti-DEN-4
PLL3 <15 > 1:320 <1:5 <15
Gemisch von Seren* Neutralis. Neutralis. Neutralis. Neutralis.
Titer™* Titer*** Titer*** Titer***
Anti-DEN-1 Anti-DEN-2 Anti-DEN-3 Anti-DEN-4
1 (PLL3) <15 >1:1280 <15 <15
2 (PLL3) <15 > 1:1280 <15 <15

* Jedes Gemisch bestand aus drei Seren.

** Die HI-Titer waren als die hochste Verdiinnung definiert, die in der Lage war, die Hamagglutination von
Gans-Erythrozyten gegen acht Hamagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.

*** Die neutralisierenden Titer waren als die hochste Verdiinnung des Serums definiert, die eine Reduktion der
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.
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Beispiel 13: Erhalten von pLH1

[0053] Die Nucleotidsequenz, welche die Aminosauren von 286 bis 426 des Hilllproteins des DEN-1-Virus co-
diert (SEQ ID NO: 32), wurde mit den im Sequenzprotokoll als SEQ ID NO: 6 und SEQ ID NO: 7 bezeichneten
Oligonucleotiden aus dem DEN-1-Virusstamm Genotyp amplifiziert (Chu, M. C., O'Rourke, E. J., Trent, D. W.,
Genetic relatedness among structural protein genes of dengue 1 virus strains, J. Gen. Virol. 1989, 70:
1701-1712).

[0054] Der Vektor wurde durch Spalten des Plasmids pM108 His mit Xbal/BamHI erzeugt, welches die Nuc-
leotidsequenz enthalt, die die N-terminale Region der MDH und eine Sequenz von sechs Histidinresten codiert
(SEQ ID NO: 23). Nach dem Ligieren wurden die moglichen Rekombinanten durch Restriktionsenzymspaltung
analysiert und positive Clone sequenziert, um die Ubergénge zu tiberpriifen. Die kompetenten Zellen W3110
wurden mit dem ausgewahlten Clon, der mit pLH1 bezeichnet wurde (Fig. 4 und SEQ ID NO: 33), transfor-
miert. Nachdem die Kolonie in Luria-Bertani-Medium (LB-Medium) geziichtet worden war, wurde eine SDS-PA-
GE des Zelllysats durchgefiihrt. Als Ergebnis wurde eine 25-kDa-Bande erhalten, die 10 % der gesamten zel-
luldren Proteine ausmachte. Die Grof3e des erhaltenen Proteins entsprach der Summe der N-terminalen Re-
gion des MDH-Proteins und des DENe-Proteinfragments aus dem DEN-1-Virus. Das Protein wurde im Immun-
blotting durch die in den HMAF enthaltenen polyclonalen Antikrper (pA) Anti-DEN-1 erkannt und mit PLH1
bezeichnet (SEQ ID NO: 34).

Beispiel 14: Reinigen des Proteins PLH1

[0055] Die Biomasse, die aus dem mit pLH1 transformierten und bei 37°C geziichteten E. coli-Stamm erhal-
ten wurde, wurde in einer French-Press aufgeschlossen. Das rekombinante Protein wurde Giberwiegend als
unlésliche Form erhalten, die mit dem Pellet des Zellaufschlusses assoziiert war. Das Protein wurde aus dem
Pellet mit 7 M Harnstoff extrahiert und der Uberstand, der das Protein PLH1 enthielt, auf eine G-25-Séaule auf-
getragen, um das chaotrope Mittel zu entfernen. Die erhaltene Fraktion wurde anschlieRend in Gegenwart von
Cu™-lonen auf die Chelating-Sepharose-FF-Saule (Pharmacia, UK) aufgetragen. Das Protein wurde mit 60
mM Imidazol eluiert und das erhaltene Volumen auf eine G-25-Saule aufgetragen, wodurch schlie3lich das
Protein im Formulierungspuffer (PBS) erhalten wurde. Dieses Praparat wurde fiirimmunologische Studien ver-
wendet.

Beispiel 15: Antigen-Charakterisierung von PLH1

[0056] Die gereinigte Fraktion von PLH1 wurde durch seine Erkennung durch unterschiedliche polyclonale
Seren und/oder murine monoclonale Antikérper und auch durch positive menschliche Seren gegen Dengue
charakterisiert (Tabelle 16).

[0057] Die starkste Erkennung im Dot-Blotting wurde jeweils mit den HMAF-Anti-DEN-1 erhalten. Die Erken-
nung durch HMAF gegen die anderen Serotypen war weniger stark ausgepragt als im Fall von Serotyp 1. Die
durch andere Flaviviren, wie Gelbfieber-Virus und Saint-Louis-Enzephalitis-Virus, erzeugten Antikdrper zeig-
ten keinerlei Erkennung. Schliel3lich wurde die Reaktivitat gegen drei menschliche Seren mit hohen Titern und
drei mit niedrigen Titern gegen DEN-1 gemessen, wobei in beiden Fallen durch Western-Blotting und Dot-Blot-
ting ein wesentliches Signal erhalten wurde.

Tabelle 16: Reaktivitat des Proteins PLH1 gegen monoclonale und golyclonale Antikorper

Antikdrper** Spezifitat*™* PLH1*
HMAF DEN-1 ++
HMAF DEN-2 +
HMAF DEN-3 -
HMAF DEN-4 -
HMAF EEE -
HMAF YFV -
HMAF SLV -
mAb 3H5 NT -
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* Insgesamt wurden 10 yg des gereinigten PLH1 angewendet. Die Intensitat des erhaltenen Signals wurde mit
+ bis ++ bewertet.

** HMAF wurden in der Verdinnung 1:100 verwendet, wahrend der mAb 3H5 in der Verdiinnung 1:1000 ein-
gesetzt wurde.

*** EEE: Pferde-Enzephalitis-Virus; YFV: Gelbfieber-Virus; SLV: Saint-Louis-Enzephalitis-Virus; NT: Neutrali-
siert spezifischen Serotyp.

Beispiel 16: Charakterisieren der durch PLH1 erzeugten Antikdrperantwort

[0058] Insgesamt 25 Balb/c-Mause wurden mit 35 ug des gereinigten PLH1 in Freundschem Adjuvans i.p. im-
munisiert; von zehn Tieren wurde nach vier Dosen Blut abgenommen und die Anti-DEN-Antikdrper durch ELI-
SA bestimmt. Hohe Antikorpertiter gegen DEN-1 wurden erhalten, wahrend gegen die restlichen Serotypen
keine Reaktivitat erhalten wurde (Tabelle 17 und Tabelle 20). AuRerdem wurde der Hamagglutinations-Hemm-
test (HIA) durchgeflihrt, wobei nur positive Titer gegen DEN-1 gefunden wurden (Tabelle 18 und Tabelle 20).
SchlieBlich wurde der in vitro-Neutralisationstest durchgefuhrt, wobei Neutralisationstiter gegen DEN-1 von
1:320 erhalten wurden. Jedoch wurde keine Neutralisation der Virusinfektion gegen die restlichen Serotypen
gefunden (Tabelle 19 und Tabelle 20). Diese Ergebnisse zeigen die hohe Serotyp-Spezifitdt der durch PLH1
hervorgebrachten Antikorper.

Tabelle 17: Antikoérgertiter gegen DEN-1 der Seren die nach Immunisieren von Mausen mit PLH1 erhalten wur-

den
Maus Titer von Anti-DEN-1 | Titer von Anti-DEN-1
(PLH1) PBS Kontrolle (-)
1 1:64 000 <1:100
2 1:128 000 <1:100
3 1:64 000 <1:100
4 1:32 000 <1:100
5 1:32 000 <1:100
6 1:64 000 <1:100
7 1:128 000 <1:100
8 1:64 000 <1:100
9 1:128 000 <1:100
10 1:128 000 <1:100

18/113



DE 602 17 129 T2 2007.10.31

Tabelle 18: HI-Titer der Seren aus den mit PLH1 immunisierten Tieren

Maus | HI*-Titer von Anti-DEN-1 | HI*-Titer von Anti-DEN-1
(PLH1) PBS Kontrolle (-)
1 > 1:640 <15
2 1:320 <15
3 > 1:640 <15
4 > 1:640 <13
5 > 1:640 <15
6 1:320 <15
7 1:40 <15
8 1:320 <15
9 > 1:640 <15
10 <15 <15

* Die HI-Titer waren als die héchste Verdiinnung definiert, die in der Lage war, die Hamagglutination von
Gans-Erythrozyten gegen acht Hamagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.

Tabelle 19: Virus-Neutralisationstest mit den Seren von mit PLH1 immunisierten Tieren

Maus | Neutralisierende Titer* Neutralisierende Titer*
von Anti-DEN-1 von Anti-DEN-1
(PLH1) PBS Kontrolle (-)
1 1:80 <15
2 1:320 <15
3 1:40 <15
4 1:320 <15
5 1:80 <15
6 1:160 <15
7 1:320 <15
8 1:320 <15
9 1:320 <15
10 1:320 <15

* Die neutralisierenden Titer waren als die hdchste Verdiinnung des Serums definiert, die eine Reduktion der
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.
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Tabelle 20: Test auf Kreuzreaktivitat gegen alle viralen Serotypen durch ELISA, HI und Virus-Neutralisation mit
den Seren von mit PLH1 immunisierten Tieren

Gemisch von Seren* ELISA ELISA ELISA ELISA
(Anti-DEN-1) | (Anti-DEN-2) | (Anti-DEN-3) | (Anti-DEN-4)
1 (PLH1) 1:128 000 < 1:100 <1:100 <1:100
2 (PLH1) > 1:128 000 <1:100 <1:100 <1:100
Gemisch von Seren* HI** HI HI HI
Anti-DEN-1 Anti-DEN-2 Anti-DEN-3 Anti-DEN-4
PLH1 > 1:320 <15 <15 <15
Gemisch von Seren* Neutralis. Neutralis. Neutralis. Neutralis.
Titer*** Titer*** Titer*** Titer**
Anti-DEN-1 Anti-DEN-2 Anti-DEN-3 Anti-DEN-4
1 (PLH1) 1:160 <15 <15 <15
2 (PLH1) 1:320 <15 <15 <15

* Jedes Gemisch bestand aus drei Seren.

** Die HI-Titer waren als die hochste Verdiinnung definiert, die in der Lage war, die Hamagglutination von
Gans-Erythrozyten gegen acht Hamagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.

*** Die neutralisierenden Titer waren als die hochste Verdiinnung des Serums definiert, die eine Reduktion der
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

Beispiel 17: Erhalten von pLH2

[0059] Die Nucleotidsequenz, welche die Aminosauren von 286 bis 426 des Hilllproteins des DEN-1-Virus co-
diert (SEQ ID NO: 32), wurde mit den im Sequenzprotokoll als SEQ ID NO: 6 und SEQ ID NO: 8 bezeichneten
Oligonucleotiden aus dem DEN-1-Virusstamm amplifiziert (Chu, M. C., O'Rourke, E. J., Trent, D. W., Genetic
relatedness among structural protein genes of dengue 1 virus strains, J. Gen. Virol. 1989, 70: 1701-1712).

[0060] Der Vektor wurde durch Spalten des Plasmids pM84 His mit Xbal/EcoRI erzeugt, welches die Nucle-
otidsequenz enthalt, die das MDH-Protein und eine Sequenz von sechs Histidinresten codiert (SEQ ID NO:
26). Diese Spaltung macht die Insertion des durch PCR amplifizierten Fragments innerhalb der codierenden
Region fir eine Strukturdoméane des MDH-Proteins mdglich. Nach dem Ligieren wurden die méglichen Rekom-
binanten durch Restriktionsenzymspaltung analysiert und positive Clone sequenziert, um die Ubergange zu
Uberprifen. Die kompetenten Zellen MM294 wurden mit dem ausgewahlten Clon, der mit pLH2 bezeichnet
wurde (Fig. 5 und SEQ ID NO: 35), transformiert. Nachdem die Kolonie in LB-Medium gezlchtet worden war,
wurde eine SDS-PAGE des Zelllysats durchgeflihrt. Als Ergebnis wurde eine 80-kDa-Bande erhalten, die 20
% der gesamten zellularen Proteine ausmachte. Die Grof3e des erhaltenen Proteins entsprach der Summe der
Grolte des MDH-Proteins und des DENe-Proteinfragments aus dem DEN-1-Virus. Das Protein wurde im Im-
munblotting durch HMAF-Anti-DEN-1 erkannt und mit PLH2 bezeichnet (SEQ ID NO: 36).

Beispiel 18: Reinigen des Proteins PLH2

[0061] Die Biomasse, die aus dem mit pLH2 transformierten und bei 37°C gezlichteten E. coli-Stamm erhal-
ten wurde, wurde in einer French-Press aufgeschlossen. Das rekombinante Protein wurde in beiden Formen,
der I6slichen und der unléslich Form, erhalten. Das mit der unléslichen Fraktion assoziierte Protein wurde unter
Verwendung von 7 M Harnstoff extrahiert und der Uberstand, der das Protein PLH2 enthielt, auf eine
G-25-Saule aufgetragen, um das chaotrope Mittel zu entfernen. Die erhaltene Fraktion wurde anschlieend in
Gegenwart von Cu™*-lonen auf die Chelating-Sepharose-FF-Saule (Pharmacia, UK) aufgetragen. Die Saule
wurde mit 40 mM Imidazol gewaschen und das Protein mit 100 mM Imidazol eluiert. Schliellich wurde die reine
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Fraktion auf eine G-25-Saule aufgetragen, wodurch das Protein im Formulierungspuffer (PBS) erhalten wurde.
Dieses Praparat wurde fur immunologische Studien verwendet.

Beispiel 19: Antigen-Charakterisierung von PLH2

[0062] Die gereinigte Fraktion von PLH2 wurde durch seine Erkennung durch unterschiedliche polyclonale
Seren und/oder murine monoclonale Antikérper und auch durch positive menschliche Seren gegen Dengue
charakterisiert (Tabelle 21).

[0063] Die starkste Erkennung im Dot-Blotting wurde jeweils mit den HMAF-Anti-DEN-1 erhalten (wobei diese
starker ausgepragt waren als diejenigen, die mit PLH1 erhalten wurden). Die Erkennung durch HMAF gegen
die anderen Serotypen war weniger stark ausgepragt als im Fall von Serotyp 1. Die durch andere Flaviviren,
wie Gelbfieber-Virus und Saint-Louis-Enzephalitis-Virus, erzeugten Antikdrper zeigten keinerlei Erkennung.
Schlief3lich wurde die Reaktivitat gegen flinf menschliche Seren mit hohen Titern und drei mit niedrigen Titern
gegen DEN-1 gemessen, wobei in beiden Fallen durch Western-Blotting und Dot-Blotting ein wesentliches Si-
gnal erhalten wurde.

Tabelle 21: Reaktivitat des Proteins PLH2 gegen monoclonale und golyclonale Antikorper

Antikorper** Spezifitat*™* PLH2*
HMAF DEN-1 +++
HMAF DEN-2 +
HMAF DEN-3 -
HMAF DEN-4 -
HMAF , EEE -
HMAF YFV -
HMAF SLV -
mAb 3H5 NT -

* Insgesamt wurden 10 yg des gereinigten PLH2 angewendet. Die Intensitat des erhaltenen Signals wurde mit
+ bis ++ bewertet.

** HMAF wurden in der Verdinnung 1:100 verwendet, wahrend der mAb 3H5 in der Verdinnung 1:1000 ein-
gesetzt wurde.

*** EEE: Pferde-Enzephalitis-Virus; YFV: Gelbfieber-Virus; SLV: Saint-Louis-Enzephalitis-Virus; NT: Neutrali-
siert spezifischen Serotyp.

Beispiel 20: Charakterisieren der durch PLH2 erzeugten Antikbrgerantwort

[0064] Insgesamt 25 Balb/c-Mause wurden mit 20 ug des gereinigten PLH2 in Freundschem Adjuvans i.p. im-
munisiert; von zehn Tieren wurde nach vier Dosen Blut abgenommen und die Anti-DEN-Antikorper durch ELI-
SA bestimmt. Hohe Antikorpertiter gegen DEN-1 wurden erhalten, wahrend gegen die restlichen Serotypen
keine Reaktivitat erhalten wurde (Tabelle 22 und Tabelle 25). AuRerdem wurde der Hamagglutinations-Hemm-
test (HIA) durchgeflihrt, wobei nur positive Titer gegen DEN-1 gefunden wurden (Tabelle 23 und Tabelle 25).
SchlieBBlich wurde der in vitro-Neutralisationstest durchgefuhrt, wobei Neutralisationstiter gegen DEN-1 von
1:1280 erhalten wurden (Tabelle 24). Keine Neutralisation der Virusinfektion wurde gegen die restlichen Sero-
typen gefunden (Tabelle 25).
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Tabelle 22: Antikorpertiter gegen DEN-1 der Seren, die nach Immunisieren von Mausen mit PLH2 erhalten wur-

den
Maus Titer von Anti-DEN-1 | Titer von Anti-DEN-1
(PLH2) PBS Kontrolle (-)
1 1:128 000 <1:100
2 > 1:128 000 <1:100
3 1:64 000 <1:100
4 > 1:128 000 <1:100
5 1:128 000 <1:100
6 1:64 000 <1:100
7 >1:128 000 <1:100
8 1:128 000 <1:100
9 >1:128 000 <1:100
10 > 1:128 000 <1:100

Tabelle 23: HI-Titer der Seren aus den mit PLH2 immunisierten Tieren

Maus | HI*-Titer von Anti-DEN-1 | HI-Titer von Anti-DEN-1
(PLH2) PBS Kontrolle (-)
1 <15 <15
2 > 1:640 <15
3 1:320 <15
4 1:320 <15
5 > 1.640 <15
6 > 1.640 <15
7 > 1:640 <15
8 1:320 <15
9 > 1:640 <15
10 <15 <15

* Die HI-Titer waren als die héchste Verdiinnung definiert, die in der Lage war, die Hamagglutination von
Gans-Erythrozyten gegen acht Hamagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.
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Tabelle 24: Virus-Neutralisationstest mit den Seren von mit PLH2 immunisierten Tieren

Maus | Neutralisierende Titer* Neutralisierende Titer*
von Anti-DEN-1 von Anti-DEN-1
(PLH2) Kontrolle (-)
1 > 1:1280 <15
2 > 1:1280 <1:5
3 > 1:1280 <15
4 > 1:1280 <15
5 > 1:1280 <15
6 >1:1280 <15
7 > 1:1280 <15
8 > 1:1280 <15
9 1:640 <15
10 > 1:1280 <15

* Die neutralisierenden Titer waren als die hochste Verdiinnung des Serums definiert, die eine Reduktion der
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

Tabelle 25: Test auf Kreuzreaktivitat gegen alle viralen Serotypen durch ELISA, HI und Virus-Neutralisation mit
den Seren von mit PLH2 immunisierten Tieren

Gemisch von Seren* ELISA ELISA ELISA ELISA
(Anti-DEN-1) | (Anti-DEN-2) | (Anti-DEN-3) | (Anti-DEN-4)
1 (PLH2) 1:64 000 < 1:100 <1:100 <1:100
2 (PLH2) > 1:128 000 <1:100 <1:100 <1:100
Gemisch von Seren* HI** HI HI HI
Anti-DEN-1 Anti-DEN-2 Anti-DEN-3 Anti-DEN-4
PLH2 >1:320 <15 <15 <15
Gemisch von Seren* Neutralis. Neutralis. Neutralis. Neutralis.
Titer*** Titer Titer Titer
Anti-DEN-1 Anti-DEN-2 Anti-DEN-3 Anti-DEN-4
1 (PLH2) > 1:1280 <15 <15 <15
2 (PLH2) > 1:1280 <15 <15 <15

* Jedes Gemisch bestand aus drei Seren.

** Die HI-Titer waren als die hochste Verdiinnung definiert, die in der Lage war, die Hamagglutination von
Gans-Erythrozyten gegen acht Hamagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.

*** Die neutralisierenden Titer waren als die hochste Verdiinnung des Serums definiert, die eine Reduktion der
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

23/113



DE 602 17129 T2 2007.10.31
Beispiel 21: Erhalten von pLH3

[0065] Die Nucleotidsequenz, welche die Aminosauren von 286 bis 426 des Hilllproteins des DEN-1-Virus co-
diert (SEQ ID NO: 32), wurde mit den im Sequenzprotokoll als SEQ ID NO: 9 und SEQ ID NO: 10 bezeichneten
Oligonucleotiden aus dem DEN-1-Virusstamm amplifiziert (Chu, M. C., O'Rourke, E. J., Trent, D. W., Genetic
relatedness among structural protein genes of dengue 1 virus strains, J. Gen. Virol. 1989, 70: 1701-1712).

[0066] Der Vektor wurde durch Spalten des Plasmids pD4 mit BamHI/BamHI erzeugt, welches die Nucleotid-
sequenz enthalt, die das MDH-Protein und eine Sequenz von sechs Histidinresten, ohne Stopp-Codon, codiert
(SEQ ID NO: 29). Diese Spaltung macht die Fusion des durch PCR amplifizierten Fragments hinter der C-ter-
minalen Region des MDH-Proteins mdglich. Nach dem Ligieren wurden die méglichen Rekombinanten durch
Restriktionsenzymspaltung analysiert und positive Clone sequenziert, um die Ubergénge zu tiberpriifen. Die
kompetenten Zellen W3110 wurden mit dem ausgewahlten Clon, der mit pLH3 bezeichnet wurde (Fig. 6 und
SEQ ID NO: 37), transformiert. Nachdem die Kolonie in LB-Medium geziichtet worden war, wurde eine
SDS-PAGE des Zelllysats durchgefiihrt. Als Ergebnis wurde eine 80-kDa-Bande erhalten, die 20 % der gesam-
ten zellularen Proteine ausmachte. Die Grofie des erhaltenen Proteins entsprach der Summe der GréRRe des
MDH-Proteins und des DENe-Proteinfragments aus dem DEN-1-Virus. Das Protein wurde im Immunblotting
durch HMAF-Anti-DEN-1 erkannt und mit PLH3 bezeichnet (SEQ ID NO: 38).

Beispiel 22: Reinigen des Proteins PLH3

[0067] Die Biomasse, die aus dem mit pLH3 transformierten und bei 37°C gezlichteten E. coli-Stamm erhal-
ten wurde, wurde in einer French-Press aufgeschlossen. Das rekombinante Protein wurde in beiden Formen,
der I6slichen und der unléslichen Form, erhalten. Das Protein wurde aus der unléslichen Fraktion unter Ver-
wendung von 6 M Harnstoff extrahiert und der Uberstand, der das Protein PLH3 enthielt, auf eine G-25-S&ule
aufgetragen, um das chaotrope Mittel zu entfernen. Die erhaltene Fraktion wurde anschlieRend in Gegenwart
von Cu**-lonen auf die Chelating-Sepharose-FF-Saule (Pharmacia, UK) aufgetragen. Die Saule wurde mit 30
mM Imidazol gewaschen und das Protein mit 250 mM Imidazol eluiert. Schlief3lich wurde die reine Fraktion auf
eine G-25-Saule aufgetragen, wodurch das Protein im Formulierungspuffer (PBS) erhalten wurde. Dieses Pra-
parat wurde fir immunologische Studien verwendet.

Beispiel 23: Antigen-Charakterisierung von PLH3

[0068] Die gereinigte Fraktion von PLH3 wurde durch seine Erkennung durch unterschiedliche polyclonale
Seren und/oder murine monoclonale Antikérper und auch durch positive menschliche Seren gegen Dengue
charakterisiert (Tabelle 26).

[0069] Die starkste Erkennung im Dot-Blotting wurde jeweils mit den HMAF-Anti-DEN-1 erhalten. Die Erken-
nung durch HMAF gegen die anderen Serotypen war weniger stark ausgepragt als im Fall von Serotyp 1. Die
durch andere Flaviviren, wie Gelbfieber-Virus und Saint-Louis-Enzephalitis-Virus, erzeugten Antikdrper zeig-
ten keinerlei Erkennung. Schliel3lich wurde die Reaktivitat gegen drei menschliche Seren mit hohen Titern und
drei mit niedrigen Titern gegen DEN-1 gemessen, wobei in beiden Fallen durch Western-Blotting und Dot-Blot-
ting ein wesentliches Signal erhalten wurde.

Tabelle 26: Reaktivitat des Proteins PLH3 gegen monoclonale und polyclonale Antikorper

Antikdrper** Spezifitat*™* PLH3*
HMAF DEN-1 +++
HMAF DEN-2 +
HMAF DEN-3 -
HMAF DEN-4 -
HMAF EEE -
HMAF YFV -
HMAF SLvV -
mAb 3H5 NT -
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* Insgesamt wurden 10 ug des gereinigten PLH3 angewendet. Die Intensitat des erhaltenen Signals wurde mit
+ bis ++ bewertet.

** HMAF wurden in der Verdinnung 1:100 verwendet, wahrend der mAb 3H5 in der Verdiinnung 1:1000 ein-
gesetzt wurde.

*** EEE: Pferde-Enzephalitis-Virus; YFV: Gelbfieber-Virus; SLV: Saint-Louis-Enzephalitis-Virus; NT: Neutrali-
siert spezifischen Serotyp.

Beispiel 24: Charakterisieren der durch PLH3 erzeugten Antikdrperantwort

[0070] Insgesamt 25 Balb/c-Mause wurden mit 20 ug des gereinigten PLH3 in Freundschem Adjuvansi.p. im-
munisiert; von zehn Tieren wurde nach vier Dosen Blut abgenommen und die Anti-DEN-Antikdrper durch ELI-
SA bestimmt. Hohe Antikorpertiter gegen DEN-1 wurden erhalten, wahrend gegen die restlichen Serotypen
keine Reaktivitat erhalten wurde (Tabelle 27 und Tabelle 30). AuRerdem wurde der Hamagglutinations-Hemm-
test (HIA) durchgeflihrt, wobei nur positive Titer gegen DEN-1 gefunden wurden (Tabelle 28 und Tabelle 30).
SchlieBlich wurde der in vitro-Neutralisationstest durchgefuhrt, wobei Neutralisationstiter gegen DEN-1 von
1:1280 erhalten wurden (Tabelle 29). Keine Neutralisation der Virusinfektion wurde gegen die restlichen Sero-
typen gefunden (Tabelle 30).

Tabelle 27: Antikorpertiter gegen DEN-1 der Seren, die nach Immunisieren von Mausen mit PLH3 erhalten wur-

den
Maus Titer von Anti-DEN-1 | Titer von Anti-DEN-1
PLH3 PBS Kontrolle (-)
1 1:64 000 <1:100
2 >1:128 000 <1:100
3 1:64 000 <1:100
4 >1:128 000 <1:100
5 1:128 000 <1:100
6 1:128 000 <1:100
7 1:128 000 <1:100
8 >1:128 000 <1:100
9 1:64 000 <1:100
10 > 1:128 000 <1:100
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Tabelle 28: HI-Titer der Seren aus den mit PLH3 immunisierten Tieren

Maus | HI*-Titer von Anti-DEN-1 | HI-Titer von Anti-DEN-1
PLH3 PBS Kontrolle (-)
1 1:320 <15
2 > 1:640 <15
3 >1:640 <15
4 1:320 <15
5 1:320 <15
6 > 1:640 <15
7 1:320 <15
8 <15 <15
9 > 1:640 <15
10 > 1.640 <15

* Die HI-Titer waren als die héchste Verdiinnung definiert, die in der Lage war, die Hamagglutination von
Gans-Erythrozyten gegen acht Hamagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.

Tabelle 29: Virus-Neutralisationstest mit den Seren von mit PLH3 immunisierten Tieren

Maus | Neutralisierende Titer* Neutralisierende Titer*
von Anti-DEN-1 von Anti-DEN-1
PLH3 PBS Kontrolle (-)
1 >1:1280 <15
2 > 1:1280 <15
3 > 1:1280 <15
4 1:640 <15
5 1:640 <15
6 >1:1280 <15
7 >1:1280 <15
8 >1:1280 <15
9 > 1:1280 <15
10 >1:1280 <15

* Die neutralisierenden Titer waren als die hdchste Verdiinnung des Serums definiert, die eine Reduktion der
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.
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Tabelle 30: Test auf Kreuzreaktivitat gegen alle viralen Serotypen durch ELISA, HI und Virus-Neutralisation mit
den Seren von mit PLH3 immunisierten Tieren

Gemisch von Seren* ELISA ELISA ELISA ELISA
(Anti-DEN-1) | (Anti-DEN-2) | (Anti-DEN-3) | (Anti-DEN-4)
1 (PLH3) 1:128 000 <1:100 <1:100 <1:100
2 (PLH3) > 1:128 000 <1:100 <1:100 <1:100
Gemisch von Seren* HI** Hi HI Hi
Anti-DEN-1 Anti-DEN-2 Anti-DEN-3 Anti-DEN-4
PLH3 >1:320 <15 <15 <15
Gemisch von Seren* Neutralis. Neutralis. Neutralis. Neutralis.
Titer*** Titer Titer Titer
Anti-DEN-1 Anti-DEN-2 Anti-DEN-3 Anti-DEN-4
1 (PLH3) > 1:1280 <15 <15 <15
2 (PLH3) >1:1280 <15 <15 <15

* Jedes Gemisch bestand aus drei Seren.

** Die HI-Titer waren als die hdchste Verdiinnung definiert, die in der Lage war, die Hadmagglutination von
Gans-Erythrozyten gegen acht Hamagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.

*** Die neutralisierenden Titer waren als die héchste Verdliinnung des Serums definiert, die eine Reduktion der
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

Beispiel 25: Erhalten von pAZ1

[0071] Die Nucleotidsequenz, welche die Aminosauren von 286 bis 426 des Hiullproteins des DEN-3-Virus co-
diert (SEQ ID NO: 39), wurde mit den im Sequenzprotokoll als SEQ ID NO: 11 und SEQ ID NO: 12 bezeichne-
ten Oligonucleotiden aus dem DEN-3-Virusstamm Genotyp amplifiziert (Osatomi, K., Sumiyoshi, H., Complete
nucleotide sequence of dengue type 3 virus genome RNA, Virology 1990, 176 (2): 643-647).

[0072] Der Vektor wurde durch Spalten des Plasmids pM108 His mit Xbal/BamHI erzeugt, welches die Nuc-
leotidsequenz enthalt, die die N-terminale Region der MDH und eine Sequenz von sechs Histidinresten codiert
(SEQ ID NO: 23). Nach dem Ligieren wurden die méglichen Rekombinanten durch Restriktionsenzymspaltung
analysiert und positive Clone sequenziert, um die Ubergéange zu tiberpriifen. Die kompetenten Zellen W3110
wurden mit dem ausgewahlten Clon, der mit pAZ1 bezeichnet wurde (Eig. 7 und SEQ ID NO: 40), transfor-
miert. Nachdem die Kolonie in Luria-Bertani-Medium (LB-Medium) geziichtet worden war, wurde eine SDS-PA-
GE des Zelllysats durchgefiihrt. Als Ergebnis wurde eine 25-kDa-Bande erhalten, die 10 % der gesamten zel-
luldren Proteine ausmachte. Die Grof3e des erhaltenen Proteins entsprach der Summe der N-terminalen Re-
gion des MDH-Proteins und des DENe-Proteinfragments aus dem DEN-3-Virus. Das Protein wurde im Immun-
blotting durch die in den HMAF enthaltenen polyclonalen Antikdrper (pA) Anti-DEN-3 erkannt. Dieses Protein
wurde mit PAZ1 bezeichnet (SEQ ID NO: 41).

Beispiel 26: Reinigen des Proteins PAZ1

[0073] Die Biomasse, die aus dem mit pAZ1 transformierten und bei 37°C gezlchteten E. coli-Stamm erhal-
ten wurde, wurde in einer French-Press aufgeschlossen. Das rekombinante Protein wurde gréfitenteils als un-
I6sliche Form erhalten, die mit dem Pellet des Zellaufschlusses assoziiert war. Das Protein wurde aus dem Pel-
let mit 7 M Harnstoff extrahiert und der Uberstand, der das Protein PLH1 enthielt, auf eine G-25-S&ule aufge-
tragen, um das chaotrope Mittel zu entfernen. Die erhaltene Fraktion wurde anschlieRend in Gegenwart von
Cu**-lonen auf die Chelating-Sepharose-FF-Saule (Pharmacia, UK) aufgetragen. Das Protein wurde mit 60
mM Imidazol eluiert und das erhaltene Volumen auf eine G-25-Saule aufgetragen, wodurch schlie3lich das
Protein im Formulierungspuffer (PBS) erhalten wurde. Dieses Praparat wurde fir immunologische Studien ver-
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wendet.
Beispiel 27: Antigen-Charakterisierung von PAZ1

[0074] Die gereinigte Fraktion von PAZ1 wurde durch seine Erkennung durch unterschiedliche polyclonale
Seren und/oder murine monoclonale Antikérper und auch durch positive menschliche Seren gegen Dengue
charakterisiert (Tabelle 31).

[0075] Die starkste Erkennung im Dot-Blotting wurde jeweils mit den HMAF-Anti-DEN-3 erhalten. Die Erken-
nung durch HMAF gegen die anderen Serotypen war weniger stark ausgepragt als im Fall von Serotyp 3. Die
durch andere Flaviviren, wie Gelbfieber-Virus und Saint-Louis-Enzephalitis-Virus, erzeugten Antikdrper zeig-
ten keinerlei Erkennung. Schlief3lich wurde die Reaktivitat gegen drei menschliche Seren mit hohen Titern und
drei mit niedrigen Titern gegen DEN-3 gemessen, wobei in beiden Fallen durch Dot-Blotting und Western-Blot-
ting ein wesentliches Signal erhalten wurde.

Tabelle 31: Reaktivitat des Proteins PAZ1 gegen monoclonale und polyclonale Antikérper

Antikdrper** Spezifitat*™* PAZ1*
HMAF DEN-1 -
HMAF DEN-2 +
HMAF DEN-3 ++
HMAF DEN-4 +
HMAF EEE -
HMAF YFV -
HMAF SLV -
mAb 3H5 NT -

* Insgesamt wurden 10 pg des gereinigten PAZ1 angewendet. Die Intensitat des erhaltenen Signals wurde mit
+ bis ++ bewertet.

** HMAF wurden in der Verdiinnung 1:100 verwendet, wahrend der mAb 3H5 in der Verdiinnung 1:1000 ein-
gesetzt wurde.

*** EEE: Pferde-Enzephalitis-Virus; YFV: Gelbfieber-Virus; SLV: Saint-Louis-Enzephalitis-Virus; NT: Neutrali-
siert spezifischen Serotyp.

Beispiel 28: Charakterisieren der durch PAZ1 erzeugten Antikérperantwort

[0076] Insgesamt 25 Balb/c-Mause wurden mit 35 ug des gereinigten PAZ1 in Freundschem Adjuvans i.p. im-
munisiert; von zehn Tieren wurde nach vier Dosen Blut abgenommen und die Anti-DEN-Antikérper durch ELI-
SA bestimmt. Hohe Antikorpertiter gegen DEN-1 wurden erhalten, wahrend gegen die restlichen Serotypen
keine Reaktivitat erhalten wurde (Tabelle 32 und Tabelle 35). AulRerdem wurde der Hamagglutinations-Hemm-
test (HIA) durchgefiihrt, wobei nur positive Titer gegen DEN-3 gefunden wurden (Tabelle 33 und Tabelle 35).
Schliel3lich wurde der in vitro-Neutralisationstest durchgefiihrt, wobei Neutralisationstiter gegen DEN-3 von
1:320 erhalten wurden. Jedoch wurde keine Neutralisation der Virusinfektion gegen die restlichen Serotypen
gefunden (Tabelle 34 und Tabelle 35). Diese Ergebnisse zeigen die hohe Serotyp-Spezifitat der durch PAZ1
hervorgebrachten Antikorper.
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Tabelle 32: Antikorpertiter gegen DEN-3 der Seren, die nach Immunisieren von Mausen mit PAZ1 erhalten wur-

den
Maus Titer von Anti-DEN-3 | Titer von Anti-DEN-3
PAZA1 PBS Kontrolle (-)
1 1:64 000 <1:100
2 1:128 000 <1:100
3 1:32 000 <1:100
4 1:64 000 <1:100
5 1:64 000 <1:100
6 1:128 000 <1:100
7 1:64 000 <1:100
8 1:64 000 <1:100
9 1:128 000 <1:100
10 1:128 000 <1:100

Tabelle 33: HI-Titer der Seren aus den mit PAZ1 immunisierten Tieren

Maus | Hi*-Titer von Anti-DEN-3 | HI-Titer von Anti-DEN-3
PAZ1 PBS Kontrolle (-)
1 > 1:640 <15
2 1:320 <15
3 1:320 <15
4 1:640 <15
5 <15 <15
6 1:320 <15
7 <15 <15
8 1:320 <15
9 > 1:640 <15
10 > 1:640 <15

* Die HI-Titer waren als die héchste Verdiinnung definiert, die in der Lage war, die Hamagglutination von
Gans-Erythrozyten gegen acht Hamagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.
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Tabelle 34: Virus-Neutralisationstest mit den Seren von mit PAZ1 immunisierten Tieren

Maus | Neutralisierende Titer* Neutralisierende Titer*

von Anti-DEN-3 von Anti-DEN-3

PAZA1 PBS Kontrolle (-)
1 1:160 <15
2 1:320 <15
3 1:320 <15
4 1:320 <15
S 1:40 <15
6 1:40 <15
7 1:320 <15
8 1:320 <15
9 1:160 <15
10 1:320 <15

* Die neutralisierenden Titer waren als die hochste Verdiinnung des Serums definiert, die eine Reduktion der
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

Tabelle 35: Test auf Kreuzreaktivitat gegen alle viralen Serotypen durch ELISA, HI und Virus-Neutralisation mit
den Seren von mit PAZ1 immunisierten Tieren

Gemisch von Seren* ELISA ELISA ELISA ELISA
(Anti-DEN-1) | (Anti-DEN-2) | (Anti-DEN-3) | (Anti-DEN-4)
1 (PAZ1) <1:100 <1:100 1:64 000 <1:100
2 (PAZ1) <1:100 <1:100 > 1:128 000 <1:100
Gemisch von Seren* HI** HI HI HI
Anti-DEN-1 Anti-DEN-2 Anti-DEN-3 Anti-DEN-4
PAZA1 <15 <15 >1:320 <15
Gemisch von Seren* Neutralis. Neutralis. Neutralis. Neutralis.
Titer*** Titer Titer Titer
Anti-DEN-1 Anti-DEN-2 Anti-DEN-3 Anti-DEN-4
1 (PAZ1) <1:5 <15 1:320 <15
2 (PAZ1) <15 <15 1:320 <15

* Jedes Gemisch bestand aus drei Seren.

** Die HI-Titer waren als die hochste Verdiinnung definiert, die in der Lage war, die Hamagglutination von
Gans-Erythrozyten gegen acht Hamagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.

*** Die neutralisierenden Titer waren als die hochste Verdiinnung des Serums definiert, die eine Reduktion der
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.
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Beispiel 29: Erhalten von pAZ2

[0077] Die Nucleotidsequenz, welche die Aminosauren von 286 bis 426 des Hilllproteins des DEN-3-Virus co-
diert (SEQ ID NO: 39), wurde mit den im Sequenzprotokoll als SEQ ID NO: 11 und SEQ ID NO: 13 bezeichne-
ten Oligonucleotiden aus dem DEN-3-Virusstamm amplifiziert (Osatomi, K., Sumiyoshi, H., Complete nucleo-
tide sequence of dengue type 3 virus genome RNA, Virology 1990, 176 (2): 643-647).

[0078] Der Vektor wurde durch Spalten des Plasmids pM84 His mit Xbal/EcoRI erzeugt, welches die Nucle-
otidsequenz enthalt, die das MDH-Protein und eine Sequenz von sechs Histidinresten codiert (SEQ ID NO:
26). Diese Spaltung macht die Insertion des durch PCR amplifizierten Fragments innerhalb der codierenden
Region einer Strukturdoméane des MDH-Proteins méglich. Nach dem Ligieren wurden die méglichen Rekom-
binanten durch Restriktionsenzymspaltung analysiert und positive Clone sequenziert, um die Ubergange zu
Uberprifen. Die kompetenten Zellen MM294 wurden mit dem ausgewahlten Clon, der mit pAZ2 bezeichnet
wurde (Fig. 8 und SEQ ID NO: 42), transformiert. Nachdem die Kolonie in LB-Medium gezlchtet worden war,
wurde eine SDS-PAGE des Zelllysats durchgeflihrt. Als Ergebnis wurde eine 80-kDa-Bande erhalten, die 20
% der gesamten zellularen Proteine ausmachte. Die GréRe des erhaltenen Proteins entsprach der Summe der
Grole des MDH-Proteins und des DENe-Proteinfragments aus dem DEN-3-Virus. Das Protein wurde im Im-
munblotting durch HMAF-Anti-DEN-3 erkannt und mit PAZ2 bezeichnet (SEQ ID NO: 43).

Beispiel 30: Reinigen des Proteins PAZ2

[0079] Die Biomasse, die aus dem mit pAZ2 transformierten und bei 37°C gezlichteten E. coli-Stamm erhal-
ten wurde, wurde in einer French-Press aufgeschlossen. Das rekombinante Protein wurde in beiden Formen,
der I6slichen und der unldslichen Form, erhalten. Das mit der unldslichen Fraktion assoziierte Protein wurde
unter Verwendung von 7 M Harnstoff extrahiert und der Uberstand, der das Protein PAZ2 enthielt, auf eine
G-25-Saule aufgetragen, um das chaotrope Mittel zu entfernen. Die erhaltene Fraktion wurde anschlieend in
Gegenwart von Cu**-lonen auf die Chelating-Sepharose-FF-Saule (Pharmacia, UK) aufgetragen. Die Saule
wurde mit 40 mM Imidazol gewaschen und das Protein mit 100 mM Imidazol eluiert. Schliellich wurde die reine
Fraktion auf eine G-25-Saule aufgetragen, wodurch das Protein im Formulierungspuffer (PBS) erhalten wurde.
Dieses Praparat wurde fur immunologische Studien verwendet.

Beispiel 31: Antigen-Charakterisierung von PAZ2

[0080] Die gereinigte Fraktion von PAZ2 wurde durch seine Erkennung durch unterschiedliche polyclonale
Seren und/oder murine monoclonale Antikérper und auch durch positive menschliche Seren gegen Dengue
charakterisiert (Tabelle 36).

[0081] Die starkste Erkennung im Dot-Blotting wurde jeweils mit den HMAF-Anti-DEN-3 erhalten (wobei diese
starker ausgepragt waren als diejenigen, die mit PAZ1 erhalten wurden). Die Erkennung durch HMAF gegen
die anderen Serotypen war weniger stark ausgepragt als im Fall von Serotyp 3. Die durch andere Flaviviren,
wie Gelbfieber-Virus und Saint-Louis-Enzephalitis-Virus, erzeugten Antikdrper zeigten keinerlei Erkennung.
Schlief3lich wurde die Reaktivitat gegen flinf menschliche Seren mit hohen Titern und drei mit niedrigen Titern
gegen DEN-3 gemessen, wobei in beiden Fallen durch Western-Blotting und Dot-Blotting ein wesentliches Si-
gnal erhalten wurde.
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Tabelle 36: Reaktivitat des Proteins PAZ2 gegen monoclonale und polyclonale Antikérper

Antikérper** Spezifitat*™* PAZ2*
HMAF DEN-1 -
HMAF DEN-2 -
HMAF DEN-3 +++
HMAF DEN-4 +
HMAF EEE -
HMAF YFV -
HMAF SLV -
mAb 3H5 NT -

* Insgesamt wurden 10 pg des gereinigten PAZ2 angewendet. Die Intensitat des erhaltenen Signals wurde mit
+ bis ++ bewertet.

** HMAF wurden in der Verdiinnung 1:100 verwendet, wahrend der mAb 3H5 in der Verdiinnung 1:1000 ein-
gesetzt wurde.

*** EEE: Pferde-Enzephalitis-Virus; YFV: Gelbfieber-Virus; SLV: Saint-Louis-Enzephalitis-Virus; NT: Neutrali-
siert spezifischen Serotyp.

Beispiel 32: Charakterisieren der durch PAZ2 erzeugten Antikérperantwort

[0082] Insgesamt 25 Balb/c-Mause wurden mit 20 ug des gereinigten PAZ2 in Freundschem Adjuvans i.p. im-
munisiert; von zehn Tieren wurde nach vier Dosen Blut abgenommen und die Anti-DEN-Antikdrper durch ELI-
SA bestimmt. Hohe Antikorpertiter gegen DEN-3 wurden erhalten, wahrend gegen die restlichen Serotypen
keine Reaktivitat erhalten wurde (Tabelle 37 und Tabelle 40). AulRerdem wurde der Hamagglutinations-Hemm-
test (HIA) durchgeflihrt, wobei nur positive Titer gegen DEN-3 gefunden wurden (Tabelle 38 und Tabelle 40).
Schlieldlich wurde der in vitro-Neutralisationstest durchgefiihrt, wobei Neutralisationstiter gegen DEN-3 von
1:1280 erhalten wurden (Tabelle 39). Keine Neutralisation der Virusinfektion wurde gegen die restlichen Sero-
typen gefunden (Tabelle 40).

Tabelle 37: Antikorpertiter gegen DEN-3 der Seren, die nach Immunisieren von Mausen mit PAZ2 erhalten wur-

den
Maus Titer von Anti-DEN-3 | Titer von Anti-DEN-3
PAZ2 PBS Kontrolle (-)
1 > 1:128 000 <1:100
2 1:128 000 <1:100
3 > 1:128 000 < 1:100
4 > 1:128 000 <1:100
5 1:128 000 <1:100
6 > 1:128 000 <1:100
7 1:64 000 <1:100
8 > 1:128 000 <1:100
9 1:64 000 <1:100
10 > 1:128 000 <1:100
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Tabelle 38: HI-Titer der Seren aus den mit PAZ2 immunisierten Tieren

Maus | HI*-Titer von Anti-DEN-3 | HI-Titer von Anti-DEN-3
PAZ2 PBS Kontrolle (-)
1 > 1:640 <15
2 1:320 <15
3 > 1:640 <15
4 > 1:640 <15
5 > 1:640 <15
6 1:320 <15
7 <15 <15
8 1:320 <15
9 > 1:640 <15
10 > 1.640 <15

* Die HI-Titer waren als die héchste Verdiinnung definiert, die in der Lage war, die Hamagglutination von
Gans-Erythrozyten gegen acht Hamagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.

Tabelle 39: Virus-Neutralisationstest mit den Seren von mit PAZ2 immunisierten Tieren

Maus | Neutralisierende Titer* Neutralisierende Titer*

von Anti-DEN-3 von Anti-DEN-3

PAZ2 PBS Kontrolle (-)
1 >1:1280 <15
2 > 1:1280 <15
3 > 1:1280 <15
4 > 1:1280 <15
5 > 1:1280 <15
6 1:640 <15
7 > 1:1280 <15
8 1:640 <15
9 > 1:1280 <15
10 1:640 <15

* Die neutralisierenden Titer waren als die hdchste Verdiinnung des Serums definiert, die eine Reduktion der
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.
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Tabelle 40: Test auf Kreuzreaktivitat gegen alle viralen Serotypen durch ELISA, HI und Virus-Neutralisation mit
den Seren von mit PAZ2 immunisierten Tieren

Gemisch von Seren* ELISA ELISA ELISA ELISA
(Anti-DEN-1) | (Anti-DEN-2) | (Anti-DEN-3) | (Anti-DEN-4)
1 (PAZ2) <1:100 <1:100 > 1:128 000 <1:100
2 (PAZ2) <1:100 <1:100 > 1:128 000 <1:100
Gemisch von Seren* HI** HI HI HI
Anti-DEN-1 Anti-DEN-2 Anti-DEN-3 Anti-DEN-4
PAZ2 <15 <15 > 1:320 <15
Gemisch von Seren* Neutralis. Neutralis. Neutralis. Neutralis.
Titer*** Titer Titer Titer
Anti-DEN-1 Anti-DEN-2 Anti-DEN-3 Anti-DEN-4
1 (PAZ2) <1:5 <15 > 1:1280 <15
2 (PAZ2) <15 <15 > 1:1280 <15

* Jedes Gemisch bestand aus drei Seren.

** Die HI-Titer waren als die hochste Verdiinnung definiert, die in der Lage war, die Hamagglutination von
Gans-Erythrozyten gegen acht Hamagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.

*** Die neutralisierenden Titer waren als die hochste Verdiinnung des Serums definiert, die eine Reduktion der
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

Beispiel 33: Erhalten von pAZ3

[0083] Die Nucleotidsequenz, welche die Aminosauren von 286 bis 426 des Hilllproteins des DEN-3-Virus co-
diert (SEQ ID NO: 39), wurde mit den im Sequenzprotokoll als SEQ ID NO: 14 und SEQ ID NO: 15 bezeich-
neten Oligonucleotiden aus dem DEN-3-Virusstamm amplifiziert (Osatomi, K., Sumiyoshi, H., Complete nuc-
leotide sequence of dengue type 3 virus genome RNA, Virology 1990, 176 (2): 643-647).

[0084] Der Vektor wurde durch Spalten des Plasmids pD4 mit BamHI/BamHI erzeugt, welches die Nucleotid-
sequenz enthalt, die das MDH-Protein und eine Sequenz von sechs Histidinresten, ohne Stopp-Codon, codiert
(SEQ ID NO: 29). Diese Spaltung macht die Fusion des durch PCR amplifizierten Fragments hinter der C-ter-
minalen Region des MDH-Proteins mdglich. Nach dem Ligieren wurden die méglichen Rekombinanten durch
Restriktionsenzymspaltung analysiert und positive Clone sequenziert, um die Ubergénge zu tiberpriifen. Die
kompetenten Zellen W3110 wurden mit dem ausgewahlten Clon, der mit pAZ3 bezeichnet wurde (Fig. 9 und
SEQ ID NO: 44), transformiert. Nachdem die Kolonie in LB-Medium geziichtet worden war, wurde eine
SDS-PAGE des Zelllysats durchgefiihrt. Als Ergebnis wurde eine 80-kDa-Bande erhalten, die 20 % der gesam-
ten zellularen Proteine ausmachte. Die Grofie des erhaltenen Proteins entsprach der Summe der GréRRe des
MDH-Proteins und des DENe-Proteinfragments aus dem DEN-3-Virus. Das Protein wurde im Immunblotting
durch HMAF-Anti-DEN-3 erkannt und mit PAZ3 bezeichnet (SEQ ID NO: 45).

Beispiel 34: Reinigen des Proteins PAZ3

[0085] Die Biomasse, die aus dem mit pAZ3 transformierten und bei 37°C gezlichteten E. coli-Stamm erhal-
ten wurde, wurde in einer French-Press aufgeschlossen. Das rekombinante Protein wurde in beiden Formen,
der I6slichen und der unléslichen Form, erhalten. Das Protein wurde aus der unléslichen Fraktion wurde unter
Verwendung von 7 M Harnstoff extrahiert und der Uberstand, der das Protein PAZ3 enthielt, auf eine G-25-S&u-
le aufgetragen, um das chaotrope Mittel zu entfernen. Die erhaltene Fraktion wurde anschlieRend in Gegen-
wart von Cu**-lonen auf die Chelating-Sepharose-FF-Saule (Pharmacia, UK) aufgetragen. Die Saule wurde
mit 45 mM Imidazol gewaschen und das Protein mit 230 mM Imidazol eluiert. SchlieBlich wurde die reine Frak-
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tion des Proteins auf eine G-25-Saule aufgetragen, wodurch das Protein im Formulierungspuffer (PBS) erhal-
ten wurde. Dieses Praparat wurde fir immunologische Studien verwendet.

Beispiel 35: Antigen-Charakterisierung von PAZ3

[0086] Die gereinigte Fraktion von PAZ3 wurde durch seine Erkennung durch unterschiedliche polyclonale
Seren und/oder murine monoclonale Antikérper und auch durch positive menschliche Seren gegen Dengue
charakterisiert (Tabelle 26).

[0087] Die starkste Erkennung im Dot-Blotting wurde jeweils mit den HMAF-Anti-DEN-3 erhalten. Die Erken-
nung durch HMAF gegen die anderen Serotypen war weniger stark ausgepragt als im Fall von Serotyp 3. Die
durch andere Flaviviren, wie Gelbfieber-Virus und Saint-Louis-Enzephalitis-Virus, erzeugten Antikdrper zeig-
ten keinerlei Erkennung. Schlief3lich wurde die Reaktivitat gegen drei menschliche Seren mit hohen Titern und
drei mit niedrigen Titern gegen DEN-3 gemessen, wobei in beiden Fallen durch Dot-Blotting und Western-Blot-
ting ein wesentliches Signal erhalten wurde.

Tabelle 41: Reaktivitat des Proteins PAZ3 gegen monoclonale und polyclonale Antikérper

Antikoérper** Spezifitat™* PAZ3*
HMAF DEN-1 -
HMAF DEN-2 -
HMAF DEN-3 +++
HMAF DEN-4 +
HMAF EEE -
HMAF YFV -
HMAF SLV -
mAb 3H5 NT -

* Insgesamt wurden 10 pg des gereinigten PAZ3 angewendet. Die Intensitat des erhaltenen Signals wurde mit
+ bis ++ bewertet.

** HMAF wurden in der Verdiinnung 1:100 verwendet, wahrend der mAb 3H5 in der Verdinnung 1:1000 ein-
gesetzt wurde.

*** EEE: Pferde-Enzephalitis-Virus; YFV: Gelbfieber-Virus; SLV: Saint-Louis-Enzephalitis-Virus; NT: Neutrali-
siert spezifischen Serotyp.

Beispiel 36: Charakterisieren der durch PAZ3 erzeugten Antikérperantwort

[0088] Insgesamt 25 Balb/c-Mause wurden mit 20 ug des gereinigten PAZ3 in Freundschem Adjuvans i.p. im-
munisiert; von zehn Tieren wurde nach vier Dosen Blut abgenommen und die Anti-DEN-Antikdrper durch ELI-
SA bestimmt. Hohe Antikorpertiter gegen DEN-3 wurden erhalten, wahrend gegen die restlichen Serotypen
keine Reaktivitat erhalten wurde (Tabelle 42 und Tabelle 45). AulRerdem wurde der Hamagglutinations-Hemm-
test (HIA) durchgefiihrt, wobei nur positive Titer gegen DEN-3 gefunden wurden (Tabelle 43 und Tabelle 45).
Schliel3lich wurde der in vitro-Neutralisationstest durchgefiihrt, wobei Neutralisationstiter gegen DEN-3 von
1:1280 erhalten wurden (Tabelle 44). Keine Neutralisation der Virusinfektion wurde gegen die restlichen Sero-
typen gefunden (Tabelle 45).
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Tabelle 45: Antikorpertiter gegen DEN-3 der Seren, die nach Immunisieren von Mausen mit PAZ3 erhalten wur-

den
Maus Titer von Anti-DEN-3 | Titer von Anti-DEN-3
PAZ3 PBS Kontrolie (-)
1 >1:128 000 <1:100
2 1:128 000 <1:100
3 >1:128 000 <1:100
4 1:128 000 <1:100
5 1:128 000 <1:100
6 >1:128 000 < 1:100
7 > 1:128 000 <1:100
8 1:128 000 <1:100
9 1:128 000 <1:100
10 >1:128 000 <1:100
Tabelle 43: HI-Titer der Seren aus den mit PAZ3 immunisierten Tieren
Maus | HI*-Titer von Anti-DEN-3 | HI-Titer von Anti-DEN-3
PAZ3 PBS Kontrolle (-)
1 > 1.640 <15
2 > 1:640 <15
3 1:320 <15
4 <15 <15
5 > 1:640 <15
6 <15 <15
7 1:320 <15
8 > 1.640 <15
9 > 1:640 <15
10 1:320 <15

* Die HI-Titer waren als die héchste Verdiinnung definiert, die in der Lage war, die Hamagglutination von
Gans-Erythrozyten gegen acht Hamagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.
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Tabelle 44: Virus-Neutralisationstest mit den Seren von mit PAZ3 immunisierten Tieren

Maus | Neutralisierende Titer* Neutralisierende Titer*

von Anti-DEN-3 von Anti-DEN-3

PAZ3 PBS Kontrolle (-)
1 > 1:1280 <15
2 1:640 <15
3 > 1:1280 <15
4 > 1:1280 <15
5 > 1:1280 <15
6 > 1:1280 <15
7 > 1:1280 <15
8 > 1:1280 <15
9 > 1:1280 <15
10 > 1:1280 <15

* Die neutralisierenden Titer waren als die hochste Verdiinnung des Serums definiert, die eine Reduktion der
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

Tabelle 45: Test auf Kreuzreaktivitat gegen alle viralen Serotypen durch ELISA, HI und Virus-Neutralisation mit
den Seren von mit PAZ3 immunisierten Tieren

Gemisch von Seren* ELISA ELISA ELISA ELISA
(Anti-DEN-1) | (Anti-DEN-2) | (Anti-DEN-3) | (Anti-DEN-4)
1 (PAZ3) < 1:100 <1:100 >1:128 000 <1:100
2 (PAZ3) <1:100 <1:100 1:128 000 <1:100
Gemisch von Seren* Hi** HI HI Hi
Anti-DEN-1 Anti-DEN-2 Anti-DEN-3 Anti-DEN-4
PAZ3 <15 <15 >1:320 <15
Gemisch von Seren* Neutralis. Neutralis. Neutralis. Neutralis.
Titer*** Titer Titer Titer
Anti-DEN-1 Anti-DEN-2 Anti-DEN-3 Anti-DEN-4
1 (PAZ3) <15 <15 > 1:1280 <15
2 (PAZ3) <135 <15 > 1:1280 <15

* Jedes Gemisch bestand aus drei Seren.

** Die HI-Titer waren als die hochste Verdiinnung definiert, die in der Lage war, die Hamagglutination von
Gans-Erythrozyten gegen acht Hamagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.

*** Die neutralisierenden Titer waren als die hochste Verdiinnung des Serums definiert, die eine Reduktion der
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

37/113



DE 602 17129 T2 2007.10.31
Beispiel 37: Erhalten von pID1

[0089] Die Nucleotidsequenz, welche die Aminosauren von 286 bis 426 des Hilllproteins des DEN-4-Virus co-
diert (SEQ ID NO: 46), wurde mit den im Sequenzprotokoll als SEQ ID NO: 17 und SEQ ID NO: 18 bezeich-
neten Oligonucleotiden aus dem DEN-4-Virusstamm Genotyp amplifiziert (Zhao, B., Mackow, E. R., Buck-
ler-White, A. J., Markoff, L., Chancock, R. M., Lai, C.-J., Makino, Y., Cloning full-length Dengue type 4 viral DNA
sequences: Analysis of genes coding for structural proteins, Virology 1986, 155: 77-88).

[0090] Der Vektor wurde durch Spalten des Plasmids pM108 His mit Xbal/BamHI erzeugt, welches die Nuc-
leotidsequenz enthalt, die die N-terminale Region der MDH und eine Sequenz von sechs Histidinresten codiert
(SEQ ID NO: 23). Nach dem Ligieren wurden die moglichen Rekombinanten durch Restriktionsenzymspaltung
analysiert und positive Clone sequenziert, um die Ubergénge zu tiberpriifen. Die kompetenten Zellen W3110
wurden mit dem ausgewahlten Clon, der mit pID1 bezeichnet wurde (Fig. 10 und SEQ ID NO: 47), transfor-
miert. Nachdem die Kolonie in Luria-Bertani-Medium (LB-Medium) geziichtet worden war, wurde eine SDS-PA-
GE des Zelllysats durchgefiihrt. Als Ergebnis wurde eine 25-kDa-Bande erhalten, die 10 % der gesamten zel-
luldren Proteine ausmachte. Die Grof3e des erhaltenen Proteins entsprach der Summe der N-terminalen Re-
gion des MDH-Proteins und des DENe-Proteinfragments aus dem DEN-4-Virus. Das Protein wurde im Immun-
blotting durch die in den HMAF enthaltenen polyclonalen Antikérper (pA) Anti-DEN-4 erkannt. Dieses Protein
wurde mit PID1 bezeichnet (SEQ ID NO: 48).

Beispiel 38: Reinigen des Proteins PID1

[0091] Die Biomasse, die aus dem mit pID1 transformierten und bei 37°C gezichteten E. coli-Stamm erhalten
wurde, wurde in einer French-Press aufgeschlossen. Das rekombinante Protein wurde grétenteils als unlos-
liche Form erhalten, die mit dem Pellet des Zellaufschlusses assoziiert war. Das Protein wurde aus dem Pellet
mit 6 M Harnstoff extrahiert und der Uberstand, der das Protein PID1 enthielt, auf eine G-25-S&ule aufgetra-
gen, um das chaotrope Mittel zu entfernen. Die erhaltene Fraktion wurde anschlieBend in Gegenwart von
Cu™-lonen auf die Chelating-Sepharose-FF-Saule (Pharmacia, UK) aufgetragen. Das Protein wurde mit 60
mM Imidazol eluiert und das erhaltene Volumen auf eine G-25-Saule aufgetragen, wodurch schlie3lich das
Protein im Formulierungspuffer (PBS) erhalten wurde. Dieses Praparat wurde fiirimmunologische Studien ver-
wendet.

Beispiel 39: Antigen-Charakterisierung von PID1

[0092] Die gereinigte Fraktion von PID1 wurde durch seine Erkennung durch unterschiedliche polyclonale Se-
ren und/oder murine monoclonale Antikérper und auch durch positive menschliche Seren gegen Dengue cha-
rakterisiert (Tabelle 46).

[0093] Die starkste Erkennung im Dot-Blotting wurde jeweils mit den HMAF-Anti-DEN-4 erhalten. Die Erken-
nung durch HMAF gegen die anderen Serotypen war weniger stark ausgepragt als im Fall von Serotyp 4. Die
durch andere Flaviviren, wie Gelbfieber-Virus und Saint-Louis-Enzephalitis-Virus, erzeugten Antikdrper zeig-
ten keinerlei Erkennung. Schliel3lich wurde die Reaktivitat gegen drei menschliche Seren mit hohen Titern und
drei mit niedrigen Titern gegen DEN-4 gemessen, wobei in beiden Fallen durch Dot-Blotting und Western-Blot-
ting ein wesentliches Signal erhalten wurde.

Tabelle 46: Reaktivitat des Proteins PID1 gegen monoclonale und polyclonale Antikdrper

Antikérper** Spezifitat*** PID1*
HMAF DEN-1 -
HMAF DEN-2 -
HMAF DEN-3 +
HMAF DEN-4 ++
HMAF EEE -
HMAF YFV -
HMAF SLV -
mAb 3H5 NT -
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* Insgesamt wurden 10 ug des gereinigten PID1 angewendet. Die Intensitat des erhaltenen Signals wurde mit
+ bis ++ bewertet.

** HMAF wurden in der Verdinnung 1:100 verwendet, wahrend der mAb 3H5 in der Verdinnung 1:1000 ein-
gesetzt wurde.

*** EEE: Pferde-Enzephalitis-Virus; YFV: Gelbfieber-Virus; SLV: Saint-Louis-Enzephalitis-Virus; NT: Neutrali-
siert spezifischen Serotyp.

Beispiel 40: Charakterisieren der durch PID1 erzeugten Antikérperantwort

[0094] Insgesamt 25 Balb/c-Mause wurden mit 35 ug des gereinigten PID1 in Freundschem Adjuvans i.p. im-
munisiert; von zehn Tieren wurde nach vier Dosen Blut abgenommen und die Anti-DEN-Antikorper durch ELI-
SA bestimmt. Hohe Antikérpertiter gegen DEN-1 wurden erhalten, wahrend gegen die restlichen Serotypen
keine Reaktivitat erhalten wurde (Tabelle 47 und Tabelle 50). AuRerdem wurde der Hamagglutinations-Hemm-
test (HIA) durchgeflihrt, wobei nur positive Titer gegen DEN-4 gefunden wurden (Tabelle 48 und Tabelle 50).
SchlieBBlich wurde der in vitro-Neutralisationstest durchgefuhrt, wobei Neutralisationstiter gegen DEN-4 von
1:320 erhalten wurden. Jedoch wurde keine Neutralisation der Virusinfektion gegen die restlichen Serotypen
gefunden (Tabelle 49 und Tabelle 50). Diese Ergebnisse zeigen die hohe Serotyp-Spezifitat der durch PID1
hervorgebrachten Antikorper.

Tabelle 47: Antikorpertiter gegen DEN-4 der Seren, die nach Immunisieren von Mausen mit PID1 erhalten wur-

den
Maus Titer von Anti-DEN-4 | Titer von Anti-DEN-4
PID1 PBS Kontrolle (-)
1 1:128 000 <1:100
2 1:128 000 <1:100
3 1:64 000 <1:100
4 1:64 000 <1:100
5 1:128 000 <1:100
6 1:32 000 <1:100
7 1:128 000 <1:100
8 1:32 000 <1:100
9 1:128 000 <1:100
10 1:128 000 <1:100
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Tabelle 48: HI-Titer der Seren aus den mit PID1 immunisierten Tieren

Maus | HI*-Titer von Anti-DEN-4 | HI-Titer von Anti-DEN-4
PID1 PBS Kontrolle (-)
1 1:320 <15
2 1:320 <15
3 1:640 <15
4 1:40 <15
5 <15 <15
6 1:320 . <15
7 1:640 <15
8 1:640 <15
9 1:40 <15
10 1:320 <15

* Die HI-Titer waren als die héchste Verdiinnung definiert, die in der Lage war, die Hamagglutination von
Gans-Erythrozyten gegen acht Hamagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.

Tabelle 49: Virus-Neutralisationstest mit den Seren von mit PID1 immunisierten Tieren

Maus | Neutralisierende Titer* Neutralisierende Titer*

von Anti-DEN-4 von Anti-DEN-4

PID1 PBS Kontrolle (-)
1 1:320 <15
2 1:80 <15
3 1:320 <15
4 1:320 <15
5 1:160 <15
6 1:320 <15
7 1:320 <15
8 1:320 <15
9 1:160 <15
10 1:40 <15

* Die neutralisierenden Titer waren als die hochste Verdiinnung des Serums definiert, die eine Reduktion der
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.
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Tabelle 50: Test auf Kreuzreaktivitat gegen alle viralen Serotypen durch ELISA, HI und Virus-Neutralisation mit
den Seren von mit PID1 immunisierten Tieren

Gemisch von Seren* ELISA ELISA ELISA ELISA
(Anti-DEN-1) | (Anti-DEN-2) | (Anti-DEN-3) | (Anti-DEN-4)
1 (PID1) <1:100 <1:100 < 1:100 1:64 000
2 (PID1) <1:100 <1:100 <1:100 > 1:128 000
Gemisch von Seren* HI** HI HI HI
Anti-DEN-1 Anti-DEN-2 Anti-DEN-3 Anti-DEN-4
PID1 <15 <15 <15 >1:320
Gemisch von Seren* Neutralis. Neutralis. Neutralis. Neutralis.
Titer*** Titer Titer Titer
Anti-DEN-1 Anti-DEN-2 Anti-DEN-3 Anti-DEN-4
1 (PID1) <15 <15 <15 1:160
2 (PID1) <15 <15 <15 1:320

* Jedes Gemisch bestand aus drei Seren.

** Die HI-Titer waren als die hochste Verdiinnung definiert, die in der Lage war, die Hamagglutination von
Gans-Erythrozyten gegen acht Hamagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.

*** Die neutralisierenden Titer waren als die hochste Verdiinnung des Serums definiert, die eine Reduktion der
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

Beispiel 41: Erhalten von pID2

[0095] Die Nucleotidsequenz, welche die Aminosauren von 286 bis 426 des Hilllproteins des DEN-4-Virus co-
diert (SEQ ID NO: 46), wurde mit den im Sequenzprotokoll als SEQ ID NO: 16 und SEQ ID NO: 18 bezeich-
neten Oligonucleotiden aus dem DEN-4-Virusstamm amplifiziert (Zhao, B., Mackow, E. R., Buckler-White, A.
J., Markoff, L., Chancock, R. M., Lai, C.-J., Makino, Y., Cloning full-length Dengue type 4 viral DNA sequences:
Analysis of genes coding for structural proteins, Virology 1986, 155: 77-88).

[0096] Der Vektor wurde durch Spalten des Plasmids pM84 His mit Xbal/EcoRI erzeugt, welches die Nucle-
otidsequenz enthalt, die das MDH-Protein und eine Sequenz von sechs Histidinresten codiert (SEQ ID NO:
26). Diese Spaltung macht die Insertion des durch PCR amplifizierten Fragments innerhalb der codierenden
Region einer Strukturdoméane des MDH-Proteins méglich. Nach dem Ligieren wurden die méglichen Rekom-
binanten durch Restriktionsenzymspaltung analysiert und positive Clone sequenziert, um die Ubergange zu
Uberprifen. Die kompetenten Zellen MM294 wurden mit dem ausgewahlten Clon, der mit pID2 bezeichnet wur-
de (Fig. 11 und SEQ ID NO: 49), transformiert. Nachdem die Kolonie in LB-Medium geziichtet worden war,
wurde eine SDS-PAGE des Zelllysats durchgefiihrt. Als Ergebnis wurde eine 80-kDa-Bande erhalten, die 20
% der gesamten zellularen Proteine ausmachte. Die GréRe des erhaltenen Proteins entsprach der Summe der
Grolte des MDH-Proteins und des DENe-Proteinfragments aus dem DEN-4-Virus. Das Protein wurde im Im-
munblotting durch HMAF-Anti-DEN-4 erkannt und mit PID2 bezeichnet (SEQ ID NO: 50).

Beispiel 42: Reinigen des Proteins PID2

[0097] Die Biomasse, die aus dem mit p|D2 transformierten und bei 37°C gezichteten E. coli-Stamm erhalten
wurde, wurde in einer French-Press aufgeschlossen. Das rekombinante Protein wurde in beiden Formen, der
I6slichen und der unléslichen Form, erhalten. Das mit der unléslichen Fraktion assoziierte Protein wurde unter
Verwendung von 6 M Harnstoff extrahiert und der Uberstand, der das Protein PID2 enthielt, auf eine G-25-S4u-
le aufgetragen, um das chaotrope Mittel zu entfernen. Die erhaltene Fraktion wurde anschlieRend in Gegen-
wart von Cu**-lonen auf die Chelating-Sepharose-FF-Saule (Pharmacia, UK) aufgetragen. Die Saule wurde
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mit 30 mM Imidazol gewaschen und das Protein mit 250 mM Imidazol eluiert. SchlieBlich wurde die reine Frak-
tion auf eine G-25-Saule aufgetragen, wodurch das Protein im Formulierungspuffer (PBS) erhalten wurde. Die-
ses Praparat wurde flr immunologische Studien verwendet.

Beispiel 43: Antigen-Charakterisierung von PID2

[0098] Die gereinigte Fraktion von PID2 wurde durch seine Erkennung durch unterschiedliche polyclonale Se-
ren und/oder murine monoclonale Antikérper und auch durch positive menschliche Seren gegen Dengue cha-
rakterisiert (Tabelle 51).

[0099] Die starkste Erkennung im Dot-Blotting wurde jeweils mit den HMAF-Anti-DEN-4 erhalten (wobei diese
starker ausgepragt waren als diejenigen, die mit PID1 erhalten wurden). Die Erkennung durch HMAF gegen
die anderen Serotypen war weniger stark ausgepragt als im Fall von Serotyp 4. Die durch andere Flaviviren,
wie Gelbfieber-Virus und Saint-Louis-Enzephalitis-Virus, erzeugten Antikdrper zeigten keinerlei Erkennung.
Schlief3lich wurde die Reaktivitat gegen flinf menschliche Seren mit hohen Titern und drei mit niedrigen Titern
gegen DEN-3 gemessen, wobei in beiden Fallen durch Western-Blotting und Dot-Blotting ein wesentliches Si-
gnal erhalten wurde.

Tabelle 51: Reaktivitat des Proteins PID2 gegen monoclonale und polyclonale Antikérper

Antikérper** Spezifitat*** PID2*
HMAF DEN-1 -
HMAF DEN-2 -
HMAF DEN-3 +
HMAF DEN-4 +++
HMAF EEE -
HMAF YFV -
HMAF SLV -
mAb 3H5 NT -

* Insgesamt wurden 10 ug des gereinigten PID2 angewendet. Die Intensitat des erhaltenen Signals wurde mit
+ bis ++ bewertet.

** HMAF wurden in der Verdinnung 1:100 verwendet, wahrend der mAb 3H5 in der Verdinnung 1:1000 ein-
gesetzt wurde.

*** EEE: Pferde-Enzephalitis-Virus; YFV: Gelbfieber-Virus; SLV: Saint-Louis-Enzephalitis-Virus; NT: Neutrali-
siert spezifischen Serotyp.

Beispiel 44: Charakterisieren der durch PID2 erzeugten Antikérperantwort

[0100] Insgesamt 25 Balb/c-Mause wurden mit 20 ug des gereinigten PID2 in Freundschem Adjuvans i.p. im-
munisiert; von zehn Tieren wurde nach vier Dosen Blut abgenommen und die Anti-DEN-Antikorper durch ELI-
SA bestimmt. Hohe Antikorpertiter gegen DEN-4 wurden erhalten, wahrend gegen die restlichen Serotypen
keine Reaktivitat erhalten wurde (Tabelle 52 und Tabelle 55). AuRerdem wurde der Hamagglutinations-Hemm-
test (HIA) durchgeflihrt, wobei nur positive Titer gegen DEN-4 gefunden wurden (Tabelle 53 und Tabelle 55).
SchlieBlich wurde der in vitro-Neutralisationstest durchgefuhrt, wobei Neutralisationstiter gegen DEN-4 von
1:1280 erhalten wurden (Tabelle 54). Keine Neutralisation der Virusinfektion wurde gegen die restlichen Sero-
typen gefunden (Tabelle 55).
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Tabelle 52: Antikorpertiter gegen DEN-4 der Seren, die nach Immunisieren von Mausen mit PID2 erhalten wur-

den
Maus Titer von Anti-DEN-4 | Titer von Anti-DEN-4
PID2 PBS Kontrolle (-)
1 1:64 000 <1:100
2 > 1:128 000 <1:100
3 1:128 000 <1:100
4 > 1:128 000 <1:100
5 1:64 000 <1:100
6 > 1:128 000 <1:100
7 > 1:128 000 <1:100
8 > 1:128 000 <1:100
9 > 1:128 000 <1:100
10 1:128 000 <1:100

Tabelle 53: HI-Titer der Seren aus den mit PID2 immunisierten Tieren

Maus | HI*-Titer von Anti-DEN-4 | Hi-Titer von Anti-DEN-4
(PID2) PBS Kontrolle (-)
1 1:320 <15
2 1:320 <15
3 1:640 <15
4 1:40 <15
5 <15 <15
6 1:320 <15
7 1:640 <15
8 1:640 <15
9 1:40 <15
10 1:320 <15

* Die HI-Titer waren als die héchste Verdiinnung definiert, die in der Lage war, die Hamagglutination von
Gans-Erythrozyten gegen acht Hamagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.
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Tabelle 54: Virus-Neutralisationstest mit den Seren von mit PID2 immunisierten Tieren

Maus | Neutralisierende Titer* Neutralisierende Titer*

von Anti-DEN-4 von Anti-DEN-4

PID2 PBS Kontrolle (-)
1 > 1:1280 <15
2 > 1:1280 <15
3 > 1:1280 <15
4 >1:1280 <15
5 1:640 <15
6 > 1:1280 <15
7 > 1:1280 <15
8 >1:1280 <15
9 1:640 <15
10 >1:1280 <15

* Die neutralisierenden Titer waren als die hochste Verdiinnung des Serums definiert, die eine Reduktion der
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

Tabelle 55: Test auf Kreuzreaktivitat gegen alle viralen Serotypen durch ELISA, HI und Virus-Neutralisation mit
den Seren von mit PID2 immunisierten Tieren

Gemisch von Seren* ELISA ELISA ELISA ELISA
(Anti-DEN-1) | (Anti-DEN-2) | (Anti-DEN-3) | (Anti-DEN-4)
1 (PID2) <1:100 <1:100 <1:100 > 1:128 000
2 (PID2) <1:100 <1:100 <1:100 1:64 000
Gemisch von Seren* HI** HI Hi Hi
Anti-DEN-1 Anti-DEN-2 Anti-DEN-3 Anti-DEN-4
PID2 <15 <15 <15 >1:320
Gemisch von Seren* Neutralis. Neutralis. Neutralis. Neutralis.
Titer*** Titer Titer Titer
Anti-DEN-1 Anti-DEN-2 Anti-DEN-3 Anti-DEN-4
1 (PID2) <15 <15 <15 > 1:1280
2 (PID2) <15 <15 <15 > 1:1280

* Jedes Gemisch bestand aus drei Seren.

** Die HI-Titer waren als die hochste Verdiinnung definiert, die in der Lage war, die Hamagglutination von
Gans-Erythrozyten gegen acht Hamagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.

*** Die neutralisierenden Titer waren als die hochste Verdiinnung des Serums definiert, die eine Reduktion der
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.
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Beispiel 45: Erhalten von pID3

[0101] Die Nucleotidsequenz, welche die Aminosauren von 286 bis 426 des Hullproteins des DEN-4-Virus co-
diert (SEQ ID NO: 46), wurde mit den im Sequenzprotokoll als SEQ ID NO: 19 und SEQ ID NO: 20 bezeich-
neten Oligonucleotiden aus dem DEN-4-Virusstamm amplifiziert (Zhao, B., Mackow, E. R., Buckler-White, A.
J., Markoff, L., Chancock, R. M., Lai, C.-J., Makino, Y., Cloning full-length Dengue type 4 viral DNA sequences:
Analysis of genes coding for structural proteins, Virology 1986, 155: 77-88).

[0102] Der Vektor wurde durch Spalten des Plasmids pD4 mit BamHI/BamHI erzeugt, welches die Nucleotid-
sequenz enthalt, die das MDH-Protein und eine Sequenz von sechs Histidinresten, ohne Stopp-Codon, codiert
(SEQ ID NO: 29). Diese Spaltung macht die Fusion des durch PCR amplifizierten Fragments hinter der C-ter-
minalen Region des MDH-Proteins mdglich. Nach dem Ligieren wurden die méglichen Rekombinanten durch
Restriktionsenzymspaltung analysiert und positive Clone sequenziert, um die Ubergénge zu tiberpriifen. Die
kompetenten Zellen W3110 wurden mit dem ausgewahlten Clon, der mit pID3 bezeichnet wurde (Fig. 12 und
SEQ ID NO: 51), transformiert. Nachdem die Kolonie in LB-Medium geziichtet worden war, wurde eine
SDS-PAGE des Zelllysats durchgefiihrt. Als Ergebnis wurde eine 80-kDa-Bande erhalten, die 20 % der gesam-
ten zellularen Proteine ausmachte. Die Grofie des erhaltenen Proteins entsprach der Summe der GréRRe des
MDH-Proteins und des DENe-Proteinfragments aus dem DEN-4-Virus. Das Protein wurde im Immunblotting
durch HMAF-Anti-DEN-4 erkannt und mit PID3 bezeichnet (SEQ ID NO: 52).

Beispiel 46: Reinigen des Proteins PID3

[0103] Die Biomasse, die aus dem mit pID3 transformierten und bei 37°C gezichteten E. coli-Stamm erhalten
wurde, wurde in einer French-Press aufgeschlossen. Das rekombinante Protein wurde in beiden Formen, der
I6slichen und der unldslichen Form, erhalten. Das Protein wurde aus der unldslichen Fraktion wurde unter Ver-
wendung von 6 M Harnstoff extrahiert und der Uberstand, der das Protein PID3 enthielt, auf eine G-25-S&ule
aufgetragen, um das chaotrope Mittel zu entfernen. Die erhaltene Fraktion wurde anschlieRend in Gegenwart
von Cu**-lonen auf die Chelating-Sepharose-FF-Saule (Pharmacia, UK) aufgetragen. Die Saule wurde mit 45
mM Imidazol gewaschen und das Protein mit 200 mM Imidazol eluiert. SchlieRlich wurde die reine Fraktion des
Proteins auf eine G-25-Saule aufgetragen, wodurch das Protein im Formulierungspuffer (PBS) erhalten wurde.
Dieses Praparat wurde fur immunologische Studien verwendet.

Beispiel 47: Antigen-Charakterisierung von PID3

[0104] Die gereinigte Fraktion von PID3 wurde durch seine Erkennung durch unterschiedliche polyclonale Se-
ren und/oder murine monoclonale Antikérper und auch durch positive menschliche Seren gegen Dengue cha-
rakterisiert (Tabelle 56).

[0105] Die starkste Erkennung im Dot-Blotting wurde jeweils mit den HMAF-Anti-DEN-4 erhalten. Die Erken-
nung durch HMAF gegen die anderen Serotypen war weniger stark ausgepragt als im Fall von Serotyp 4. Die
durch andere Flaviviren, wie Gelbfieber-Virus und Saint-Louis-Enzephalitis-Virus, erzeugten Antikdrper zeig-
ten keinerlei Erkennung. Schlief3lich wurde die Reaktivitat gegen drei menschliche Seren mit hohen Titern und
drei mit niedrigen Titern gegen DEN-4 gemessen, wobei in beiden Fallen durch Dot-Blotting und Western-Blot-
ting ein wesentliches Signal erhalten wurde.

Tabelle 56: Reaktivitat des Proteins PID3 gegen monoclonale und polyclonale Antikdrper

Antikérper** Spezifitat*** PID3*
HMAF DEN-1 -
HMAF DEN-2 -
HMAF DEN-3 +
HMAF DEN-4 +++
HMAF EEE -
HMAF YFV -
HMAF SLV -
mAb 3H5 NT -
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* Insgesamt wurden 10 ug des gereinigten PID3 angewendet. Die Intensitat des erhaltenen Signals wurde mit
+ bis ++ bewertet.

** HMAF wurden in der Verdinnung 1:100 verwendet, wahrend der mAb 3H5 in der Verdinnung 1:1000 ein-
gesetzt wurde.

*** EEE: Pferde-Enzephalitis-Virus; YFV: Gelbfieber-Virus; SLV: Saint-Louis-Enzephalitis-Virus; NT: Neutrali-
siert spezifischen Serotyp.

Beispiel 48: Charakterisieren der durch PID3 erzeugten Antikérperantwort

[0106] Insgesamt 25 Balb/c-Mause wurden mit 20 pg des gereinigten PAZ3 in Freundschem Adjuvans i.p. im-
munisiert; von zehn Tieren wurde nach vier Dosen Blut abgenommen und die Anti-DEN-Antikorper durch ELI-
SA bestimmt. Hohe Antikorpertiter gegen DEN-4 wurden erhalten, wahrend gegen die restlichen Serotypen
keine Reaktivitat erhalten wurde (Tabelle 57 und Tabelle 60). AuRerdem wurde der Hdmagglutinations-Hemm-
test (HIA) durchgeflihrt, wobei nur positive Titer gegen DEN-4 gefunden wurden (Tabelle 58 und Tabelle 60).
SchlieBBlich wurde der in vitro-Neutralisationstest durchgefuhrt, wobei Neutralisationstiter gegen DEN-4 von
1:1280 erhalten wurden (Tabelle 59). Keine Neutralisation der Virusinfektion wurde gegen die restlichen Sero-
typen gefunden (Tabelle 60).

Tabelle 57: Antikorpertiter gegen DEN-4 der Seren, die nach Immunisieren von Mausen mit PID3 erhalten wur-

den
Maus Titer von Anti-DEN-4 | Titer von Anti-DEN-4
(PID3) PBS Kontrolle (-)
1 > 1:128 000 <1:100
2 > 1:128 000 <1:100
3 > 1:128 000 <1:100
4 1:64 000 <1:100
5 1:64 000 <1:100
6 >1:128 000 <1:100
7 1:128 000 <1:100
8 > 1:128 000 <1:100
9 1:128 000 <1:100
10 > 1:128 000 < 1:100

46/113



DE 602 17 129 T2 2007.10.31

Tabelle 58: HI-Titer der Seren aus den mit PID3 immunisierten Tieren

Maus | HI*-Titer von Anti-DEN-4 | HI-Titer von Anti-DEN-4
PID3 PBS Kontrolle (-)
1 > 1:640 <15
2 1:320 <15
3 > 1:640 <15
4 > 1:640 <15
5 <15 <15
6 > 1:640 <15
7 1:320 <15
8 > 1:640 <15
9 1:320 <15
10 > 1:640 <15

* Die HI-Titer waren als die héchste Verdlinnung definiert, die in der Lage war, die Hdmagglutination von
Gans-Erythrozyten gegen acht Hamagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.

Tabelle 59: Virus-Neutralisationstest mit den Seren von mit PID3 immunisierten Tieren

Maus | Neutralisierende Titer* Neutralisierende Titer*

von Anti-DEN-4 von Anti-DEN-4

PID3 PBS Kontrolle (-)
1 > 1:1280 <15
2 > 1:1280 <15
3 > 1:1280 <1:5
4 > 1:1280 <15
5 > 1:1280 <15
6 > 1:1280 <15
7 > 1:1280 <15
8 1:640 <15
9 >1:1280 <15
10 > 1:1280 <15

* Die neutralisierenden Titer waren als die hochste Verdiinnung des Serums definiert, die eine Reduktion der
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.
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Tabelle 60: Test auf Kreuzreaktivitat gegen alle viralen Serotypen durch ELISA, HI und Virus-Neutralisation mit
den Seren von mit PID3 immunisierten Tieren

Gemisch von Seren* ELISA ELISA ELISA ELISA
(Anti-DEN-1) | (Anti-DEN-2) | (Anti-DEN-3) | (Anti-DEN-4)
1 (PID3) <1:100 <1:100 <1:100 > 1:128 000
2 (PID3) <1:100 <1:100 <1:100 1:128 000
Gemisch von Seren* HI** Hi HI HI
Anti-DEN-1 Anti-DEN-2 Anti-DEN-3 Anti-DEN-4
PID3 <15 <15 <15 > 1:320
Gemisch von Seren* Neutralis. Neutralis. Neutralis. Neutralis.
Titer*** Titer Titer Titer
Anti-DEN-1 Anti-DEN-2 Anti-DEN-3 Anti-DEN-4
1 (PID3) <15 <15 <15 > 1:1280
2 (PID3) <15 <15 <15 > 1:1280

* Jedes Gemisch bestand aus drei Seren.

** Die HI-Titer waren als die hdchste Verdiinnung definiert, die in der Lage war, die Hadmagglutination von
Gans-Erythrozyten gegen acht Hamagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.

*** Die neutralisierenden Titer waren als die héchste Verdliinnung des Serums definiert, die eine Reduktion der
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

Beispiel 49: Erhalten von pD4D2

[0107] Die Nucleotidsequenz, welche die Aminosduren von 286 bis 426 des E-Proteins des DEN-4-Virus co-
diert (SEQ ID NO: 46), wurde mit den im Sequenzprotokoll als SEQ ID NO: 16 und SEQ ID NO: 21 bezeich-
neten Oligonucleotiden aus dem DEN-4-Virusstamm amplifiziert (Zhao, B., Mackow, E. R., Buckler-White, A.
J., Markoff, L., Chancock, R. M., Lai, C.-J., Makino, Y., Cloning full-length Dengue type 4 viral DNA sequences:
Analysis of genes coding for structural proteins, Virology 1986, 155: 77-88).

[0108] Der Vektor wurde durch Spalten des Plasmids pLL3 mit Xbal/Xbal erzeugt, welches das MDH-Gen
plus eine Sequenz von sechs Histidinresten in der 3'-Region des Gens und die Sequenz des E-Fragments aus
DEN-2 im 3'-Ende enthalt. Als Ergebnis wurden zwei Regionen des E-Proteins der Serotypen 2 und 4 erhalten,
die an dasselbe MDH-Gen fusioniert waren. Nach dem Ligieren wurden die méglichen Rekombinanten durch
Restriktionsenzymspaltung analysiert und positive Clone sequenziert, um die Ubergénge zu uberpriifen. Die
kompetenten Zellen MM294 wurden mit dem ausgewahlten Clon, der mit pD4D2 bezeichnet wurde (Eig. 13
und SEQ ID NO: 53), transformiert. Nachdem die Kolonie in LB-Medium gezlichtet worden war, wurde eine
SDS-PAGE des Zelllysats durchgefiihrt. Als Ergebnis wurde eine 110-kDa-Bande erhalten, die 20 % der ge-
samten zellularen Proteine ausmachte. Die Grolie des erhaltenen Proteins entsprach der Summe des
MDH-Proteins und der zwei Fragmente des DENe-Proteins des Dengue-Virus. Dieses Protein wurde durch die
in den HMAF enthaltenen polyclonalen Anti-DEN-2- und Anti-DEN-4-Antikdrper erkannt. Dieses Protein wurde
mit PD4D2 bezeichnet (SEQ ID NO: 54).

Beispiel 50: Reinigen des Proteins PD4D2

[0109] Die Biomasse, die aus dem mit pD4D2 transformierten und bei 37°C gezlchteten E. coli-Stamm er-
halten wurde, wurde in einer French-Press aufgeschlossen. Das rekombinante Protein wurde 16slich oder un-
I6slich erhalten. Das Protein wurde aus dem Pellet mit 6 M Harnstoff extrahiert und der Uberstand, der das
Protein PD4D2 enthielt, auf eine G-25-S&ule aufgetragen, um das chaotrope Mittel zu entfernen. Die erhaltene
Fraktion wurde anschlieend in Gegenwart von Cu**-lonen auf die Chelating-Sepharose-FF-Saule (Pharma-
cia, UK) aufgetragen. Ein Waschschritt mit 30 mM Imidazol wurde durchgefiihrt und das Protein sodann mit
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250 mM Imidazol eluiert. Schlief3lich wurde das reine Praparat auf eine G-25-Saule aufgetragen, wodurch das
Protein im Formulierungspuffer (PBS) erhalten wurde, und dieses wurde sodann fir immunologische Studien
verwendet.

Beispiel 51: Antigen-Charakterisierung von PD4D2

[0110] Die gereinigte Fraktion von PD4D2 wurde durch seine Erkennung durch unterschiedliche polyclonale
Seren und/oder murine monoclonale Antikérper und auch durch positive menschliche Seren gegen Dengue
charakterisiert (Tabelle 61).

[0111] Die starkste Erkennung im Dot-Blotting wurde jeweils mit den HMAF-Anti-DEN-2 und Anti-DEN-4 er-
halten. Die Erkennung durch die zwei anderen Serotypen war weniger stark ausgepragt als im Fall der Sero-
typen 2 und 4. Die durch andere Flaviviren, wie Gelbfieber-Virus und Saint-Louis-Enzephalitis-Virus, erzeugten
Antikorper zeigten keinerlei Erkennung. Andererseits zeigte der mAb 3H5 tatsachlich eine Reaktivitat, die ahn-
lich war wie diejenige, die fur PLL2 und PLL3 erhalten wurde. SchlieBlich wurde die Reaktivitat gegen mensch-
liche Seren mit hohen Titern und mit niedrigen Titern gegen DEN-2 und DEN-4 gemessen, wobei in beiden
Fallen durch Western-Blotting und Dot-Blotting ein wesentliches Signal erhalten wurde.

Tabelle 61: Reaktivitat des Proteins PD4D2 gegen monoclonale und golyclonale Antikérper

Antikérper** Spezifitat*** PD4D2*
HMAF DEN-1 -
HMAF DEN-2 +++
HMAF DEN-3 -
HMAF DEN-4 +++
HMAF EEE -
HMAF YFV -
HMAF SLV -
mAb 3H5 NT -

* Insgesamt wurden 10 ug des gereinigten PD4D2 angewendet. Die Intensitat des erhaltenen Signals wurde
mit + bis ++ bewertet.

** HMAF wurden in der Verdiinnung 1:100 verwendet, wahrend der mAb 3H5 in der Verdinnung 1:1000 ein-
gesetzt wurde.

*** EEE: Pferde-Enzephalitis-Virus; YFV: Gelbfieber-Virus; SLV: Saint-Louis-Enzephalitis-Virus; NT: Neutrali-
siert spezifischen Serotyp.

Beispiel 52: Charakterisieren der durch PD4D2 erzeugten Antikérperantwort

[0112] Insgesamt 25 Balb/c-Mause wurden mit 20 ug des gereinigten PD4D2 in Freundschem Adjuvans i.p.
immunisiert; von zehn Tieren wurde nach vier Dosen Blut abgenommen und die Anti-DEN-Antikérper durch
ELISA bestimmt. Hohe Antikorpertiter gegen DEN-2 und DEN-4 wurden erhalten, wahrend gegen die restli-
chen Serotypen keine Reaktivitat erhalten wurde (Tabelle 62 und Tabelle 65). Aulierdem wurde der Hamag-
glutinations-Hemmtest (HIA) durchgeflhrt, wobei nur positive Titer gegen DEN-2 und DEN-4 gefunden wurden
(Tabelle 63 und Tabelle 65). SchlieRlich wurde der in vitro-Neutralisationstest durchgefiihrt, wobei Neutralisa-
tionstiter gegen DEN-2 von > 1:1280 und gegen DEN-4 von > 1:1280 erhalten wurden (Tabelle 64). Keine Neu-
tralisation der Virusinfektion wurde gegen die restlichen Serotypen gefunden (Tabelle 65).
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erhalten wurden

Maus ELISA-Titer ELISA-Titer
(PD4D2) PBS Kontrolle (-)
Anti-DEN-4 | Anti-DEN-2 | Anti-DEN-4 | Anti-DEN-2
1 >1:128 000 | > 1:128 000 <1:100 <1:100
2 1:128 000 1:128 000 <1:100 <1:100
3 >1:128 000 | > 1:128 000 <1:100 <1:100
4 > 1:128 000 | > 1:128 000 <1:100 <1:100
5 1:64 000 | >1:128 000 <1:100 <1:100
6 >1:128 000 | 1:128 000 <1:100 <1:100
7 1:64 000 | >1:128 000 < 1:100 < 1:100
8 >1:128 000 | > 1:128 000 <1:100 <1:100
9 >1:128 000 | 1:128 000 <1:100 <1:100
10 1:128 000 | > 1:128 000 <1:100 <1:100
Tabelle 63: HI-Titer der Seren aus den mit PD4D2 immunisierten Tieren
Maus HI*-Titer HI-Titer
(PD4D2) PBS Kontrolle (-)
Anti-DEN-4 | Anti-DEN-2 | Anti-DEN-4 | Anti-DEN-2

1 > 1:640 > 1:640 <15 <15
2 > 1:640 > 1:640 <15 <15
3 > 1:640 1:320 <15 <15
4 > 1:640 > 1:640 <135 <1:5
5 1:320 1:640 <15 <15
6 > 1:640 > 1:640 <15 <15
7 > 1:640 > 1:640 <15 <15
8 1:320 1:320 <15 <1:5
9 1:320 1:320 <135 <15
10 > 1:640 >1:640 <15 <15

* Die HI-Titer waren als die héchste Verdiinnung definiert, die in der Lage war, die Hamagglutination von
Gans-Erythrozyten gegen acht Hamagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.
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Tabelle 64: Virus-Neutralisationstest mit den Seren von mit PD4D2 immunisierten Tieren

Maus | Neutralisierende Titer* Neutralisierende Titer*
(PD4D2) PBS Kontrolle (-)
Anti-DEN-4 | Anti-DEN-2 | Anti-DEN-4 | Anti-DEN-2
1 > 1:1280 >1:1280 <15 <15
2 >1:1280 > 1:1280 <15 <15
3 1:1280 1:1280 <15 <15
4 >1:1280 >1:1280 <15 <15
5 1:640 1:1280 <15 <15
6 > 1:1280 > 1:1280 <15 <15
7 > 1:1280 > 1:1280 <15 <1:5
8 1:640 >1:1280 <15 <15
9 > 1:1280 > 1:1280 <1:5 <15
10 > 1:1280 > 1:1280 <15 <15

* Die neutralisierenden Titer waren als die hochste Verdiinnung des Serums definiert, die eine Reduktion der

Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

Tabelle 65: Test auf Kreuzreaktivitat gegen alle viralen Serotypen durch ELISA, HI und Virus-Neutralisation mit

den Seren von mit PD4D2 immunisierten Tieren

* Jedes Gemisch bestand aus drei Seren.

** Die HI-Titer waren als die hochste Verdiinnung definiert, die in der Lage war, die Hamagglutination von

Gans-Erythrozyten gegen acht Hamagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.

*** Die neutralisierenden Titer waren als die hochste Verdiinnung des Serums definiert, die eine Reduktion der

Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.
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Gemisch von Seren* ELISA ELISA ELISA ELISA
(Anti-DEN-1) | (Anti-DEN-2) | (Anti-DEN-3) | (Anti-DEN-4)
1 (PD4D2) <1:100 > 1:128 000 <1:100 1:64 000
2 (PD4D2) < 1:100 > 1:128 000 <1:100 >1:128 000
Gemisch von Seren* HI** HI HI HI
Anti-DEN-1 Anti-DEN-2 Anti-DEN-3 Anti-DEN-4
PD4D2 <15 >1:320 <15 > 1:320
Gemisch von Seren* Neutralis. Neutralis. Neutralis. Neutralis.
Titer*** Titer Titer Titer
Anti-DEN-1 Anti-DEN-2 Anti-DEN-3 Anti-DEN-4
1 (PD4D2) <15 > 1:1280 <15 > 1:1280
2 (PD4D2) <15 >1:1280 <15 >1:1280
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Beispiel 53: Test des Schutzes

[0113] Zum Ermitteln des Schutzes, welchen die Mause, die mit allen getesteten Varianten immunisiert wor-
den waren, bei der Infektion mit einem homologen letalen DEN aufwiesen, wurden 15 Mause jeder Gruppe
verwendet. Jedes Tier erhielt eine Dosis von 100 LD, des letalen DEN durch intrakraniale Verabreichung, und
sodann wurden die Tiere wahrend 21 Tagen beobachtet, um den prozentualen Anteil an Letalitat zu ermitteln.
Als positive Kontrollen dienten Gruppen von 15 Mausen, die mit den vier Viruspraparaten (DEN-1, DEN-2,
DEN-3 und DEN-4) immunisiert wurden. Alle Mause dieser Kontrollgruppen tberlebten, wahrend die Mause
aus der negativen Kontrollgruppe innerhalb von sieben bis elf Tagen nach der Infektion krank wurden; deshalb
wurde eine Mortalitéat von 100 % erreicht. Schlief3lich hatten die mit den Fusionsproteinen immunisierten Grup-
pen, die untersucht wurden, einen Schutz zwischen 80 % und 100 %, und in allen Fallen wurden signifikante
Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe gefunden (Tabelle 66).

Tabelle 66: Prozentualer Anteil von Gberlebenden Mausen, die mit den Proteinvarianten immunisiert wurden,
getestet bei einer Infektion mit dem homologen letalen Dengue-Virus

Immunogen Prozentualer Anteil von
Uberlebenden*
PBS 0
DEN-1 100
DEN-2 100
DEN-3 100
DEN-4 100
PLL1 86
PLL2 100
PLL3 100
PLH1 80
PLH2 100
PLH3 100
PAZ1 80
PAZ2 100
PAZ3 100
PID1 86
PID2 100
PID3 100
PD4D2 100 (DEN-4)
100 (DEN-2)

* Berechnet wurde: (Anzahl von (iberlebenden Mausen)/(Gesamtzahl von M&usen). Die Ergebnisse der Uber-
lebenden wurden 21 Tage nach der Infektion genommen. Im Fall von Mausen, die mit pD4D2 immunisiert wor-
den waren, wurden 15 Tiere mit DEN-4 und 15 mit DEN-2 infiziert.

Beispiel 54: Lymphoproliferative Antwort

[0114] Tiere aus verschiedenen Gruppen, immunisiert mit den chimaren Proteinen, welche das E-Fragment
von DEN-2 enthielten (PLL1, PLL2 und PLL3), und eine Plazebogruppe wurden 15 Tage nach der letzten Dosis
getdtet. Danach wurde jeweils die Milz der Tiere entnommen und die lymphoproliferative Antwort gegen die
vier Serotypen des Dengue-Virus untersucht. Tabelle 67 zeigt die Ergebnisse der erhaltenen Stimulationsindi-
zes, die deutlich machen, dass eine Serotyp-spezifische Antwort erreicht wurde.
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Tabelle 67: Stimulationsindizes gegen die vier Dengue-Virus-Serotypen von Lymphozyten aus Mausen, die mit
PLL1. PLL2 und PLL3 immunisiert wurden

PLL1 PLL2 PLL3 Kontrolle (-)
DEN-1 1,3* 1,0 0,8 1,2
DEN-2 12,5 10,3 8,9 1,4
DEN-3 1,0 1,6 1,8 1,4
DEN-4 1,7 1,5 1,7 1,1
Kontroll-Antigen 1,1 1,0 1,3 0,9
PHA** 13,3 16,5 11,1 12,0

* Stimulationsindex: Quotient der Zahlimpulse pro Minute der spontanen DNA-Synthese der Proben und der
Zahlimpulse pro Minute der Kontrolle
** Mitogen: Phytohdmagglutinin
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SEQUENZPROTOKOLL

<110> CENTER FOR GENETIC ENGINEERING AND BIOTECHNOLOGY

<120> CHIMARISCHE NUKLEINSAUREN KODIEREND FUR PROTEINE, DIE EF-
FEKTE GEGEN VIREN INDUZIEREN

<130> Dengue

<140>
<141>

<160> 54
<170> Patentln Ver. 2.1

<210> 1

<211> 25

<212> DNA

<213> Escherichia coli

<220>

<€221> Primer (“primer_bind")

<€222> {1)..(25)

€223> sequenz des Xba-I-Primers fir dle Amplifikation eines DENe-2-Fragments

<400> 1
cttctagaca ggctgcgcat ggaca 25

<210> 2

<211> 29

<212> DNA

<213> Escherichia coli

<220>

<221> Primer ("primer_bind")

<222> (1)..(29)

<223> sequenz des Bam-HI-Primers fiir dle Amplifikation eines DENe-2-Fragments

<400> 2
gtggatcctt accctcccag gottccaas 29

<210> 3

<211> 25

<212> DNA

<213> Escherichia coli

<220>
<221> Primer ("primer_bind")

<222> (1)..(25)
<223> Sequenz des Eco-RI-Primers fiir die Amplifikation elnes DENe-2-Fragments

<400> 3
atgaattcac gcctcccaga gatce 25
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<210> ¢

<211> 21

<212> DNA

<213> Escherichia coli

<220>

<221> Primer ("primer_bind")

<222> (1)..(21)

<223> Sequenz des Bam-HI-Primers fiir die Amplifikation elnes DENe-2-Fragments

<400> 4

cttggatceca ggctgagaat g 21
<210> 5

<211> 31

<212> DNA

<213> Escherichia coli

<220>

<221> Primer ("primer_bind")

<222> (1)..(31)

<223> Sequenz des Bam-Hi-Primers fiir die Amplifikation eines DENe-2-Fragments
<400> 5

gaggatcctt aaccacccag agacccaaaa t 31
<210> 6

<211> 25

<212> DNA

<213> Escherichia coli

<220>

<221> Primer ("primer_bind")

<222> (1)..(25)

<223> Sequenz des Xba-I-Primers fiir die Amplifikation eines DENe-1-Fragments
<400> 6

cttctagaca ggctcaaaat ggata 25
<210> 7

<211> 28

<212> DNA

<213> Escherichia coli

<220>

<221> Primer ("primer_bind")

<222> (1)..(28)

<223> Sequenz des Bam-HI-Primers fiir die Amplifikation eines DENe-1-Fragments
<400> 7

gaggatcctt acccgccaat agaaccga 28
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<210> 8

<211> 25

<212> DNA

<213> Escherichia coli

<220>

<221> Primer ("primer_bind")

<222> (1)..1{29)

<€223> Sequenz des Eco-RI-Primers fiir die Amplifikation eines DENe-1-Fragments

<400> 8
acgaattcac ccetectata gatee 25

<210> 9

<211> 24

<212> ONA

<213> Escherichia coli

<220>
<221> Primer ("primer_bind")

222> (1)..(24)
<223> Sequenz des Bam-HI-Primers fiir dle Amplifikatlon eines DENe-1-Fragments

<400> 9
acaccttgga tccagactaa aaat 24

<210> 10
<211> 26
<212> DNA
<213> Escherichia coli

<220>
<221> Primer ("primer_bind")

<222> (1)..126)
<223> Sequenz des Bam-HI-Primers fiir die Ampilifikation eines DENe-1-Fragments

<400> 10
ceggatcegt gaattaccca cctata 26

<210> 11
<211> 29
<212> DNA
<213> Escherichia coli

<220>
<221> Primer (“primer_bind")

<222> (1)..(29) _
<223> sequenz des Xba-I-Primers fiir die Amplifikation eines DENe-3-Fragments

<400> 11
tttctagata gactcaagat ggacaaatt 29

<210> 12
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<211> 28
<212> DNA
<213> Escherichia coli

<220>

<221> Primer (“primer_bind")

<€222> (1)..(28)

<223> Sequenz des Bam-HI-Primers fiir die Amplifikation eines DENe-3-Fragments

<400> 12
gaggatcctt aaccacccac tgaaccaa 28

<210> 13

<211> 25

<212> DNA

<213> Escherichia coli

<220>

<221> Primer ("primer_bind")

<222> {1)..(25)

<223> Sequenz des Eco-RI-Primers fiir dle Amplifikation eines DENe-3-Fragments

<400> 13
aagaattcac accacccaca gatec 25

<210> 14

<211> 23

<212> DNA )
<213> Escherichia coli

<220>
<221> Primer ("primer_bind")

<222> (1)..(23)
<223> Sequenz des Bam-HI-Primers fiir dle Amplifikation eines DENe-3-Fragments

<400> 14
acttaggatc cagactcaag atg 23

<210> 15

<211> 26

<212> DNA

<213> Escherichia coli

<220>
<221> Primer (“primer_bind")

<222> (1)..(26)
<223> Sequenz des Bam-HI-Primers fiir die Amplifikation eines DENe-3-Fragments

<400> 15
gaggatcctt aaccacccac tgaacc 26

<210> 16
<211> 30
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<212> DNA
<213> Escherichia coli

<220>

<221> Primer ("primer_bind")

<222> (1)..(30)

<223> Sequenz des Xba-I-Primers fiir die Amplifikation eines DENe-4-Fragments

<400> 16
cttctagaca aagtgcgtat ggagaaattg 30

<210> 17

<211> 28

<212> ONA

<213> Escherichia coli

<220>

<221> Primer ("primer_bind")

<222> (1)..(29)

<223> Sequenz des Bam-HI-Primers fiir dle Amplifikation elnes DENe-4-Fragments

<400> 17
gaggatcctt aaccaccaac agaaccaa 28

<210> 18

<211> 25

<212> DNA

<213> Escherichia coli

<220>

<€221> Primer ("primer_bind")

<€222> (1)..(2%)

<223> Sequenz des Eco-RI-Primers fiir dle Amplifikation eines DENe-4-Fragments

<400> 18
atgaattcag tccaccaacg ctace 25

<210> 19

<211> 27

<212> DNA

<213> Escherichia coli

<220>

<221> Primer ("primer_bind")

<222> (1)..(27)

<223> Sequenz des Bam-HI-Primers fiir die Amplifikation elnes DENe-4-Fragments

<400> 19
ggccatctag gatccaaagt gcgtatg 27

<210> 20
<211> 28
<212> DNA
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<213> Escherichia coli

<220>

<221> Primer ("primer_bind")

<222> (1)..(28)

<223> Sequenz des Bam-HI-Primers fiir die Amplifikation eines DENe4-Fragments

<400> 20

gaggatcctt agccaccaac cgaaccaa 28

<€210> 21

<211> 26

<212> DNA

<213> Escherichia coli

<220>
<€221> Primer ("primer_bind")

<222> (1)..(26)
<223> Sequenz des Xba-l-Primers fiir dle Amplifikation eines DENe-4-Fragments

<400> 21

attctagaag accaccaacg gaacca 26

<210> 22
<211> 429
<212> DNA
<213> Escherichia coli

<220>
<221> Gen

<222> (1)..{426)

<223> Nucleotidsequenz, welche dle Aminoséuren 286 bis 426 des DEN-2-Hiillproteins

codiert

<400> 22
gacaggotga gaatggacaa actacagctc aaaggaatgt catactctat gtgtacagga 60

aagtttaaaa ttgtgaagga aatagcagaa acacaacatg gaacaatagt tatcagagta 120
caatatgaag gggacggctce tccatgtaag atcccttttg agataatgga tttggaaaaa 180
agacacgtct taggtcgcct gattacagtt aacccgatcg taacagaaaa agatagcecca 240
gtcaacatag aagcagaacc tccattcgga gacagctaca tcatcatagg agtagagccg 300
ggacaattga aactcaactg gtttaagaaa ggaagttcca tcggccaaat gtttgagaca 360
acaatgagag gagcgaagag aatggccatt ttaggtgaca cagectggga ttttggatcc 420
ctgggagga 429

<210> 23

<211> 168

<212> DNA

<213> Escherichia coli

<220>

<221> Gen

<€222> (1)..(168)

<€223> Nucleotldsequenz, welche dle ersten 45 Aminosiuren der MDH codlert
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atgggccacc accaccacca ccacgccatg gtagataaaa gaatggcettt agttgaattg 60
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aaagtgcccg acattggcgg aacagaaaat gtagatatta tcgeggttga agtaaacgtg
ggcgacacta ttgctgtgga cgataccctg attactttgg atctagac

24
603
DNA

<210>
<211>
<212>
<21

<220>
<221>
<222>
<223>

Gen

<400> 24
atgggccacc
aaagtgcccyg
ggcgacacta
gacaaactac
aaggaaatag
ggctctccat
cgcctgatta
gaacctccat
aactggttta
aagagaatgg
tce

25
195
PRT

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

<220>
<221>
<222>
<223>

Kette

<400> 25

His His His His

1

(1)..
Nucleotidsequenz, welche das chimire Protein In dem Plasmid pLL1 codiert

{603)

accaccacca
acattggcgg
ttgctgtgga
agctcaaagg
cagaaacaca
gtaagatcce
cagttaaccc
tcggagacag
agaaaggaag
ccattttaog

{1)..(1935)
Aminosduresequenz des Proteins PLL1

5

Escherichia coll

ccacgccatg
aacagaaaat
cgataccctg
aatgtcatac
acatggaaca
ttttgagata
gatcgtaaca
ctacatcate
ttccatcgge
tgacacagcce

Escherichia coli

His His Met Val Asp Lys

gtagataaaa
gtagatatta
attactttgqg
tctatgtgta
atagttatca
atggatttgg
gaaaaagata
ataggagtag
caaatgtttg
tgggattttg

Arg
10

Leu Lys Val Pro Asp Ile Gly Gly His Glu Asn

Vval Glu Val Asn

20

35

Thr Leu Asp lLsu Asp Arg Leu
55

50

Met Ser Tyr Ser

65

Ala Glu Thr Gln

Asp Gly Ser Pro

His G
85

Met Cys Thr

Cys Lys Ile

val Gly Asp Thr Ile Ala

40

70

ly Thr

Arg Met

Gly Lys

Ile Val

Pro Phe

25

Val

Asp Lys

Phe Lys

75

Ile
90

Arg

Glu Ile

gaatggcttt
tcgeggttga
atctagacag
caggaaagtt
gagtacaata
aaaaaagaca
gcccagtcaa
ageccgggaca
agacaacaat
gaagcetgygg

Met Ala Leu

Val Asp Ile
30

Asp Asp
45

Thr

Leu Gln
60

Leu

Ile Val Lys

Val Gln Tyr

Met Asp Leu
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agttgaattg
agtaaacgtg
gctgegeatg
taaaattgtg
tgaaggggac
cgtcttaggt
catagaagca
attgaaactc
gagaggagcg
agggtaagga

Val Glu
15

Ile Ala

Leu Ile

Lys Gly

Glu Ile
80

Glu Gly
95

Glu Lys

120
168

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
603



Arg His

115

Asp
130

Lys

Tyr Lle

145

Lys Lys
Lys

Gly
195

Leu Gly

26
1851
DNA

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

<220>
<221>
<222>
<223>

Gen
{1)..

<400> 26

atgggccacc
aaagtgcccg
ggcgacacta
gaactagtgg
gttgcaggcg
ttgattgtcg
geecceggege
ggttctgeeg
gctgeatttg
ttgggcggey
gcegttatceg
ctcgacatcg
ttggcaggta
gatccgcace
accggegaga
accaaactge
ctgaaagaag
ggtacggttt
atgcaaggceg
gacaacatta
gttacctttg
gcecgecggee
accgatcgeg
gccatcggeg
gttgccgecg
gttgectaca
tccggccgeca
aacggttgcg
ggcggcggca

100
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105

120

135

150

165

180

Escherichia coli

(1851)

accaccacca
acattggcgg
ttgectgtgga
atcceceggg
tagtcaaaga
tegttgaage
aagaagccece
atgccgagta
ccgetgecga
tttgectgaa
acgaagtgcg
atatgcttcg
tggcgasaag
acttggaagt
aaaaaatcgt
cttrcattce
taccgggcaa
acagcacgct
cagaccgcga
tggtcaacac
aaggcgcgaa
gcgegeccaa
gcttcatcga
acatcgtcgg
aaaactgcge
cttcceccega
aaatcaccaa
acaagccgtt
ttgtcggtce

155

170

185

ccacgccatg
aacagaaaat
cgataccctg
ctgcaggaat
agttaaagtt
tgaaggcacg
taaagctgcce
cgacgtggtc
tgaaggcttg
cgtcggetgt
ccacttgget
cgcctacaaa
ccgtaaagtg
gtegcetgact
tgccttcaaa
tgaagatccg
actgctgatt
gggttegegt
tttggtaaaa
caaaaccgtt
cgcgectaaa
cggcaaacte
agtggacaaa
tcagccgatg
cggccacaaa
agtggegtgg
agccaacttce
taccaagctg
gaacggtggce

gtagataaaa
gtagatatta
attactttgg
tcgatgaatt
aaagtcggceg
gcagccgete
geteetgete
gtattgggtg
aaagtcgeca
atcccttcca
gccaacggta
gacggcgtag
gacgttatcc
gccggcegacy
aactgtatca
cgcatcatcg
atcggeggeg
ttggatgtgg
gtatggcaaa
gcagttgage
gagcegcaac
atcagcgcgg
caaatgegta
ttggcgcaca
gcctactteg
gtgggcgaaa
ccgtgggcgy
atttttgatg
gatatgatcg

110

125

140

Val Leu Gly Arg Leu Ile Thr Val Asn Pro Ile val Thr Glu
Ser Pro val Asn Ile Glu Ala Glu Pro Pro Phe Gly Asp Ser

Ile Ile Gly Val Glu Pro Gly Gln Leu Lys Leu Asn Trp Phe

160

Gly Ser Ser Ile Gly Gln Met Phe Glu Thr Thr Met Arg Gly

175

Arg Met Ala Ile Leu Gly Asp Thr Ala Trp Asp Phe Gly Ser

190

Nucleotidsequenz der MDH in dem Plasmid pM84 His

gaatggcttt
tcgeggttga
atctagattt
cgatggacgt
acaaaatctc
ctaaagecga
cgcaagcecge
gcggtceegg
tcgtcgaacg
aagcettgtt
tcaaatacce
tttcecgect
aaggcgacqg
cgtacgaaca
ttgcagcagg
attccagcgg
gcattatcgg
ttgaaatgat
aacaaaacga
cgaaagaaga
gctacgatge
aaaaagcagg
ccaatgtgcee
aagccgttca
acgcacgegt
ccgaactgtce
ctteccggeeg
ccgaaaccgg
gcgaagtetg
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agttgaattg
agtaaacgtyg
ggatctagaa
acctgctgaa
tgaaggtggt
agcggcetgee
gcaattcggce
cggttactce
ttacaaaact
gcacaatgce
cgagccggaa
cacgggceggt
gcaattctta
ggcagceccect
cagccgegta
cgcattggct
cctcgagatg
ggacggectyg
ataccgttte
cggcgtttac
cgtattggtt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260

cgttgeccgta 1320

gcacatctac

1380

cgaaggcecac 1440
gattceggge 1500
cgccaaagce 1560
tgcgattgee 1620
ccgcatcate 1680
ccttgccate 1740
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gaaatgggct gcgacgcggce. agacatcgge aaaaccatce accegcacee gggcgaatce 1800
atcggtatgg cggcggaagt ggcattgggt acttgtaccg acaaaaaaaa a

<210> 27
<211> 2253
<212> ONA

<213> Escherichia coli

<220>
<221> Gen

<222> (1)..(2253)
<223> Nucleotidsequenz des chimdren Proteins in dem Plasmid pLL2

<400> 27

atgggccacce
aaagtgcccg
ggcgacacta
aggctgcgea
tttaaaattqg
tatgaagggg
cacgtcttag
aacatagaag
caattgaaac
atgagaggag
ggaggcgtga
gaagttaaagqg
gctgaaggca
cctaaagctg
tacgacgtgg
gat:gaaggct
aacgtcggct
cgccacttgg
cgcgectaca
agccgtaaag
gtgtcgetga
gttgccttca
cctgaagate
aaactgctga
ctgggttcge
gatttggtaa
accaaaaccg
aacgcgcecta
aacggcaaac
gaagtggaca
ggtcagccga
gccggccaca
gaagtggcgt
aaagccaact
tttaccaage
ccgaacggtyg
gcagacatcg
gtggcattgg

<210> 28
<211> 748
<212> PR?T

<213> Escherichia coli

<220>

accaccacca
acattggegg
ttgctgtgga
tggacaaact
tgaaggaaat
acggctctcee
gtcgcetgat
cagaacctce
tcaactggtt
cgaagagaat
attcgatgaa
ttaaagtcgg
cggcagecge
ccgctectge
tcgtattggg
tgaaagtege
gtatccctte
ctgccaacgg
aagacggcqt
tggacgttat
ctgccggega
aaaactgtat
egcgeatcat
ttatcggcgg
gtttggatgt
aagtatggca
ttgcagttga
aagagccgea
tcatcagege
aacaaatgcg
tgttggcgea
aagcctactt
gggtgggcga
teccgtggge
tgatttttga
gcgatatgat
gcaaaaccat
gtacttgtac

ccacgccatg
aacagaaaat
cgataccctg
acagctcaaa
agcagaaaca
atgtaagatc
tacagttaac
attcggagac
taagaaagga
ggccatttta
ttcgatggac
cgacaaaatc
tcctaaagee
tccgeaagee
tggcggtcce
catcgtecgaa
caaagccttyg
tatcaaatac
agtttccege
ccaaggcgac
cgcgtacgaa
cattgcagca
cgattccagce
cggcattatc
ggttgaaatg
aaaacaaaac
gccgaaagaa
acgctacgat
ggaaaaagca
taccaatgtg
caaagccgtt
cgacgcacgce
aaccgaactg
ggcttccgge
tgccgaaacce
cggcgaagtce
ccaccegeace
Cgacaaaaaa

gtagataaaa
gtagatatta
attactttag
ggaatgtcat
caacatggaa
ccttttgaga
ccgatcgtaa
agctacatca
agttccatceyg
ggtgacacag
gtacctgetg
tctgaaggtg
gaagcggctg
gcgcaattcg
ggeggttact
cgttacaaaa
ttgcacaatg
cccgageeyg
ctcacgggcyg
gggcaattct
caggcagece
ggcagecgeg
ggcgcattgg
ggcctcgaga
atggacggce
gaataccgtt
gacggcgttt
gccgtattgg
ggcgttgecg
ccgcacatct
cacgaaggce
gtgattcegg
tccgoecaaaqg
cgtgcgattyg
ggccgeatca
tgccttgeca
ccgggegaat
aaa

gaatggettt
tcgeggttga
atctagattt
actctatgtg
caatagttat
taatggattt
cagaaaaaga
tcataggagt
gccaaatgtt
cctgggattt
aagttgcagg
gtttgattgt
ccgeecegge
gecggttotge
ccgetgcatt
ctttgggcegyg
cegecgttat
aactcgacat
gtttggcagg
tagatccgca
ctaccggcga
taaccaaact
ctectgaaaga
tgggtacggt
tgatgcaaqg
ttgacaacat
acgttacctt
ttgecgeegqg
taaccgatcg
acgccatcgg
acgttgecge
gcgttgecta
ccteeggeeyg
ccaacggttg
tcggcggegg
tcgaaatggg
ccatcggtat
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agttgaattg
agtaaacgtg
ggatctagac
tacaggaaag
cagagtacaa
ggaaaaaaga
tagcccagtc
agagecggga
tqgagacaaca
tqgatctctg
cgtagtcaaa
cgtcgttgaa
gcaagaagcc
cqgatgccgag
tgcegetgee
cgtttgectg
cgacgaagtg
cgatatgcett
tatggcgaaa
ccacttggaa
gaaaaaaatc
gcctttcatt
agtaccggge
ttacagcacg
cgcagaccge
tatggtcaac
tgaaggcgeg
ccgegegeee
cggcttcate
cgacatcgte
cgaaaactgce
cacttccece
caaaatcace
cgacaagccg
cattgteggt
ctgecgacgeg
ggcggcggaa

1851

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2253
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<221> Kette
<€222> (1)..(748)
<223> Aminosiuresequenz von PLL2

<400> 28
His His His His His His Met Val Asp Lys Arg Met Ala Leu Val Glu
1 5 10 15

Leu Lys Val Pro Asp Ile Gly Gly His Glu Asn Val Asp lle Ile Ala
20 25 30

val Glu Val Asn Val Gly Asp Thr Ile Ala Val Asp Asp Thr Leu Ile
35 40 45

Thr Leu Asp Leu Asp Arg Lau Arg Met Asp Lys Leu Gln Leu Lys Gly
50 55 60

Met Ser Tyr Ser Met Cys Thr Gly Lys Phe Lys Ile Val Lys Glu Ile
65 70 75 80

Ala Glu Thr Gla His Gly Thr Ile Val Ile Arg Val Glnr Tyr Glu Gly
8s 90 95

Asp Gly Ser Pro Cys Lys Ile Pro Phe Glu Ile Met Asp Leu Glu Lys
100 105 110

Arg His val Leu Gly Arg Leu Ile Thr Val Asn Pro Ile Val Thr Glu
115 120 125

Lys Asp Ser Pro Val Asn Ile Glu Ala Glu Pro Pro Phe Gly Asp Ser
130 135 140

Tyr Ile Ile Ile Gly Val Glu Pro Gly Gln Leu Lys Leu Asn Trp Fhe
145 150 155 160

Lys Lys Gly Ser Ser Ile Gly Gln Met Phe Glu Thr Thr Met Arg Gly
165 170 175

Ala Lys Arg Met Ala Ile Leu Gly Asp Thr Ala Trp Asp Phe Gly Ser
180 185 190

Leu Gly Gly Val Asn Ser Met Asn Ser Met Asp Val Pro Ala Glu Val
195 200 205

Ala Gly Val Val Lys Glu Val Lys Val Lys Val Gly Asp Lys Ile Ser
210 215 220

Glu Gly Gly Leu Ile Val Val Val Glu Ala Glu Gly Thr Ala Ala Ala
225 230 235 240

Pro Lys Ala Glu Ala Ala Ala Ala Pro Ala Gln Glu Ala Pro Lys Ala
245 250 255

Ala Ala Pro Ala Pro Gln Ala Ala Gln Phe Gly Gly Ser Ala Asp Ala
260 265 270

Glu Tyr Asp Val Val Val Leu Gly Gly Gly Pro Gly Gly Tyr Ser Ala
275 280 285

Ala Phe Ala Ala Ala Asp Glu Gly Leu Lys Val Ala Ile Val Glu Arg
290 295 300
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Tyr
305
Lys

Ala

Gin

385

Lys

Ile

Lys

Leu

465

val

Lys

Thr
Val
545
Glu

Lys

val

Lys
Ala
Ala
Arg
Gly
370
Phe
Tyr
Asn
Pro
Glu
450
Glu
Glu
val
Thr
Phe
530
Leu
Lys
Gln

Gly

Ala
610

Thr

Leu

Asn

Ala

355

Met

Leu

Glu

Cys

Glu

435

val

Met

Met

Trp

Lys

515

Glu

val

Ala

Met

Gln

595

Glu

Leu

Leu

Gly
340
Tyr
Ala
Asp
Gln
Ile
420
Asp
Pro
Gly
Met
Gln
500
Thr
Gly
aAla
Gly
Arg
580

Pro

Asn

Gly
His
325
Ile
Lys
Lys
Pro
Ala
405
Ile
Pro
Gly
Thr
Asp
485
Lys
Val
Ala
Ala
val
565
Thr

Met

Cys

Gly
310
Asn
Lys
Asp
Ser
His
390
Ala
Ala
Axg
Lys
vVal
470
Gly
Gln
Ala
Asn
Gly
550
Ala
Asn

Leu

Ala
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val Cys Leu Asn Val

Ala

Tyx

Gly

Axg

378

His

Pro

Ala

1le

Leu

455

Tyr

Leu

Asn

val

Ala

S35

Arg

val

val

Ala

Gly
615

Ala

Pro

vVal

360

Lys

Leu

Thr

Gly

1le

440

Ser

Met

Glu

Glu

520

Pro

Ala

™r

Pro

His

600

His

Val
Glu
345
val
val
Glu
Gly
Ser
425
Asp
Ile
Thr
Gln
Tyr
505
Pro
Lys
Pro
Asp
His
585

Lys

Lys

Ile
330
Pro
Ser
Asp
val
Glu
410
Arg
Ser
Ile
Leu
Gly
3490
Arg
Lys
Glu
Asn
Arg
570
Ile

Ala

Ala

315

Asp

Glu

Arg

Val

Ser

395

Lys

val

Sex

Gly

Gly

475

Ala

Phe

Glu

Pro

Gly

555

Gly

Tyx

val

Tyr

Gly Cys Ile Pro

Glu
Leu
Leu
Ile
380
Leu
Lys
Thr
Gly
Gly
460

Sexr

Asp

Asp

Gln

540

Lys

Phe

Ala

His

Phe
620

64/113

Val
Asp
Thr
365
Gln
Thr
Ile
Lys
Ala
445
Gly
Arg
Arg
Asn
Gly
525
Azg
Leu

Ile

Ile

Glu
605

Arg His
335

Ile Asp
350

Gly Gly

Gly Asp

Ala Gly

val Ala
415

Leu Pro
430

Leu Ala

Ile Ile

Leu Asp

Asp Leu
495

Ile Met
510

val Tyr

Tyr Asp

Ile Ser

Glu Vval
578

Gly Asp
590

Gly His

Asp Ala Arg

Ser
320
Leu
Met
Leu
Gly
Asp
400
Phe
Phe
Leu
Gly
val
480
val
val
val
Ala
Ala
560
Asp
Ile

val

val



Ile
625

Thr

Phe

Pro

Gly
690

Lsu
705

His

Gly Thr Cys Thr Asp Leu Pro Pro Gln

29
1821
DNA

<210>
<211>
<212>
<213

<220>

<221> Gen
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630

645

660

Glu Leu Ser Ala Lys Ala Ser Gly

Pro Trp Ala Ala Ser Gly Arg Ala

Pro Gly Val Ala Tyr Thr Ser Pro Glu Val Ala

635

Arg Lys
650

Ile Ala

665

Phe Thr Lys Leu Ile Phe Asp Ala
675

680

Gly Ile Val Gly Pro Asn Gly Gly

695

Ala Ile Glu Met Gly Cys Asp Ala

710

725

740

Escherichia coli

<222> (1)..(1821)

<223>

<400> 29

atgggccace
aaagtgccecg
ggcgacacta
gctgaagttg
ggtggtttga
getgeecgece
ttcggeggtt
tactcegetg
aaaactttgg
aatgecgeceg
ccggaactcg
ggcggtttgg
ttcttagate
gccectacceg
cgcgtaacca
ttggctctga
gagatgggta
ggcctgatge
cqgttttgaca
gtttacgtta
ttggttgeeg
gccgtaaccg
atctacgcca
ggccacgttyg

accaccacca
acattggcgg
ttgctgtgga
caggcgtagt
ttgtcgtegt
cggcgcaaga
ctgccgatge
catttgcege
gcggegtttyg
ttatcgacga
acatcgatat
caggtatgge
cgcaccactt
gcgagaaaaa
aactgecttt
aagaagtacc
cggtttacag
aaggegceaga
acattatggt
cctttgaagqg
ceggecgege
atcgcggett
tcggegacat
ccgecgaaaa

fro His Pro Gly Glu Ser Ile Gly

Glu Thr

Asp Mat

Ala Asp
715

730

Lys Lys

745

ccacgccatg
acacgaaaat
cgataccctg
caaagaagtt
tgaagctgaa
ageccctaaa
cgagtacgac
tgccgatgaa
cctgaacgte
agtgcgccac
gettegegeo
gaasagccgt
ggaagtgtcg
aatcgttgece
cattcctgaa
gggcaaactg
cacgctgggt
ccgegatttyg
caacaccdaa
cgcgaacgeg
gcccaacgge
catcgaagtyg
cgteggecag
ctgcgecgge

gtagataaaa
gtagatatta
attactttgg
aaagttaaag
ggcacggcag
getgecgete
gtggtcgtat
ggcttgaaag
ggctgtatce
ttggctgeca
tacaaagacg
aaagtggacg
ctgactgccg
ttcaaaaact
gatccgegea
ctgattatcg
tcgegtttgg
gtaaaagtat
accqgttgcag
cctaaagagce
aaactcatca
gacaaacaaa
ccgatgttgg
cacaaagect

lle

Asn

Gly
685

Ile
700

Ile

Lys

Nucleotidsequenz der MDH In dem Plasmid pD4

gaatggcttt
tcgeggttga
atctagaaat
tcggcgacaa
ccgetcctaa
ctgctcegea
tgggtggegg
tegecategt
cttccaaage
acggtatcaa
gcgtagttte
ttatccaaqgqg
gcgacgegta
gtatcattge
tcatcgattce
gcggcggeat
atgtggttga
ggcaaaaaca
ttgagccgaa
cgcaacgcta
gcgeggaaaa
tgcgtaccaa
cgeacaaage
acttcgacge

65/113

Trp Val Gly Glu

640

Thr Lys Ala Asn

655

Gly Cys Asp Lys
670

Arq Ile Ile Gly

Gly Glu val Cys

Gly Lys Thr Ile

720

Met Ala Ala Glu Val Ala Leu

735

agttgaattg
agtaaacgtg
ggacgtacct
aatctctgaa
agccgaageg
agccgcegcaa
tceceggeggt
cgaacgttac
cttgttgcac
ataccccgag
ccgectcacg
cgacgggcaa
cgaacaggca
agcaggcagc
cagcggcgcea
tatcggectce
aatgatggac
aaacgaatac
agaagacggce
cgatgcegta
agcaggcgtt
tgtgcegeac
cgttcacgaa
acgcgtgatt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440



ccgggegttg
aaagcctcceqg
attgccaacg
atcatcggcg
gccatcgaaa
ttgggcgaat
ccgcaaaaga

30
2259
DNA

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

<220>
<221>
<222>
<223>

Gen

<400> 30

atgggccacc
aaagtgcccg
ggcgacacta
gctgaagttg
ggtggtttga
getgecgece
ttcggeggtt
tactccgetg
aaaactttgg
aatgccgecg
ccggaacteg
ggcggtttgg
ttcttagatc
gccectaceg
cgcgtaacca
ttggectctga
gagatgggta
ggcctgatge
cgttttgaca
gtttacgtta
ttggttgceeg
gccgtaaccg
atctacgcca
ggccacgttg
cegggegtty
aaagcctcecg
attgccaacyg
atcatcggcg
gccatcgaaa
ttgggcgaat
ccgcaaaaga
tcatactcta
ggaacaatag
gagataatgg
gtaacagaaa
atcatcatag
atcggccaaa
acagcetggg

cctacactte
gccgcaaaat
gttgcgacaa
gcggeattgt
tgggctgcga
ccatcggtat
aaaaaggate ¢

Escherichia coli

{1)..(2259)
Nucleotidsequenz, welche das chimire Proteln in dem Plasmid pLL3 codlert

accaccacca
acattggcgg
ttgctgtgga
caggcgtagt
ttgtcegtegt
cggcgcaaga
ctgccgatge
catttgcege
gcggegtttg
ttatcgacga
acatcgatat
caggtatggce
cgcaccactt
gcgagaaaaa
aactgccttt
aagaagtacc
cggtttacag
aaggcgcaga
acattatggt
cctttgaagg
ccggeegege
atcgeggett
tcggcgacat
ccgecgaaaa
cctacacttc
gccgcaaaat
gttgcgacaa
gcggeattgt
tgggctgcga
ccatcggtat
aaaaaggate
tgtgtacagg
ttatcagagt
atttggaaaa
aagatagcecc
gagtagagcc
tgtttgagac
attttgggte

DE 602 17 129 T2 2007.10.31

ccacgcecatg
acacgaaaat
cgataccetg
caaagaagtt
tgaagctgaa
agceccctaaa
cgagtacgac
tgccgatgaa
cctgaacgte
agtgegecac
gcttegegee
gaaaageegt
ggaagtgtcg
aatcgttgce
cattcctgaa
gggcaaactg
cacgetgggt
ccgcgatttg
caacaccaaa
cgcgaacgeg
gcccaacgge
catcgaagtg
cgtcggtcag
ctgcgecgge
ccccgaageg
caccaaagee
gccgtttace
cggtecgaac
cgcggcagac
ggcggcggas
cgacaggctg
aaagtttaaa
acaatatgaa
aagacacqtc
agtcaacata
gggacaattg
aacaatgaga
tctgggtggt

ccccgaagtg gcgtgggtgg gcgaaaccga
caccaaagcc aacttcccgt gggeggette
gccgtttace aagctgattt ttgatgccga
cggtccgaac ggtggcgata tgatcggcga
cgcggcagac atcggcaaaa ccatccacce
ggcggeggaa gtggeattgg gtacttgtac

gtagataaaa
gtagatatta
attactttgg
aaagttaaag
ggcacggcag
getgecgcetc
gtggtcgtat
ggcttgaaag
ggctgtatce
ttggctgeca
tacaaagacg
aaagtggacg
ctgactgecq
ttcaaaaact
gatccgegea
ctgattatcg
tcgegtttgg
gtaaaagtat
accgttgcag
cctaaagage
aaactcatca
gacaaacaaa
ccgatgttgg
cacaaagcct
gcgtgggtyg
aacttccegt
aagctgattt
ggtggcgata
atcggcaaaa
gtggcattgg
agaatggaca
attgtgaaqqg
ggggacggcet
ttaggtcgcec
gaagcagaac
aaactcaact
ggagcgaaga
taaggatcc

gaatggcttt
tcgeggttga
atctagaaat
tcggcgacaa
cegetectaa
ctgctcegea
tgggtggcgg
tegecategt
cttccaaage
acggtatcaa
gcgtagttte
ttatccaagg
gcgacgcgta
gtatcattge
tcatcgattc
gcggeggeat
atgtggttga
ggcaaaaaca
ttgagccgaa
cgcaacgcta
gcgcggaaaa
tgcgtaccaa
cgcacaaage
acttcgacge
gcgaaaccga
gggcggette
ttgatgcega
tgatcggcga
ccatccacce
gtacttgtac
aactacagct
aaatagcaga
ctccatgtaa
tgattacagt
ctccattcgg
ggtttaagaa
gaatggccat

66/113

actgtecegee
cggecgtgcg
aaccggecge
agtctgectt
gcacccgace
cgacctgcet

agttgaattg
agtaaacgtg
ggacgtacct
aatctctgaa
agcegaageg
agccgcegcaa
tecceggeggt
cgaacgttac
cttgttgcac
ataccccgag
ccgectcacg
cgacgggcaa
cgaacaggca
agcaggeage
cagcggegcea
tatcggectce
aatgatggac -
aaacgaatac
agaagacggc
cgatgccgta
agcaggegtt
tgtgccgcac
cgttcacgaa
acgegtgatt
actgtcegee
cggcegtgceg
aaccggecge
agtctgcctt
gcacccgace
cgacctgcect
caaaggaatg
aacacaacat
gatccetttt
taacccgatc
agacagctac
aggaagttce
tttaggtgac

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1821

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2259



31
745
PRT

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

<220>
<221>
<222>
<223>

Kette

<400> 31
His His His
1

Leu Lys Val

Glu val
35

val

Thr Leu Asp

. 50
val Glu
65

Lys

Leu lle Val

Glu Ala Ala

Gln
115

Ala Pro

Val Val

130

val

Ala
145

Ala

Leu Gly Gly

Leu His

Gly Ile Lys
195
Asp

Tyr Lys

210
Ala Ser
225

Lys

Asp Pro His

Gln Ala Ala

f1)..(745)
Aminosduresequenz von PLL3

Escherichia coli

DE 602 17 129 T2 2007.10.31

His His His Met Val

Pro

20
Asn
Met
val
val
Ala
100
Ala
Leu
Glu
vVal
Ala
180
Tyr
Gly
Azg

His

Pro
260

5

Asp

val

Asn

Lys

val

Ala

Ala

Gly

Gly

Cys

165

Ala

Pro

val

Lys

Leu

245

Thr

Ile
Gly
Ser
val

70
Glu
Pro
Gln
Gly
Leu
150
Leu
val
Glu
val
Val
230

Glu

Gly

Gly Gly

Asp Thr
40

Met Asp
55

Lys Val

Al2 Glu

Gln

Phe Gly

120

Gly Pro
135

Lys Val

Asa Val

Ile Asp

Pro Glu
200

Ser
215

Axg

Asp Val

Val Ser

Glu Lys

Asp Lys Arg
10
His Glu Asn
25

Ile Ala Val

val Pro Ala

Gly Asp Lys
75
Gly Thr Ala

Glu Ala Pro
105

Gly Ser Ala
Gly Gly Tyr
Ala Ile Val

158

Gly Cys Ile
170

Glu
188

Val Arg

Leu Asp Ile

Leu Thr Gly

Ile Gln Gly

235

Thr Ala
250

Leu

Lys Ile Val

265

Met Ala

Val Asp

Asp
45

Asp

Glu Val

60

Ile Ser

Ala Ala

Lys Ala

Asp Ala
125

Ser Ala
140

Glu Arg

Pro Ser
His Leu

Met
205

Asp

Gly Leu

220

Asp Gly

Gly Asp

Ala Phe

67/113

Val
15

Leu Glu

Ile Ile Ala

30
Ile

Thr Leu

Ala Gly val

Glu Gly Gly
80
Ala

Pro Lys

95
Ala Ala Pro
110

Glu Tyr Asp

Ala Phe Ala

The
160

Tyr Lys

Ala
175

Lys Leu

Ala
190

Ala Asn

Leu Arg Ala

Ala Gly Met

Gln Phe Leu

240
Glu

Ala Tyrx

255
Lys Asn
270

Cys



Ile
Asp
Pro
305
Gly
Met
Gln
Thr
Gly
385
Ala
Gly
Arg
Pro
Asn
465

Val

Ser

Lys
val
545

Glu

Pro

Ile
Pro
290
Gly
Thr
Asp
Lys
val
370
Ala
Ala
val
Thr
Met
450
Cys
Ala
Ala
Ala
Leu
530
Gly

Met

Gly

Ala
275
Arg
Lys
val
Gly
Gln
355
Ala
Asn
Gly
Ala
Asn
435
Leu
Ala
Tyr
Lys
Ser
515
Ile
Pro

Gly

Glu

Ala
Ile
Leu
Tyr
Leu
340
Asn
Val
Ala
Arg
val
420
Val
Ala
Gly
Thr
Ala
500
Gly
Phe
Asn

Cys

Ser
580

Gly
Ile
Leu
Ser
325
Met

Glu

Glu

Ala
405
Thr
Pro
His
His
Ser
485
Ser
Arg

Asp

Gly

Sex
Asp
Ile
310
Thr
Gln
Tyr
Pro
Lys
390
Pro
Asp
His
Lys
Lys
470
Pro
Gly
Ala

Ala

Gly
550

DE 602 17 129 T2 2007.10.31

Arg
Ser
295
Ile
Leu
Gly
Arg
Lys
375
Glu
Asn
Arg
Ile
Ala
455
Ala
Glu
Arg
Ile
Glu

535

Asp

Asp Ala Ala

565

Ile Gly Met

Val Thr Lys Leu

280

Ser Gly Ala Leu

Gly Gly Gly Ile

Gly Ser
Ala Asp
uS

Phe Asp
360

Glu Asp
Pro Gln
Gly Lys
Gly Phe

425

Tyr Ala
440

Val His
Tyr Phe
Val Ala
Lys Ile

505

Ala Asn
520

Thr Gly
Met Ile

Asp Ile

Ala Ala
585

Arg
330
Arg
Asn
Gly
Arg
Leu
410
Ile
Ile
Glu
Asp
Trp
490
Thr
Gly
Arg
Gly
Gly

570

Glu

15

Leu

Asp

Ile

val

395

Ile

Glu

Gly

Gly

Ala

475

val

Lys

Cys

Ile

Glu

555

Lys

Pro
Ala
300
Ile
Asp
Leu
Met
Tyr
380
Asp
Ser
val
Asp
His
460
Arg
Gly
Ala
Asp
Ile
540

val

Thr

val Ala

68/113

Phe Ile Pro Glu

285

Leu
Gly
val
vVal
val
365
val
Ala
Ala
Asp
Ile
445
val
Val
Glu
Asn
Lys
525
Gly
Cys

Ile

Leu

Lys

Leu

Val

Lys

350

Asn

Thr

Val

Glu

Lys

430

val

Ala

Ile

Thr

Phe

510

Pro

Gly

Leu

His

Gly
590

Glu Val

Glu Met
320

Glu Met
335

val Trp

Thr Lys

Phe Glu

Leu Val
400

Lys Rla
415

Gln Met

Gly Gin

Ala Glu

Pro Gly
480

Glu Leu
495

Pro Trp

Phe Thr

Gly Ile

Ala Ile
560

Pro His
575

Thr Cys



Lys
Lys
625
Arg
Ile
Asn
Pro
Levu
705

Glu

Ala

Asp Leu
595

Leu Gln

610

Ile val

val Gln

Met Asp

Pro Ile

675

Pro Phe

Lys Leu

Thr Thr

Trp Asp

<210> 32
<211> 429
<212> DNA

<213>

<220>
<221> Gen

<222>

Pro

Leu

Lys

Tyr

Leun

660

val

Gly

Asn

Met

Phe
740

(1)..(429)

Pro
Lys
Glu
Glu
645
Glu
Thr
Asp
Trp
Arg

725

Gly

Gln
Gly
Ile
630
Gly
Lys
Glu
Ser
Phe
710

Gly

Ser

Escherichia coli

DE 602 17 129 T2 2007.10.31

Lys Lys Lys

Met
615
Ala
Asp
Arg
Lys
Tyr
695
Lys

Ala

Leu

600

Ser

Glu

Gly

His

Asp

680

Ile

Lys

Lys

Gly

Tyr

Thr

Ser

Val

665

Ser

Ile

Gly

Arg

Gly
745

Gly

Ser

Gln

Pro

650

Leu

Pro

Ile

Ser

Met
730

Ser Arg Leu Axg Mat
605

Met Cys Thr Gly Lys
620

His Gly Thr Ile Val
635

Cys Lys Ile Pro Phe
653

Gly Arg Leu Ile Thr
670

Val Asn Ile Glu Ala
685

Gly Val Glu Pro Gly
700

Ser Ile Gly Gln Met
715

Ala Ile Leu Gly Asp
735

Asp

Phe

Ile
640
Glu
Val
Glu
Gln
Phe

720

Thr

<223> Nucleotidsequenz, welche die Aminoséuren 286 bis 426 des DEN-1-Hiillproteins

codlert

<400> 32

agactaaaaa tggataaact
ttcaagttag agaaggaagt
tacgaaggaa cagatgcace
acccagaatg ggagattgat
aacattgaag cggagccacc
gctttgaaac taagctggtt
gcecgtggag cacgaaggat

ggagggtaa

<210> 33

<211> 615
<212> DNA
<213> Escherichia coli

<220>
<221> Gen

<222> (1)..(615)

gactttaaaa
ggctgagace
atgcaagate
aacagccaac
ttttggtgag
caagaaggga
ggccatcctg

ggggtatcat

69/113

atgtaatgtg cacagggtca
cagcatggaa ctgttctagt gcaggttaaa
cccttetegt cccaagatga gaaaggagta
cccatagtca ttgacaaaga aaaaccagtce
agctatattg tggtaggagc aggtgaaaaa
agcagtatag ggaaaatgtt tgaagcaact
ggagacaccg catgggactt cggttctata

60

120
180
240
300
360
420
429
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<223> Nucleotidsequenz, welche das chimére Protein in dem Plasmid pLH1 codlert

<400> 33

atgggccace
aaagtgcccg
ggcgacacta
aggctcaaaa
ttcaagttag
tacgaaggaa
acccagaatg
aacattgaag
gctttgaaac
gcecgtggag
ggcgggtaag

34
124
PRT

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

<220>
<221>
<222>
<223>

Kette

<400> 34

His His His His His His

1

Leu Lys

val Glu

(1)..
Amlnosauresequenz von PLH1

Val

Val

accaccacca
acattggegg
ttgetgtgga
tggataaact
agaaggaagt
cagatgcace
ggagattgat
cggagecace
taagetggtt
cacgaaggat
gatce

(174)

5
Pro Asp I
20
val

Asn G

35

Thr Leu

50

His
65

Cys Lys

Asp

Gly Thr

Ile

Leu Asp P

Val Leu V

Phe
85

Pro S

ccacgeeatg
aacagaaaat
cgataccctg
gactttaaaa
ggctgagace
atgcaagatc
aacagccaac
ttttggtgag
caagaaggga
ggccatcctg

Escherichia coli

le Gly

ly Asp

40
he Lys
55
al Gin
70

er Thr

Met Val Asp

Gly His

Thr Ile

Leu Glu Lys

vVal Lys

Gln Asp

gtagataaaa
gtagatatta
attactttygg
ggggtatcat
cagcatggaa
ccettetegt
cccatagtca
agctatattg
agcagtatag
ggagacaccg

Lys Axg
10

Glu Asn
25

Ala Val

Glu

Tyr Gln
5

Glu
90

Lys

gaatggcettt
tcgeggttga
atctagattt
atgtaatgtg
ctgttctagt
cccaagatga
ttgacaaaga
tggtaggagc
ggaaaatgtt
catgggactt

Met

val

Ala Leu

agttgaattg
agtaaacgtg
ggatctagac
cacagggtca
gcaggttaaa
gaaaggagta
aaaaccagtc
aggtgaaaaa
tgaagcaact
cggttctatt

Val Glu

15

Asp Ile lle Ala

30

Asp
45

Val
60

Gly

Gly

Asp Thr

Ala Glu

Thxr Asp

Val Thr

Lau Ile

Thr Gln

Ala Pro

Gln
95

Asn

Arg

Ala

Ile
145

Ile

Leu
Ile
Gly
130

Gly

Leu

Thr
100

Ile

Glu
115

Thr
Glu Lys
Lys Met

Gly Asp

Ala Asn

Glu Pro
Ala Leu

Glu
150

Phe

Thr
165

Ala

Pro
Pro
Lys

135

Ala

Trp

Ile Val Thr

105
Phe Gly Glu
120

Gla Cys Trp

Thr Ala Arg

Gly
170

Asp Phe

Asp
Ser
Phe
Gly

155

Ser

Lys Glu Lys

110

Ile val
125

Tyr

Lys
140

Lys Gly
Ala Arg Arg

Ile Gly Gly

70/113

Pro Val

Val Gly

Ser Ser

Met Ala

160

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
615



35
2253
DNA

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

<220>
<221>
<222>
<223>

Gen

<400> 35

atgggccace
aaagtgeccg
ggcgacacta
aggctcaaaa
ttcaagttag
tacgaaggaa
acccagaatg
aacattgaag
gctttgaaac
gcecegtggag
ggaggggtga
gaagttaaag
gctgaaggca
cctaaagctyg
tacgacgtgg
gatgaaggct
aacgtegget
cgcecacttgg
cqgcqgecetaca
agccgtaaag
gtgtcgctga
gttgccttca
cctgaagate
aaactgctga
ctgggttcge
gatttggtaa
accaasaccg
aacgcgecta
aacggcaaac
gaagtggaca
ggtcagccga
gccggecaca
gaagtggcegt
aaagccaact
tttaccaage
ccgaacggtg
gcagacateg
gtggcattgg

<210> 36
<211> 727
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<220>
<221> Kette

Escherichia coli

{1)..{2253)
Nucleotldsequenz, welche das chimére Protein in dem Plasmid pLH2 codiert

accaccacca
acattggceqgg
ttgetgtgga
tggataaact
agaaggaagt
cagatgcacc
ggagattgat
cggagceace
taagetggtt
cacgaaggat
attcgatgaa
ttaaagtcgg
cggcagcecgce
ccgeteetge
tegtattggg
tgaaagtcge
gtatcectte
ctgccaacgg
aagacggcegt
tggacgttat
ctgcecggcga
aaaactgtat
cgcgecatcat
ttatcggegg
gtttggatgt
aagtatggea
ttgcagttga
aagagccgca
tcatcagcge
aacaaatgcyg
tgttggcgea
aagcctactt
gggtgggcga
tceegtggge
tgatttttga
gcgatatgat
gcaaaaccat
gtacttgtac

€222> (1)..(727)

DE 602 17 129 T2 2007.10.31

ccacgccatg
aacagaaaat
cgataccctg
gactttaaaa
ggctgagacc
atgcaagate
aacagccaac
ttttggtgag
caagaaggga
ggccatectg
ttcgatggac
cgacaaaatc
tcctaaagcee
tccgcaagee
tggcggtcee
catcgtcgaa
caaagcecttq
tatcaaatac
agtttcecge
ccaaggcgac
cgcgtacgaa
cattgcagca
cgattccage
cggcattatce
ggttgaaatg
aaaacaaaac
gccgaaagaa
acgctacgat
ggaaaaagca
taccaatgtg
caaagccgtt
cgacgcacge
aaccgaactg
ggcttcegge
tgcegaaace
cggcgaagtc
ccacccgcac
cgacaaaaaa

gtagataasa
gtagatatta
attactttgg
ggggtatcat
cagcatggaa
cccttctegt
cccatagtca
agctatattyg
agcagtatag
ggagacaccg
gtacctgctg
tctgaaggtg
gaagecggcetg
gcgcaattcg
ggcggttact
cgttacaaaa
ttgcacaatg
ceccgagecgg
ctcacgggeg
gggcaattct
caggcagcce
ggcagccgeg
ggcgcattgg
ggcctcgaga
atggacggce
gaataccgtt
gacggcgttt
gcegtattgg
ggegttgecg
ccgecacatet
cacgaaggec
gtgattcegg
tccgecaaag
cgtgcgattyg
ggecgcatca
tgccttgeca
ccgggegaat
aaa

gaatggecttt
tcgeggttga
atctagattt
atgtaatgtg
ctgttctagt
cccaagatga
ttgacaaaga
tggtaggage
ggaaaatgtt
catgggactt
aagttgcagg
gtttgattgt
ccgececgge
gcggttetge
cegetgeatt
ctttgggegg
ccgecgttat
aactcgacat
gtttggcagg
tagatcegeca
ctaccggega
taaccaaact
ctctgaaaga
tgggtacggt
tgatgcaagg
ttgacaacat
acgttacctt
ttgccgecgg
taaccgatcg
acgccatcgg
acgttgecge
gcgttgecta
cectccggeeg
ccaacqggttg
tcggcggegg
tcgaaatggg
ccatcggtat

71/113

agttgaattg
agtaaacgtg
ggatctagac
cacagggtca
gcaggttaaa
gaaaggagta
aaaaccagtc
aggtgaaaaa
tgaagcaact
cggatctata
cgtagtcaaa
cgtegttgaa
gcaagaagcce
cgatgcegag
tgeegetgee
cgtttgectg
cgacgaagtg
cgatatgctt
tatggcgaaa
ccacttggaa
gaaaaaaatc
gectttecatt
agtaccggge
ttacagcacg

cgcagacege

tatggtcaac
tgaaggegcg
ccgegegece
cggcttcatc
cgacatcgtce
cgaaaactgc
cacttececece
caaaatcace
cgacaagccg
cattgtcggt
ctgcgacgcg
ggcggeggaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840.
900
960
1020
1080
1140
1200

1260

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1380
2040
2100
2160
2220
2253
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€223> Aminosduresequenz von PLH2

<400> 36
His His His His His His Met Val Asp Lys Arg Met Ala Leu Val Glu
1 5 10 15

Leu Lys Val Pro Asp lle Gly Gly His Glu Asn Val Asp Ile Ile Ala
20 25 30

Val Glu Val Asn Val Gly Asp Thr Ile Ala Val Asp Asp Thr Leu Ile
35 40 45

Thr Leu Asp Leu Asp Phe Ly9 Leu Glu Lya Glu Val Ala Gluv Thrx Gln
S50 55 60

His Gly Thr Val Leu Val Gln Val Lys Tyr Gln Gly Thr Asp Ala Pro
65 70 75 80

Cys Lys Ile Pro Phe Ser Thxr Gln Asp Glu Lys Gly Val Thr Gln Asn
85 90 95

Arg-Leu Ile Thr Ala Asn Pro Ile Val Thr Asp Lys Glu Lys Pro Val
100 105 110

Asn Ile Glu Thr Glu Pro Pro Phe Gly Glu Ser Tyr Ile Val Val Gly
115 120 125

Ala Gly Glu Lys Ala Leu Lys Gln Cys Trp Phe Lys Lys Gly Ser Ser
130 135 140

Ile Gly Lys Met Phe Glu Ala Thr Ala Arg Gly Ala Arg Arg Met Ala
145 150 158 160

Ile Leu Gly Asp Thr Ala Trp Asp Phe Gly Ser Ile Gly Gly Val Asn
165 170 175

Ser Met Asn Ser Met Asp Val Pro Ala Glu Val Ala Gly Val Val Lys
180 185 190

Glu Val Lys Val Lys Val Gly Asp Lys Ile Ser Glu Gly Gly Leu Ile
195 200 20S

Val Val Val Glu Ala Glu Gly Thr Ala Ala Ala Pro Lys Ala Glu Ala
210 215 220

Ala Ala Ala Pro Ala Gln Glu Ala Pro Lys Ala Ala Ala Pro Ala Pro
225 230 235 240

Gln Ala Ala Gln Phe Gly Gly Ser Ala Asp Ala Glu Tyr Asp Val Val
245 250 255

Val Leu Gly Gly Gly Pro Gly Gly Tyr Ser Ala Ala Phe Ala Ala Ala
260 265 270

Asp Glu Gly Leu Lys Val Ala Ile Val Glu Arg Tyr Lys Thr Leu Gly
275 280 285

Gly Val Cys Lau Asn Val Gly Cys Ile Pro Ser Lys Ala Leu Leu His
290 295 300

Asn Ala Ala Val Ile Asp Glu Val Arg His Leu Ala Ala Asn Gly Ile

72/113
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305 310 315 320

Lys Tyr Pxo Glu Pro Glu Leu Asp Ile Asp Met Leu Arg Ala Tyr Lys
325 330 335

Asp Gly Val Val Ser Arg Leu Thr Gly Gly Leu Ala Gly Met Ala Lys
3490 345 350

Ser Arg Lys Val Asp Val Ile Glan Gly Asp Gly Gln Phe Leu Asp Pro
355 360 365

His His Leu Glu Val Ser Leu Thr Ala Gly Asp Ala Tyr Glu Gln Ala
370 375 380

Ala Pro Thr Gly Glu Lys Lys Ile Val Ala Phe Lys Asn Cys Ile Ile
385 390 395 400

Ala Ala Gly Ser Arg Val Thr Lys Leu Pro Phe Ile Pro Glu Asp Pro
405 410 415

Arg Ile Ile Asp Ser Ser Gly Ala Leu Ala Leu Lys Glu Val Pro Gly
420 425 430

Lys Leu Leu Ile Ile Gly Gly Gly Ile Ile Gly Leu Glu Met Gly Thr
435 440 445

Val Tyr Ser Thr Leu Gly Ser Arg Leu Asp Val Val Glu Met Met Asp
450 455 460

Gly Leu Met Gln Gly Ala Asp Arg Asp Leu Val Lys Val Trp Gln Lys
465 470 475 480

Gln Asn Glu Tyr Arg Phe Asp Asn Ile Met Val Asn Thr Lys Thr Val
485 490 49S

Ala Val Glu Pro Lys Glu Asp Gly Val Tyr Val Thr Phe Glu Gly Ala
500 505 510

Asn Ala Pro Lys Glu Pro Gln Arg Tyr Asp Ala Val Leu Val Ala Ala
515 520 525

Gly Arg Ala Pro Asn Gly Lys Leu Ile Ser Ala Glu Lys Ala Gly Val
530 535 540

Ala Val Thr Asp Arg Gly Phe Ile Glu Val Asp Lys Gln Met Arg Thr
545 550 555 560

Asn Val Pro His Ile Tyr Ala Ile Gly Asp Ile Val Gly Gln Pro Met
565 570 575

Leu Ala His Lys Ala Val His Glu Gly His Val Ala Ala Glu Asn Cys
580 585 590

Ala Gly His Lys Ala Tyr Phe Asp Ala Arg Val Ile Pro Gly Val Ala
595 600 605

Tyr Thr Ser Pro Glu Val Ala Trp Val Gly Glu Thr Glu Leu Ser Ala
610 615 620

Lys Ala Ser Gly Arg Lys Ile Thr Lys Ala Asn Phe Pro Trp Ala Ala
625 630 635 640

73/113



Ser Gly Arg Ala Ile Ala Asn Gly Cys

1le Phe Asp Ala Glu Thr Gly Arg Ile
665

Pro Asn Gly Gly Asp Met Ile Gly Glu
675

Gly Cys Asp Ala Ala Asp Ile Gly Lys

690

Glu Ser Ile Gly Met Ala Ala Glu Val

705

645

660
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680

695

710

Leu Pro Pro Gln Lys Lys Lys

37
2250
DNA

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

<220>
<221>
<222>
<223>

Gen

<400> 37

atgggecace
aaagtgcceg
ggcgacacta
gctgaagttg
ggtggtttga
‘getgecgece
ttcggeggtt
tactccgcetg
aaaactttgg
aatgcecgeceg
ccggaactcg
ggcggtttgg
ttcttagatc
gcecetaceg
cgcgtaacca
ttggctctga
gagatgggta
ggectgatge
cgttttgaca
gtttacgtta
ttggttgeeg
gccgtaaccg
atctacgcca
ggccacgttg
cegggegttg
aaagcctccg
attgccaacg
atcatcggcg
gccatcgaaa

725

Escherichia coli

(1)..(2250)
Nucleotidsequenz, welche das chimdre Protein in dem Plasmid pLH3 codiert

accaccacca
acattggcgg
ttgctgtgga
caggcgtagt
ttgtcegtcgt
cggcgcaaga
ctgccgatge
catttgccge
geggegtttg
ttatcgacga
acatcgatat
caggtatggc
cgcaccactt
gcgagaaaaa
aactgccttt
aagaagtacc
cggtttacag
aaggcgcaga
acattatggt
cctttgaagg
ceggecgege
atcgcggett
tcggcgacat
ccgecgaaaa
cctacacttc
gccgcaaaat
gttgcgacaa
gcggcattgt
tgggctgcga

ccacgccatg
acacgaaaat
cgataccctg
caaagaagtt
tgaagctgaa
ageccctaaa
cgagtacgac
tgccgatgaa
cctgaacgtce
agtgcgccac
gcttcgegee
gaaaagccgt
ggaagtgtcg
aatcgttgee
cattectgaa
gggcaaactg
cacgetgggt
ccgegatttg
caacaccaaa
cgcgaacgceg
gcccaacggce
catcgaagtg
cgtcggtcag
ctgcgeegge
ccccgaagtyg
caccaaagcee
gecgtttace
cggtccgaac
cgcggeagac

650

715

gtagataaaa
gtagatatta
attactttgg
aaagttaaag
ggcacggcag
getgecgete
gtggtcgtat
ggcttgaaag
ggctgtatce
ttggetgceca
tacaaagacg
asagtggacg
ctgactgccg
ttcaaaaact
gatccgegea
ctgattatcg
tcgegtttgg
gtaaaagtat
accgttgcag
cctaaagagce
aaactcatca
gacaaacaaa
ccgatgttgg
cacaaagcct
gcgtgggtag
aacttcccgt
aagctgattt
ggtggcgata
atcggcaaaa

Ile Gly Gly Gly 11
67

685

700

gaatggcttt
tcgeggttga
atctagaaat
tcggcgacaa
ccgectectaa
ctgctccgea
tgggtggcygy
tcgecatcgt
cttccaaagc
acggtatcaa
gcgtagttte
ttatccaagg
gcgacgegta
gtatcattgc
tcatcgattc
gcggceggeat
atgtggttga
ggcaaaaaca
ttgagccgaa
cgcaacgcta
gcgeggaaaa
tgegtaccaa
cgcacaaage
acttcgacge
gcgaaaccga
gggcggette
ttgatgccga
tgatcggcega
ccatccacce
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Asp Lys Pro Phe Thr Lys Leu

655

e Val Gly
[}

Val Cys Leu Ala Ile Glu Met
Thr Ile His Pro His Pro Gly

Ala Leu Gly Thr Cys Thr Asp

720

agttgaattg
agtaaacgtg
ggacgtacct
aatctctgaa
agccgaagceg
agccgegeaa
tceceggeggt
cqaacgttac
cttgttgcac
ataccccgag
ccgectcacg
cgacgggcaa
cgaacaggca
agcaggcage
cagcggcgea
tatcggcectc
aatgatggac
aaacgaatac
agaagacgge
cgatgecgta
agcaggegtt
tgtgcegcac
cgttcacgaa
acgcgtgatt
actgtecgcece
cggeegtgeg
aaccggecge
agtctgcectt
gcacccgacce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740



ttgggcgaat ccatcggtat
ccgcaaaaga aaaaaggatce
tatgtaatgt gcacagggte
actgttctag tgcaggttaa
tcccaagatg agaaaggagt
attgacaaag aaaaaccagt
gtggtaggag caggtgaaaa
gggasaatgt ttgaagcaac
gcatgggact tcggttctat

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

38
724
PRT

<220>
<221>
<222>
<223>

Kette
(1)..(724)

<400> 38
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ggcggcggaa
cagactaaaa
attcaagtta
atacgaagga
aacccagaat
caacattgaa
agctttgaaa
tgccegtgga
aggtgggtaa

Escherichia coli

Aminosaduresequenz von PLH3

gtggcattgg
atggataaac
gagaaggaag
acagatgcac
gggagattga
gcggagecac
ctaagctggt
gcacgaagga

His His His His His His Met Val Asp Lys Axg

1 5

val Pro

20

Leu Lys Asp

Val Asn Val

35

Val Glu

Thr Leu Met Aan

50

Asp

vVal Glu Vval Lys

65

Lys

Leu Ile Val val Val

Ala Ala Ala

100

Glu Ala

Pro Gln Ala Ala

115

Ala

Val val

130

Val Leu Gly

Ala Ala Glu Gly

145
Gly

vVal Cys

165

Leu Gly

Ala Ala

180

Leu His Asn

Gly Ile Lys Pro

195

Tyr

Ile Gly
Gly Asp'
Ser Met
val

70
Glu Ala
Pro
Gln Phe
Gly Gly
Leu
150
Leu

val

Glu

Gly
Thr
40

Asp
55

Lys val

Glu

Ala Gln

Gly
120

Pro
135

Lys Val

Asn val
Ile Asp

Glu
200

Pro

10

His Glu Asn
25
Val

Ile Ala

Val Pro Ala

Gly Asp Lys

75
Gly Thr Ala
: 90

Glu
105

Ala Pro

Gly Ser Ala
Gly Gly Tyr

Val
155

Ala Ile

Gly Cys Ile

170
Glu val
185

Arg

Leu Asp Ile

gtacttgtac
tgactttaaa
tggctgagac
catgcaagat
taacagccaa
cttttggtga
tcaagaagqg
tggececatcct

Met Ala

Val

Leu

Asp lle

cgacctgect
aggggtatca
ccagcatgga
ccecectteteg
ccccatagte
gagctatatt
aagcagtata
gggagacace

Val Glu

15

Ile Ala

30

Asp Asp Thr

45

Glu val
60

Ile Ser
Ala Ala

Lys Ala

Ala

Pro

Ala

Leu Ile

Gly Vval

Glu Gly Gly

80

Lys Ala

95

Ala Pro

110

Ala
125

Asp

Sex Ala

140

Glu Azg

Pro Ser Lys

Ala
190

His Leu

Met Leu

205

Asp

75/113

Glu

Ala

Tyr

Tyr Asp

Phe Ala

Thr
160

Lys

Ala
175

Leu
Ala Asn

Arg Ala

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2250



Tyx
Ala
225
Asp
Gln
Ile
Asp
Pro
305
Gly

Met

Gln

Gly

385

Gly

Arg

Pro

Asn

465

val

Ser

Lys

Lys Asp Gly

210

Lys

Pro

Ala

Ile

Pro

290

Gly

Thr

Asp

Lys

Val

370

Ala

Ala

val

Thr

Met

450

Cys

Ala

Ala

Ala

Leu

Ser Arg

His His

Ala Pro
260

Ala Ala
275

Arg Ile
Lys Leu
val Tyr
Gly Leu

340

Gln Asn
355

Ala val
Asn Ala
Gly Arg
Ala val

420

Asn Val
435

Leu Ala
Ala Gly

Tyr Thr

Lys Ala
500
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Val val Serx

2135

Lys Val Asp

230

Leu Glu

245
Thr

Gly

Gly

Ser

Val

Glu

Arg

Ile Asp Ser

Leu

Serx

325

Met

Glu

Glu

Pro

Ala

405

Thr

Pro

His

His

Ser
485

Ile
310
Thr
Gln
Tyr
Pro
Lys
350
Pro
Asp
His
Lys
Lys

470

Pro

295

Ile
Leu
Gly
Arg
Lys
375
Glu
Asn
Arg
Ile
Ala
455

Ala

Glu

Ser Gly Arg

Ser Gly Arg Ala Ile

515

Ile Phe Asp Ala Glu

Arg Leu Thr Gly Gly

val
Ser
Lys
val
280
Ser
Gly
Gly
Ala
Phe
360
Glu
Pro
Gly
Gly
Tyr

440

vVal
Tyzr
val
Lys
Ala

520

Thr

Ile
Leu
Lys
265
Thr
Gly
Gly
Ser
Asp
345
Asp
Asp
Gln
Lys
Phe
425
Ala
His
Phe
Ala
Ile
505

Asn

Gly

Gln
Thr
250
Ile
Lys
Ala
Gly
Arg
330
Axg
Asn
Gly
Arg
Leu
410
Ile
Ile
Glu
Asp
Trcp
4130
Thr

Gly

Arg

220

Gly Asp
235

Ala Gly

Val Ala

Leu Pro

Leu Ala
300

Ile Ile
318

Leu Asp
Asp Leu
Ile Met
Val Tyr

380

Tyr Asp
395

Ile Ser
Glu val
Gly Asp
Gly His

460
Ala Arg
475
Val Gly

Lys Ala

Cys Asp

Leu Ala Gly Met

Gly Gln
Asp Ala
fhe Lys

270

Phe Ile
285

Leu Lys

Gly Leu

val Val

Val Lys
350

Val Asn
365

Val Thr

Ala val

Ala Glu

Asp Lys
430

Ile Val
445

Val Ala
Val Ile
Glu Thr
Asn Phe

510

Lys Pro
525

Ile Ile Gly Gly
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Phe
Tyr
255
Asn
Pro
Glu
Glu
Glu
335
val
Thr
Phe
Lay
Lys
415
Gln
Gly
Ala
Pro
Glu
495
Pro

Phe

Gly

Leu
240
Glu
Cys
Glu
val
Met
320
Met
Trp
Lys
Glu
Val
400
Ala
Met
Gln
Glu
Gly
480
Leu
Trp

Thr

Ile



Val
545
Glu
Pro
Thr
Glu
Gln
625
Lys
Asp
Ser
Phe
Gly

705

Ser

530

Gly

Met

Gly

Asp

Pro Asn

Gly

Glu

Leu
595

Val Ala

610

Gly

Gly

Lys

Tyr

Lys
690

Thr

val

Glu

Ile

675

Lys

Ala Arg

Ile

<210> 39
<211> 42

<212>
<213>

<220>

<221>
<222>
<223>

<400> 39

agactcaaga tggacaaatt
tttgtgttga agaaagaagt
tacaaagggg aagatgcacc
gctcacaatg gcagactgat
aacattgagg ctgaacctecc
gccctgaaaa tcaactggta
gccagaqggtg caaggcgcat

ggtggt

Gly

DNA
Escherichia coli

Gen
(1)..(426)

Nucleotidsequenz, welche die Aminosiuren 286 bis 426 des DEN-3-Hiillproteins
codlert

Cys
Ser
580
Pro

Glu

Asp

Lys

660

val

Gly

Arg

Gly

Gly Gly

550

Asp Ala

565

Ile

Pro

Thr

Ala

Gln

645

Pro

Val

Ser

Met

Gly

Gln

Gln

Pro

630

Asn

val

Gly

Ser

Ala
710
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535

Asp

Ala

Met

Lys

His

615

Cys

Arg

Asn

Ala

Ile

695
Ile

Met

Ala
Lys
600

Gly

Lys

Ile
Gly
680
Gly

Leu

Ile

Ile

Ala

585

Lys

Thr

Ile

Ile

Glu

665

Glu

Lys

Gly

Gly
Gly
570
Glu
Gly
Val
Pro
Thr
650
Thr
Lys

Mat

Asp

Glu

555

Lys

Val

Ser

Leu

Phe

635

Ala

Glu

Ala

Phe

Thr
718

540

Val

Thr

Ala

Phe

val

620

Ser

Asn

Pro

Leu

Glu

700
Ala

Cys
Ile
Leu
Lys
608
Gln
Thr
Pro
Pro
Lys
685

Ala

Trp

Leu Ala Ile
560

Ris Pro His
575

Gly Thr Cys
590

Leu Glu Lys
Val Lys Tyr
Gln Asp Glu

640

Ile Val Thr
655

Phe Gly Glu
670

Gln Cys Trp

Thr Ala Arg

Asp Phe Gly
720

ccaagaagga ggagcctgtce

ggaagatgtt cgaggccact

771113

gaaactcaag gggatgagcet atgcaatqgtg cttgaatacc 60
ctccgaaacg cagcatggga caatactcat taaggttgag
ctgcaagatt cctttctcca cggaggatgg acaagggaaa
cacagccaat ccagtggtga
ttttggggaa agtaatatag taattggaat tggagacaaa
cagqgaaggga agctcgattg
ggccatcttg ggagacacag cctgggactt tggatcagtg

120
180
240
300
360
420
426



40
615
DNA

<210>
<211>
<212>

<213> Escherichia coli

<220>
<221>
<222>
<223>

Gen

<400> 40

atgggccace
aaagtgcccg
ggcgacacta
agactcaaga
tttgtgttga
tacaaagqggyg
gctcacaatg
aacattgagg
gccctgaaaa
gccagaggtg
ggtggttaag

<210> 41

<211> 194
<212> PRT
<213

<220>
<221>
<222>
<223>

<400> 41

1

Kette

(1)..(194)
Aminosduresequenz von PAZ1

(1)..(615)
Nucleotidsequenz, welche das chimire Protein in dem Plasmid pAZ1 codlert

accaccacca
acattggcegg
ttgctgtgga
tggacaaatt
agaaagaagt
aagatgcace
gcagactgat
ctgaacctce
tcaactggta
caaggcgcat
gatce

Escherichia coli

5
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ccacgecatg
aacagaaaat
cgataccctq
gaaactcaag
ctccgaaacqg
ctgcaagatt
cacagccaat
ttttggggaa

caggaaggga
ggccatcttg

gtagataaaa
gtagatatta
attactttgg
gggatgagct
cagcatggga
cctttctcca
ccagtggtga
agtaatatag
agctcgattg
ggagacacag

gaatggettt
tcgeggttga
atctagattt
atgcaatqtg
caatactcat
cggaggatgg
ccaagaagga
taattggaat
ggaagatgtt
cctgggactt

agttgaattg
agtaaacgtg
ggatctagat
cttgaatacc
taaggttgag
acaagggaaa
ggagcctgtce
tggagacaaa
cgaggccact
tggttcagtg

His His His His His His Met Val Asp Lys Arg Met Ala Leu Val Glu
10

15

Leu Lys Val Pro Asp Ile Gly Gly His Glu Asn val Asp Ile Ile Ala
20

25

30

Val Glu Val Asn Val Gly Asp Thr Ile Ala Val Asp Asp Thr Leu Ile
35

Thr Leu Asp Leu Asp Arg Leu Lys Met As
55

50

Met Ser Tyr Ala Met Cy
70

65

40

45

p Lys Leu Lys Leu Lys Gly
60

8 Leu Asn Thr Phe Val Lou Lys Lys Glu val

75

80

Ser Glu Thr His Gly Thr Ile Leu Ile Lys Val Glu Tyr Lys Gly Glu

Asp Ala Pro Cys Lys Ile Pro Phe Ser Thr Glu As
105

Ala His Asn Gly Arg Leu Ile Thr Ala Asn Pro V
115

85

100

120

90

125

95

p Gly Gln Gly Lys
110

al Val Thr Lys Lys

Glu Glu Pro Val Asn Ile Glu Ala Glu Pro Pro Phe Gly Glu Ser Asn

78/113

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
615



130

Ile Val Ile Gly Ile G

145
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135

ly Asp Lys Ala Leu
5

150

155

140

Lys Ile Asn Trp Tyr Arg

160

Lys Gly Ser Ser Ile Gly Lys Met Phe Glu Ala Thr Ala Arq Gly Ala

165

170

175

Arg Arg Met Ala lIle Leu Gly Asp Thr Ala Trp Asp Phe Gly Ser Val
185

Gly Gly

<210> 42
<211> 2253
<212> DNA

<213> Escherichia coli

<220>
<221> Gen

<222> (1)..

180

{2253)

190

<223> Nucleotidsequenz, welche das chimére Proteln In dem Plasmid pAZ2 codlert

<400> 42

atgggccace
aaagtgcecg
ggcgacacta
agactcaaga
tttgtgttga
tacaaagggg
gctcacaatg
aacattgagg
gccctgaaaa
gccagaggtyg
ggtggtgtga
gaagttaaag
gctgaaggea
cctaaagctg
tacgacgtgg
gatgaaggct
aacgtcgget
cgccacttgg
cgcgectaca
agccgtaaag
gtgtecgeotga
gttgecttca
cctgaagatc
aaactgctga
ctgggttege
gatttggtaa
accaaaaccg
aacgcgcecta
aacggcaaac
gaagtggaca
ggtcagcega
gccggecaca
gaagtggcegt
aaagccaact

accaccacca
acattggeqq
ttgctgtgga
tggacaaatt
agaaagaagt
aagatgcace
gcagactgat
ctgaacctce
tcaactggta
caaggcgcat
attcgatgaa
ttaaagtcqgg
cggcagecge
cegetectge
tegtattggg
tgaaagtcgce
gtatccctte
ctgccaacgg
aagacggcgt
tggacgttat
ctgccggega
aaaactgtat
cgcgeatcat
ttatcggegg
gtttggatgt
aagtatggca
ttgecagttga
aagagccgca
tcatcagege
aacasatgcg
tgttggcgeca
aagcctactt
999tgggcga
tcecgtggge

ccacgccatg
aacagaaaat
cgataccctg
gaaactcaag
ctcecgaaacg
ctgcaagatt
cacagccaat
ttttggggaa
caggaaggga
ggccatcttyg
ttcgatggac
cgacaaaatc
tcctaaagcece
tcegeaagee
tggcggtece
catcgtcgaa
caaagccttg
tatcaaatac
agtttcccge
ccaaggcgac
cgcgtacgaa
cattgcagca
cgattccage
cggcattatce
ggttgaaatg
aaaacaaaac
gccgaaagaa
acgctacgat
ggaaaaagca
taccaatgtg
caaagccgtt
cgacgcacge
aaccgaactg
ggcttccgge

gtagataaaa
gtagatatta
attactttgg
gggatgaget
cagcatggga
cctttcteca
ccagtggtga
agtaatatag
agctcgattg
ggagacacag
gtacctgetg
tctgaaggtg
gaagcggetg
gcgcaattcyg
ggcggttact
cgttacaaaa
ttgcacaatg
ccegageeqg
ctcacgggceyg
gggcaattct
caggcagcce
ggcagecgceg
ggcgeattgg
ggcctegaga
atggacggce
gaataccgtt
gacggegttt
gcegtattgg
ggcgttgecg
ccgecacatet
cacgaaggce
gtgattccgg
tcecgecaaag
cgtgcgattg

gaatggcttt
tcgeggttga
atctagattt
atgcaatqgtg
caatactcat
cggaggatgg
ccaagaagga
taattggaat
ggaagatgtt
cctgggactt
aagttgcagg
gtttgattgt
cegeecegge
gcggttetge
ccgetgeatt
ctttgggcgg
cegecgttat
aactcgacat
gtttggcagg
tagatccgeca
ctaccggcga
taaccaaact
ctctgaaaqga
tgggtacggt
tgatgcaagg
ttgacaacat
acgttacctt
ttgccgeegg
taaccgatcg
acgccatcgg
acgttgcege
gcgttgecta
cetecggeeg
ccaacggttg

79/113

agttgaattg
agtaaacqtg
ggatctagat

cttgaatacc

taaggttgag
acaagggaaa
ggagcctgtce
tggagacaaa
cgaggccact
tggatctgtg
cgtagtcaaa
cgtcgttgaa
gcaagaagcece
cgatgccgag
tgecgetgec
cgtttgcetg
cgacgaagtg
cgatatgctt
tatggcgaaa
ccacttggaa
gaaaaaaatc
geccttteatt
agtaccggge
ttacagcacg
cgcagaccege
tatggtcaac
tgaaggcgcg
cegegegece
cggcettcate
cgacatcgte
cgaaaactgc
cactteecce
caaaatcacc

60
120
180
240
300
360
420
400
540
600
660
220
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980

cgacaagccg 2040
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tttaccaagc tgatttttga tgccgaaacce ggccgeatca tcggeggcyg cattgtcggt 2100
ccgaacggtg gcgatatgat cggcgaagtc tgccttgeca tcgaaatggg ctgcgacgeg 2160
gcagacatcg gcaaaaccat ccacccgeac ccgggegaat ccatcggtat ggcggceggaa 2220
gtggcattgg gtacttgtac cgacaaaaaa aaa 2253

<210> 43

<211> 747

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<220>
<221> Kette

<222> (1)..{747)
<223> Aminosauresequenz von PAZ2

<400> 43
His His His His His His Met val Asp Lys Arg Met Ala Leu val Gliu
1 ] 10 15

Leu Lys Val Pro Asp Ile Gly Gly His Glu Asn Val Asp Ile lle Ala
20 25 30

val Glu Val Asn Val Gly Asp Thr Ile Ala val Asp Asp Thr Leu Ile
3s 40 45

Thr Leu Asp Leu Asp Arg Leu Lys Met Agp Lys Leu Lys Leu Lys Gly
50 S5 60

Met Ser Tyr Ala Met Cys lLeu Asn Thr Phe Val Leu Lys Lys Glu Val
65 70 5 80

Ser Glu Thr His Gly Thr lle Leu Ile Lys val Glu Tyr Lys Gly Glu
85 30 95

Asp Ala Pro Cys Lys Ile Pro Phe Ser Thr Glu Asp Gly Gln Gly Lys
100 105 110

Ala His Asn Gly Arg Leu Ile Thr Ala Rsn Pro val val Thx Lys Lys
115 120 125

Glu Glu Pro Val Asn Ile Glu Ala Glu Pro Pro phe Gly Glu Ser Asn
130 135 140

Ile Val Ile Gly Ile Gly Asp Lys Ala Leu Lys Ile Asn Trp Tyr Arg
145 150 155 160

Lys Gly Ser Ser lle Gly Lys Met Phe Glu Ala Thr Ala Arg Gly Ala
165 170 175

Arg Arg Met Ala Ile Leu Gly Asp Thr Ala Trp Asp Phe Gly Ser Val
180 185 190

Gly Gly Val Asn Ser Met Asn Ser Met Asp Val Pro Ala Glu val Ala
195 200 205

Gly Val val Lys Glu Val Lys Val Lys val Gly Asp Lys Ile Ser Glu
210 215 220

Gly Gly Leu Ile Val Val Val Glu Ala Glu Gly Thr Ala Ala Ala Pro
225 230 235 240

80/113



Lys Ala Glu
Ala Pro Ala
Tyr Asp Val

275

Phe Ala Ala
Lys Thr Leu
Ala Leu Leu
Ala Asn Gly
Arqg Ala Tyr

355

Gly Met Ala
370

Phe Leu Asp
385

Tyr Glu Gln
Asn Cys Ile
Pro Glu Asp

435

Glu val Pro
450

Glu Met Gly
465

Glu Met Met

Val Trp Gln

Thr Lys T

515

Phe Glu Gly
530

Leu Val Ala
545

Ala
Pro
260
val
Ala
Gly
His
Ile
340
Lys
Lys
Pro
Ala
Ile
420
Pro
Gly
Thr

Asp

Lys
500
val

Ala

Ala

Ala Ala
245

Gln Ala

Val Leu

Asp Glu

Gly Vval
310

Asn Ala
325

Lys Tyr
Asp Gly
Ser Arg
His His

390

Ala Pro
405

Ala Ala
Arg Ile
Lys Leu
Val Tyr

470

Gly Leu
485

Gln Asn
Ala Val

Asn Ala

Gly Arg
550

DE 602 17 129 T2 2007.10.31

Ala
Ala
Gly
Gly
295
Cys
Ala
Pro
val
Lys
375
Leu
Thr
Gly
Ile
Leu
455
Ser
Met
Glu
Glu
Pro

535
Ala

Pro Ala

Gln Phe
265

Gly Gly
280

Leu Lys

Leu Asn

val Ile

Glu Pro
345

Val Ser
360

Val Asp

Glu val

Gly Glu

Ser Arg
425

Asp Ser
440

Ile Ile

Thr Leu

Gln Gly
Tyr Arg
505

Pro Lys
520

Lys Glu

Pro Asn

Gln Glu Ala
250

Gly Gly Ser
Pro Gly Gly
Val Ala Ile

300

val Gly Cys
315

Asp Glu Val
330

Glu Leu Asp

Arg Leu Thr

Val Ile Gln
380

Ser Leu Thr
395

Lys Lys Ile
410

Val Thr Lys
Ser Gly Ala
Gly Gly Gly

460

Gly Ser Arg
475

Ala Asp Arg
490

Phe Asp Asn
Glu Asp Gly
Pro Gln Arg

540

Gly Lys Leu
555

81/113

Pro Lys Ala Ala

Ala
Tyr
285
Val
Ile
Arg
Ile
Gly
365
Gly
Ala
val
Leu
Leu
445
Ile
Leu
Asp
Ile
Val
528

Tyr

Ile

255

Asp Ala
270

Ser Ala

Glu Arg

Pro Ser

His Leu
335

Asp Met
350

Gly Leu
Asp Gly
Gly Asp
Ala Phe

415

Pro Phe
430

Ala Leu
Ile Gly
Asp Val
Leu Val

495
Met Val
510
Tyr Val

Asp Ala

Ser Ala

Glu

Ala

Tyr

Lys

320

Ala

Leu

Ala

Gln

Ala

400

Lys

Ile

Lys

Leu

Val

Lys

Asn

Thr

Val

Glu
560



Lys Ala

Gln Met

Gly Gln

Gly val

Arg

Pro

Ala
565
Thr Asn
580

Met Leu

595

Glu
610

Ala

Pro
625

Gly
Glu Leu
Pro Trp

Phe.Thr

Asn

val

Ser

Ala

Lys

Cys Ala

Ala Tyr

val

Ala

Gly

Thr

DE 602 17 129 T2 2007.10.31

Pro His

His Lys

600

His
615

Lys

Ser Pro

630

Ala Lys

645

Ala
660

Serx

Leu Ile

675

Ile
690

Gly

Ala
708

Ile

Pro His

Thr Cys

<210> 44

<211> 2256
<212> DNA
<213>

<220>
<221>
<222>
<323>

Gen

<400> 44

atgggccace
aaagtgcccg
ggcgacacta
gctgaagttg
ggtggtttga
gctgecgece
ttcggeggtt
tactccgetg
aaaactttgg
aatgccgecyg
ccggaactcg
ggeggtttgg

vVal

Glu

Pro

Thr

Gly Pro

Met Gly

Ala

Gly

Phe

Asn

Cys

Sex Gly

Arg Ala
Asp Ala

680

Gly Gly
695

Asp Ala

710

Glu
725%

Gly

Asp Leu

740

(1)..{2256)
Nucleotidsequenz, welche das chimére Proteln in dem Plasmid pA23 codlert

accaccaceca
acattggcgg
ttgctgtgga
caggcgtagt
ttgtcgtcegt
cggcgcaaga
ctgcecgatge
catttgccege
gcggegtttg
ttatcgacga
acatcgatat

caggtatgge

Sex

Pro

Ile Gly

Pro Gln

Escherichia coli

ccacgccatg
acacgaaaat
cgataccctg
caaagaagtt
tgaagctgaa
agcccctaaa
cgagtacgac
tgccgatgaa
cctgaacgte
agtgcgccac
gcttcegegee
gaaaagccgt

570
Ile Tyr Ala
585
Ala

Val His

Ala Tyr Phe

Glu val Ala

635
Arg Lys Ile
650

Ile
665

Ala Asn

Glu Thr Gly

Asp Met Ile

Ala Ile

715

Asp

Ala
730

Met Ala

Lys
745

Lys Lys

gtagataaaa
gtagatatta
attactttgg
aaagttaaag
ggcacggcag
getgecgete
gtggtcgtat
ggcttgaaag
ggctgtatce
ttggctgcca
tacaaagacg
aaagtggacg

Ile

Gly Asp

Val Thr Asp Arg Gly Phe Ils Glu Val Asp Lys

575

Ile vVal

590

Glu Gly

605

Asp Ala

620

Trp Val

Thr Lys

Gly Cys

His

Arg

Gly

Ala

Asp

Val Ala

Val Ile

Glu Thr

640
Asn Phe
655

Lys Pro

670

Ile
685

Axrg

Gly Glu

700

Gly Lys

Glu Vval

gaatggcttt
tcgeggttga
atctagaaat
tcggegacaa
ccgcetectaa
ctgctcegea
tgggtggcgg
tcgecategt
cttccaaage
acggtatcaa
gcgtagttte
ttatccaaqg

82/113

Ils

Val

Thr

Ala

Gly.Gly

Cys Leu

Ile His

720

Leu
735

Gly

agttgaattg
agtaaacgtg
ggacgtacct
aatctctgaa
agccgaagcg
agccgcgcaa
tcceggeggt
cgaacgttac
cttgttgcac
atacceccgag
ccgcetcacyg
cgacgggcaa

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720



ttcttagatc
gcecectacceqg
cgcgtaacca
ttggctctga
gagatgggta
ggcctgatge
cgttttgaca
gtttacgtta
ttggttgccg
gccgtaaccg
atctacgeca
ggccacgttg
ccgggegttg
aaagectceeg
attgccaacg
atcatcggceg
gccatcgaaa
ttgggcgaat
ccgcaaaaga
tatgcaatgt
acaatactca
acggaggatyg
accaagaagg
gtaattggaa
gggaagatgt
gcctgggact

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

45
744
PRT

<220>
<221>
<222>
<223

Kette
(1)..

<400> 45

cgcaccactt
gcgagaaaaa
aactgccttt
3aagaagtacc
cggtttacag
aaggcgcaga
acattatggt
cctttqaagqg
ccggeegege
atcgcggett
tcggcgacat
ccgecgaaaa
cctacacttce
gccgcaaaat
gttgcgacaa
geggcattgt
tgggctgcga
ccatcggtat
aaaaaggatc
gettgaatac
ttaaggttga
gacaagggaa
aggagcctgt
ttggagacaa
tcgaggccac
ttggttcagt

{744)
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ggaagtgtcg
aatcgttgcc
cattcctgaa
gggcaaactg
cacgetgggt
ccgcgatttg
caacaccaaa
cgcgaacgeg
geccaacgge
catcgaagtg
cgtcggtcag
ctgcgeegge
ccecgaagtg
caccaaagcece
gccgtttace
cggtccgaac
cgcggcagac
ggcggcggaa
cagactcaag
ctttgtgttyg
gtacaaaggqg
agctcacaat
caacattgag
agccctgaaa
tgccagaggt
gggtggttaa

Escherichia coli

Aminosiuresequenz von PAZ3

ctgactgeccg
ttcaaaaact
gatccgcgea
ctgattatcg
tcgegtttgg
gtaaaagtat
acegttgcag
cctaaagage
aaactcatca
gacaaacaaa
ccgatgttgg
cacaaagcct
gcgtgggtgg
aacttccegt
aagctgattt
ggtggcgata
atcggcaaaa
gtggcattgg
atggacaaat
aagaaagaag
gaagatgcac
ggcagactga
gectgaaccte
atcaactggt
gcaaggegea
ggatce

His His His His His His Met Val Asp Lys Arg

1

S

10

Leu Lys Val Pro Asp Ile Gly Gly His Glu Asn
20

25

Val Glu Val Aan Val Gly Asp Thr Ile Ala Val

35

40

Thr Leu Asp Met Asn Ser Met Asp Val Pro Ala

50

55

gcgacgcegta
gtatcattge
tcatcgattc
geggeggeat
atgtgqttga
ggcaaaaaca
ttgagccgaa
cgcaacgcta
gcgcggaaaa
tgcgtaccaa
cgcacaaage
acttcgacge
gcgaaaccga
gggeggette
ttgatgccga
tgatcggcega
ccatccacce
gtacttgtac
tgaaactcaa
tctccgaaac
cctgcaagat
tcacagccaa
cttttgggga
acaggaaggg
tggccatctt

cgaacaggca
agcaggcage
cageggegea
tatcggecte
aatgatggac
aaacgaatac
agaagacggc
cgatgccgta
agcaggcegtt
tgtgcegeac
cgttcacgaa
acgcgtgatt
actgteegee
cggecgtgeg
aaccggecge
agtetgcott
gcacccgace
cgacctgecet
ggggatgage
gcagcatggg
tectttctee
tccagtggtg
aagtaatata
aagctcgatt
gggagacaca

Met Ala Leu Val Glu

15

Val Asp Ile Ile Ala

30

Asp Asp Thr Leu Ile

45

Glu Val Ala Gly Vval

60

Ile Ser Glu Gly Gly

Val Lys Glu Val Lys Val Lys val Gly Asp Lys

65 70 75 80

Leu Ile Val Val Val Glu Ala Glu Gly Thr Ala Ala Ala Pro Lys Ala
85 90 95

Glu Ala Ala Ala Ala Pro Ala Gln Glu Ala Pro Lys Ala Ala Ala Pro
100 105 110

Ala Pro Gln Ala Ala Gln Phe Gly Gly Ser Ala Asp Ala Glu Tyr Asp

83/113

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2256



val

Ala
148

Leu

Gly

Tyr

Ala

225

Asp

Gln

Ile

Asp

Pro

305

Gly

Met

Gln

Thr

Gly

385

Gly

Axg

Val
130
Ala
Gly
His
Ile
Lys
210
Lys
Pro
Ala
Ile
Pro
290
Gly
Thr
Asp
Lys
Val
370
Ala
Ala

val

Thr

115

val

Asp

Gly

Asn

Lys

19§

Asp

Ser

His

Ala

Ala

275

Lys

vVal

Gly

Gln

355

Ala

Asn

Gly

Ala

Asn
435

Leu

Glu

Val

Ala

180

Tyr

Gly

Arg

His

Pro

260

Ala

Ila

Tyzx
Leu
340
Asn
Val
Ala
Arg
Val

420

val

Gly
Gly
Cys
165
Ala
Pro
val
Lys
Leu
245
Thr
Gly
Ile
Leu
Ser
325
Met
Glu
Glu
Pro
Ala
405

Thr

Pro

Gly

Leu

150

Leu

val

Glu

val

val

230

Glu

Gly

Ser

Asp

Ile

310

Thr

Gln

Tyr

Pro

Lys

3%0

Pro

Asp

His
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Gly
135

Lys

Asn

Ile
Pro
Ser
215
Asp
val
Glu
Arg
Ser
295
Ile
Leu
Gly
Axg
Lys
378
Glu

Asn

Arg

Ile-

120

Pro

Val

val

Asp

Glu

200

Arg

Val

Ser

Lys

Val

280

Serx

Gly

Gly

Ala

Phe

360

Glu

Pro

Gly

Gly

Tyr
440

Gly
Ala
Gly
Glu
185
Leu
Leu
Ile
Leu
Lys
265
Thr
Gly
Gly
Sex
Asp
345
Asp
Asp
Gln
Lys
Phe

425

Ala

Gly
Ile
Cys
170
vVal
Asp
Thr
Gln
Thr
250
Ile
Lys
Ala
Gly
Arg
330
Arg
Asn
Gly
Axg
Leu

410

Ile

Tyx Ser
140

Val Glu
155

Ile Pro

Arg His

Ile Asp

Gly Gly
220

Gly Asp
235

Ala Gly

val Ala

Leu Pro

Leu Ala
300

Ile Ile
315

Leu Asp

Asp Leu

Ile Met

Val Tyr
380

Tyr Asp
395

Ile Ser

Glu val

Ile Gly Asp

84/113

125

Ala Ala Phe Ala

Arg Tyr Lys Thr
160

Ser- Lys Ala Leu
175

Leu Ala Ala Asn
190

Met Leu Arg Ala
205

Leu Ala Gly Met
Gly Gln Phe Leu
240

Asp Ala Tyr Glu
255

Phe Lys Aan Cys
270

Phe Ile Pro Glu
285

Leu Lys Glu Val
Gly Leu Glu Met
320

Val Val Glu Met
335

Val Lys Val Trp
350

Val Asn Thr Lys
365

Val Thr Phe Glu
Ala Val Leu Val
400

Ala Glu Lys Ala
415

Asp Lys Gln Met
430

Ile Val Gly Gln
445



Pro
Asn
465

val

Ser

Lys
Val
545
Glu

Lys
val
625
val
Glu
Pro
Pro
Lys

705

Ala

Trp

Met Leu Ala
450

Cys Ala Gly

Ala Tyr Thr

Ala
500

Ala Lys

Ala Ser Gly

518
Ile

Leu Phe

530
Asn

Gly Pro

Met Gly Cys

Glu Ser
580

Gly

Leu Pro

595

Asp

Lau Leu

610

Lys

Leu Lys Lys

Glu Tyr Lys

Asp Gly Gln

660

Val
675

val Thr

Phe Glu

690

Gly

Ile Asn Trp

Thr Ala Arg

Gly
740

Asp Phe

<210> 46
<211> 426

His
His
Ser
485
Ser
Arg
Asp

Gly

Asp
565

Ile
Pro
Lys
Glu
Gly
645
Gly
Lys
Ser
Tyr
Gly

725

Ser
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Ala Val
455

Lys

Lys Ala Tyr

470

Pro Glu val

Gly Arg Lys

Ile Ala

520

Ala

Glu Thr

535

Ala

Gly Asp Met
550
Ala

Ala Asp

Gly Met Ala

Gln Lys Lys

600
Gly Met Ser
615
Val Ser Glu
630
Ala

Glu Asp

Lys Ala His

Glu Glu

680

Lys

Ile val

695

Asn

Arg Lys Gly

710

Ala Arg Arg

val Gly Gly

His Glu Gly

Phe Asp Ala
475

Ala Trp Val
490

Ile Thr Lys
505

Asn Gly Cys

Gly Arg Ile

Ile Gly Giu

555

Ile Gly Lys

570
Ala Glu Vval
585

Lys Gly Ser

Tyr Ala Met

Thr His Gly

635

Pro Cys Lys
650

Asn
665

Gly Arg
Pro Val Asn
Ile Gly Ile

Ser Ile
7158

Ser

Ala Ile
730

Met

His
460
Arg
Gly
Ala
Asp
Ile
540
val
Thr
Ala
Arg
Cys
620.
Thr
Ile
Leu

Ile

Gly
700

Gly Lys Met

Leu Gly Asp

85/113

Val Ala Ala Glu

Val
Glu
Asn
Lys
525
Gly
Cys
Ile
Leu
Leu
605
Leu
Ile
Pro
Ille
Glu

685

Asp

Ile Pro

Glu
495

Thr

Phe Pro

510

Pro Phe

Gly Gly

Leu

Pro
575

His

Gly Thr

590

Lys Met

Asn Thr

Leu Ile

Phe Ser

655

Thr Ala

670

Ala Glu

Lys Ala

Phe

Thr
738

Gly
480
Leu
Trp
Thr
Ile
Ile
560
His
Cys
Asgp
Phe
Lys
640
Thr
Asn
Pro
Leu
Glu

720

Ala



<212> DNA

<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

Gen

Escherichia coli

{1)..(426)
Nucleotidsequenz, welche die Aminosduren 286 bls 426 des DEN-4-Hiillproteins @

codiert

<400> 46
aaagtcegta
ttttcaattg
tatgaaqgtg
daagtggttg
aacatagaat
gcattaacac
tacagaggtg
ggtgga

<210>
<211>
<212>

7
615
DNA

<213> Escherichia coli

<220>
<221>
<222>
<223>

Gen

<400> 47

atgggccacc
aaagtgcccg
ggcgacacta
aaagtgcgta
ttttcaattg
tatgaaggtg
aaagtggttg
dacatagaat
gcattaacac
tacagaggtg
ggtggataag

48
192
PRT

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

<220>
<221>
<222>
<223>

Kette

<400> 48

tggagaaatt
acaaagagat
ctggagctee
ggcgtatcat
tagaacccce
tccattggtt
caaaacgaat

(1) ..(615)
Nucleotidsequenz, welche das chimdre Protein in dem Plasmid piD1 codiert

accaccacca
acattggcgg
ttgctgtgga
tggagaaatt
acaaagagat
ctggagctce
ggcgtatcat
tagaacccee
tccattggtte
caaaacgaat
gatcec

Escherichia coli

(1)..¢192)
Aminosduresequenz von PID1
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gagaatcaag
ggcagaaaca
gtgtaaagtc
ctcatccace
ctttggggac

caggaaaggg
ggccattcta

ccacgccatg
aacagaaaat
cgataccctg
gagaatcaag
ggcagaaaca
gtgtaaagtc
ctcatccacc
ctttggggac

caggaaaggyg
ggccattcta

ggaatgtcat acacgatgtg ttcaggaaag
cagcatggga caacagtggt gaaagtcaag
cccatagaga taagagatgt aaacaaggaa
cctttggetg agaataccaa cagtgtaace
agctacatag tgataggtgt tggaaacagce
agttccattg gcaagatgtt tgagtccaca
ggtgaaacag cttgggattt tggttccgtt

gtagataaaa
gtagatatta
attactttgg
ggaatgtcat
cagcatggga
cccatagaga
cctttggetg
agctacatag
agttccattg
ggtgaaacaqg

gaatggcttt
tcgeggttga
atctagattt
acacgatgtg
caacagtggt
taagagatgt
agaataccaa
tgataggtgt
gcaagatgtt
cttgggattt

agttgaattg
agtaaacgtg
ggatctagac
ttcaggaaag
gaaagtcaag
aaacaaggaa
cagtgtaacc
tggaaacagc
tgagtccaca
tggttecgtt

His His His His His His Met Val Asp Lys Arg Met Ala Leu Val Glu

1

5

10

15

Leu Lys Val Pro Asp Ile Gly Gly His Glu Asn Val Asp Ile Ile Ala

20

25

30

86/113

60

120
180
240
300
360
420
426

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
615



val

Thr

Tyr

65

Thr

Ala

val

Ser

Ile

145

Ser

Met

Glu val Asn
35

Leu Asp Lys
50

Thr Met Cys

Gln His Gly

Pro Cys Lys

100
Val Gly Arg
115
val Thr Asn
130

Gly Val Gly
Ser Ile Gly

Ile Leu
180

Ala

vVal Gly Asp Thr Ile

Val

Ser

Thr

85

val

Ile

Ile

Asn

Lys

165

Gly

<210> 49
<211> 2241
<212> DNA
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40

Arg Met Glu
55
Phe

Gly Lys

70
val

Thr val

Prxo Ile Glu

Ile Ser Ser

120

Leu Glu
135

Glu

Ser Ala Leu

150

Met Phe Glu

Glu Thr Ala

<213> Bscherichia coli

<220>
<221>
222>
<223>

Gen

<400> 49

atgggccace
aaagtgcccg
ggcgacacta
gagaaattga
aaagagatgg
ggagctcegt
cgtatcatct
gaaccccect
cattggttca
aaacgaatgg
tcgatgaatt
aaagtcggcg
gcagccgete
gctcetgete

{1)..(2241)
Nucleotidsequenz, welche das chimére Proteln in dem Plasmid piD2 codlert

accaccacca
acattggcgg
ttgctgtgga
gaatcaaggg
cagaaacaca
gtaaagtcce
catccacece
ttggggacag

ggaaagggag
ccattctagg

cgatggacgt
acaaaatctc
ctaaagccga
cgcaagccgce

ccacgecatg
aacagaaaat
cgataccctg
aatgtcatac
gcatgggaca
catagagata
tttggectgag
ctacatagtg
ttccattgge
tgaaacagct
acctgctgaa
tgaaggtggt
agceggetgee
gcaattcgge

Lys

Ser Ile
- 5

val
90

Lys

Ile
105

Arg

Thr Pro

Arg

Thr
1558

Thr
170

Ser

Asp
185

gtagataaaa
gtagatatta
attactttgg
acgatgtgtt
acagtggtga
agagatgtaa
aataccaaca
ataggtgttg
aagatgtttg
tgggattttg
gttgcaggcg
ttgattgtcg
gcececeggege
ggttetgecg

45

Lys Tyr Glu Gly

Asp Val Asn Lys

Ala Val Asp Asp Thr Leu Ile
Leu Arxg lle Lys Gly Met Ser
60

Asp Lys Glu Met Ala Glu

80

Ala Gly
95

Glu Lys

110

Leu Ala Glu Asn

125

Pro Lau Asp Ser Tyr

140

Tyr Arg Gly Ala

Phe Gly Ser Val

Thr Asn

Ile Val

Leu His Trp Phe Arg Lys Gly

160

Lys Arg
175

Gly Gly

190

gaatggcettt
tcgeggttga
atctagacaa
caggaaagtt
aagtcaagta
acaaggaaaa
gtgtaaccaa
gaaacagcgc
agtccacata
gtagcgttgg
tagtcaaaga
tcgttgaage
aagaagccce
atgccgagta

87/113

agttgaattqg
agtaaacgtg
agtccgtatg
ttcaattgac
tgaaggtgcet
agtggttggg
catagaatta
attaacactc
cagaggtgca
tggactgaat
agttaaagtt
tgaaggcacg
taaagctgce
cgacgtggtce

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840



gtattgggtg
aaagtcgcca
atccectteca
gccaacqggta
gacggcgtag
gacgttatcc
gecggegacyg
aactgtatca
cgcatcateg
atcggeggeg
ttggatgtgg
gtatggcaaa
gcagttgagce
gagcegcaac
atcagegegg
caaatgcgta
ttggcgcaca
gcctactteg
gtgggcgaaa
ccgtgqgcyg
atttttgatg
gatatgatcg
aaaaccatcc
acttgtaccyg

50
747
PRT

<210>
<211>
<212>
<213

<220>
<221>
<222>
<223>

Kette
(1)..

<400> 50

gcggtecegg
tegtegaacqg
aagccttgtt
tcaaatacce
tttccegect
aaggcgacgg
cgtacgaaca
ttgcagcagg
attccagcegg
gcattategyg
ttgaaatgat
aacaaaacga
cqaaagaaga
gctacgatge
aaasagcagg
ccaatgtgee
aagcecgttca
acgcacgcgt
¢ccgaactgte
cttceggecy
ccgaaaccgg
gcgaagtctg
acccgeacce
acaaaaaaaa

(747)
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cggttactee
ttacaaaact
gcacaatgcee

‘eqagccggaa

cacgggeggt
gcaattctta
ggcagcccet
cagccgegta
cgcattggct
cctcgagatg
ggacggectg
ataccgtttt
cggcgtttac
cgtattggtt
cgttgccgta
gcacatctac
cgaaggccac
gattccggge
cgccaaagee
tgcgattgee
ccgeatcate
ccttgecate
gggcgaatee
a

Escherichia coli

Aminosduresequenz von PID2

gctgcatttg
ttgggeggeg
gccgttatceg
ctegacateg
ttggcaggta
gatccgecace
accggcgaga
accaaactge
ctgaaagaag
ggtacggttt
atgcaaggcg
gacaacatta
gttacctttg
gccgecggee
accgatcgeg
gccatecggeg
gttgccgecg
gttgcectaca
teccggecgea
aacggttgeg
ggcggceggca
gaaatgggcet
atcggtatgg

His Ris His His His His Met Val Asp Lys Arg

1
Leu Lys val
Val Glu Val
35

Thr Leu Asp
50

Met
65

Ser Tyr

Ala Glu Thr

Ala Gly Ala

Glu Lys Val

115

S

10

Pro Asp Ile Gly Gly His Glu Asn

20

25

Asn Val Gly Asp Thr Ile Ala Val

Leu Asp Lys Val Arg Met
55
Thr Met Cys Ser Gly Lys
70

Gln His Gly Thr Thr Val

85

Pro Cys Lys Val Pro Ille

100

Val Gly Arg Ile Ils Ser

40

Glu Lys

Phe Ser
75

Val Lys
90

Glu Ile

105

120

Ser Thr

ccgetgeega
tttgcctgaa
acgaagtgcg
atatgcttcg
tggcgaaaag
acttggaagt
aaaaaatecgt
ctttcattce
taccgggcaa
acagcacgct
cagaccgcega
tggtcaacac
aaggcgegaa
gcgegeccaa
gcttcatcga
acatcgtcgg
aaaactgcge
cttceceecga
aaatcaccaa
acaagccegtt
ttgtcggtcc
gcgacgcgge
cggcggaagt

tgaaggettg
cgteggetgt
ccacttggct
cgcetacaaa
ccgtaaagtyg
gtcgetgact
tgcettcaaa
tgaagatccg
actgctgatt
gggttcgegt
tttggtasaa
caaaaccgtt
cgcgectaaa
cggcaaactce
agtggacaaa
tcagcegatg
cggccacaaa
agtggcgtgg
agccaacttc
taccaagctg
gaacggtgge
agacatcgge
ggcattgggt

Met Ala Leu Val Glu

15

Val Asp Ile Ile Ala

30

Asp Asp Thr Leu Ile

45

Leu Arg Ile Lys Gly

60

Ile Asp Lys Glu Met

80

Val Lys Tyr Glu Gly
95

Arg Asp Val Asn Lys

110

Pro Leu Ala Glu Asn

125

88/113

900
960
1020

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2241



Thr
Ile
145
Lys
Lys
Gly
Gly
Gly

225

Lys

Tyr

Phe

Lys

Pro

Glu

Asn

130

val

Gly

Arg

Gly

Val

210

Gly

Ala

Pro

Asp

Ala

290

Thr

Leu

Asn

Ala

Met

370

Leu

Glu

Cys

Glu

val

Ser

Ile

Ser

Met

Leu

195

val

Leu

Glu

val
275
Ala
Leu
Leu
Gly
Tyr
355
Ala
Asp
Gln
Ile
Asp

435

Pro

val

Gly
Ser
Ala
180

Asn
Lys
Ile
Ala
Pro
260
val
Ala
Gly
His
Ile
340
Lys
Lys
Pro
Ala
Ile
420

Pro

Gly

™hr
Val
Ile
165
Ile
Ser
Glu
Val
Ala
245
Gln
Val
Asp
Gly
Asn
325
Lys
Asp
Ser
His
Ala
405
Ala

Arg

Lys

Asn
Gly
150
Gly
Leu
Met
val
val
230

Ala

Ala

Glu
Val
310
Ala
Tyr
Gly
Arg
His
390
Pro
Ala

Ile

Leu
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Ile Glu Leu Glu Arg

135

Asn

Lys

Gly

Asn

Lys

215

val

Ala

Ala

Gly

Gly

295

Cys

Ala

Pro

val

Lys

375

Leu

Thr

Gly

Ile

Leu

Ser
Met
Glu
Ser
200
val
Glu
Pro
Gln
Gly
280
Leu
Leu
val
Glu
val
360
Val
Glu
Gly

Ser

Asp
440

Ala Leu

fhe Glu
170

Thr Ala
185

Met Asp
Lys Val
Ala Glu
Ala Gln

250

Phe Gly
265

Gly Pro

Lys Val

Asn Val

Ile Asp
330

Pro Glu
345

Ser Arg
Asp Val
Val Ser
Glu Lys

410

Arg val
425

Thr
155

Ser
Trp
val
Gly
Gly
235
Glu
Gly
Gly
Ala
Gly
315
Glu
Leu
Leu
Ile
Leu
395

Lys

Thr

Pro Leu
140

Leu His

Thr Tyr

Asp Phe

Pro Ala
205

Asp Lys
220

Thr Ala
Ala Pro
Ser Ala
Gly Tyr

285

Ile Val
300

Cys lle
Val Arg
Asp Ile
Thr Gly

365
Gln Gly
380
Thr Ala

Ile Val

Lys Leu

Ser Ser Gly Ala Leu

445

Ile Ilae Gly Gly Gly Ile

89/113

Asp Ser
Trp Phe
Arg Gly

175

Gly Ser
190

Glu Val
Ile Ser
Ala Ala
Lys Ala

255

Asp Ala
270

Ser Ala

Glu Arg

Pro Ser

His Leu
335

Asp Met
350

Gly Leu
Asp Gly
Gly Asp
Ala Phe

415

Pro Phe
430

Ala Leu

Ile Gly

Tyr
Azg
160
Ala
Val
Ala
Glu
Pro
240
Ala
Glu
Ala
Tyr
Lys
320
Ala
Leu
Ala
Gln
Ala
400
Lys
Ile

Lys

Leu



450

Glu Met Gly
465

Glu Met Met
Val Trp Gln
Thr Lys Thr

515

Phe Glu Gly
530

Leu Val Ala
545

Lys Ala Gly
Gln Met Arg
Gly Gln Pro

595

Ala Glu Asn
610

Pro Gly Val
625

Glu Leu Ser
Pro Trp Ala
Phe Thr Lys

675

Gly Ile Val
690

Ala Ile Glu
708

Pro His Pro

Thr Cys Thr

<210> 51
<211> 2256
<212> DNA

Thr

Asp

Lys

500

Val

Ala

Ala

Val

Thr

580

Met

Cys

Ala

Ala

Ala

660

Leu

Gly

Met

Gly

Asp
740

Val
Gly
485
Gln
Ala
Asn
Gly
Ala
565
Asn
Leu
Ala
Tyx
Lys
645
Ser
Ile
Pro
Gly
Glu

725

Leu

Tyx
470
Leu
Asn
val
Ala
Axg
550
val
val
Ala
Gly
Thr
630
Ala
Gly
Phe
Asn
Cys
710

Ser

Pro

<213> Escherichia coli

DE 602 17 129 T2 2007.10.31

455

Ser Thr

Met Gln

Glu Tyr

Glu Pro
520

Pro Lys
535

Alas Pro

Thr Asp

Pro His

His Lys
600

His Lys
615

Ser Pro
Ser Gly
Arg Ala
Asp Ala

680
Gly Gly
695
Asp Ala

Ile Gly

Pro Gln

Leu
Gly
Arg
505
Lys
Glu
Asn
Azg
Ile
585
Ala
Ala
Glu
Arg
Ile
665
Glu
Asp
Ala

Met

Lys
745

460

Gly Ser Arg
475

Ala Asp Arg
490

Phe Asp Asn
Glu Asp Gly
Pro Gln Arg

540

Gly Lys Leu
5SS

GCly fhe Ile
570

Tyr Ala Ile
Val His Glu
Tyr Phe Asp

620

Val Ala Trp
635

Lys Ile Thr
650

Ala Asn Gly
Thr Gly Arg
Met Ile Gly

700

Asp Ile Gly
715

Ala Ala Glu
730

Lys Lys

90/113

Leu Asp
Asp Leu
Ile. Mot

510

Val Tyr
525

Tyr Asp
Ile Ser
Glu Val
Gly Asp

590

Gly His
605

Ala Arg
Val Gly
Lys Ala
Cys Asp

670
Ile Ile
685
Glu Val

Lys Thr

val Ala

Val
val
495
Vval
val
Ala
Ala
Asp
575
Ile
Val
vVal
Glu
Asn
655
Lys
Gly
Cys

Ile

Leu
735

Val
480
Lys
Asn
Thr
val
Glu
560
Lys
vVal
Ala
Ile
Thx
640
Phe
Pro
Gly
Leu
Ris

720

Gly



<220>
<221> Gen

<222> (1)..{2256)
<223> Nucleotidsequenz, welche das chimére Protein in dem Plasmid piD3 codiert

<400> 51

atgggccacc
aaagtgcccg
ggcgacacta
gcetgaagttg
ggtggtttga
gctgecgeee
ttcggeggtt
tactcegetg
aaaactttgg
aatgecgecyg
ccggaactcyg
ggcggtttgg
ttettagatce
gceccctaccqg
cgcgtaacca
ttggctcetga
gagatgggta
ggcctgatge
cgttttgaca
gtttacgtta
ttggttgceg
gecgtaaceg
atctacgeca
ggccacgttg
ccgggegttg
aaagectceceg
attgccaacyg
atcatcggcg
gccatcgaaa
ttgggcgaat
ccgcaasaaga
tacacgatgt
acaacagtqg
ataagagatg
gagaatacca
gtgataggtg
ggcaagatgt
gettgggatt

<210> S2
<211> 744
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<220>
<221> Kette
<222> (1)

accaccacca
acattggegg
ttgetgtgga
caggcegtagt
ttgtcgtegt
cggcgcaaga
ctgcegatge
catttgecge
geggegtttyg
ttatcgacga
acatcgatat
caggtatgge
cgcaccactt
gcgagaaaaa
aactgccttt
aagaagtace
cggtttacag
daggcgcaga
acattatggt
cctttgaaqg
cecggeegege
atcgcggctt
tcggegacat
ccgecgaaaa
cctacactte
gccgcaaaat
gttgcgacaa
geggeattgt
tgggctgceqa
ccatcqggtat
aaaaaggatce
gttcaggaaa
tgaaagtcaa
taaacaagga
acagtgtaac
ttggaaacag
ttgagtccac
ttggttcggt

.. (744)

DE 602 17 129 T2 2007.10.31

ccacgcecatg
acacgaaaat
cgataccctg
caaagaagtt
tgaagctgaa
agccectaaa
cgagtacgac
tgccgatgaa
cctgaacgtc
agtgcgccac
gecttegegee
gaaaagccgt
ggaagtgtcg
aatcgttgee
cattcctgaa
gggcaaactg
cacgctgggt
ccgegatttg
caacaccaaa
cgcgaacgceg
gcccaacgge
catcgaagtg
cgtcggtcag
ctgegeeggce
ccccgaagtg
caccaaagcec
gecgtttace
cggtcecgaac
cgcggcagac
ggcggcggaa
caaagtgcgt
gttttcaatt
gtatgaaqggt
aaaagtggtt
caacatagaa
cgcattaaca
atacagaggt
tggtggctaa

<223> Aminosiduresequenz von PiD3

<400> 52

gtagataaaa
gtagatatta
attactttgg
aaagttaaag
ggcacggcag
gctgecegete
gtggtcgtat
ggcttgaaag
ggctgtatcc
ttggctgcca
tacaaagacyg
aaagtggacg
ctgactgccg
ttcaaaaact
gatccgcgea
ctgattatcg
tcgegtttqg
gtaaaagtat
accgttgcag
cctaaagage
aaactcatca
gacaaacaaa
ccgatgttgg
cacaaagcct
gcgtgggtygg
aacttcccgt
aagctgattt
ggtggcgata
atcggcaasa
gtggcattgg
atggagaaat
gacaaagaga
gctggagete
gggcgtatea
ttagaaccce
ctccattggt
gcaaaacgaa
ggatcc

gaatggcttt
tcgeggttga
atctagaaat
tcggcgacaa
ccgectectaa
ctgetecgea
tgggtggegg
tcgccatcegt
cttccaaagc
acggtatcaa
gegtagttte
ttatccaagg
gcgacgegta
gtatcattgce
tcatcgatte
gcggeggeat
atgtggttga
ggcaaaaaca
ttgagccgaa
cgcaacgcta
gcgcggaaaa
tgcgtaccaa
cgcacaaage
acttcgacge
gcgaaaccga
gggcggette
ttgatgccga
tgatcggega
ccatccacce
gtacttgtac
tgagaatcaa
tggcagaaac
cgtgtaaagt
tctcatccac
cctttgggga
tcaggaaagg
tggecattct

agttgaattg
agtaaacgtg
ggacgtacct
aatctctgaa
ageccgaageyg
agcecgcgcaa
tcceggeggt
cgaacgttac
cttgttgcac
ataccccgag
ccgectcacyg
cgacgggcaa
cgaacaggca
agcaggcage
cageggcegea
tateggecte
aatgatggac
aaacgaatac
agaagacggc
cgatgeccgta
agcaggcegtt
tgtgccgeac
cgttcacgaa
acgcgtgact
actgtccgece
cggccgtgeg
aaccggecege
agtctgectt
gcacccgace
cgacctgect
gggaatgtca
acagcatgqgg
ccccatagag
ccctttgget
cagctacata
gagttccatt
aggtgaaaca

His His His His His His Met Val Asp Lys Arg Met Ala Leu Val Glu

1

5

10

91/113

15

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2256



Leu

val

Thx

Glu
Ala
val
Ala
145
Leu
Leu
Gly
Tyr
Ala
225
Asp
Gln
Ile
Asp
Pro

305

Gly

Lys Val

Glu val
35

Leu Asp

Lys Glu

Ile Val

Ala Ala

Pro Gln
115

Val val
130

Ala Asp

Gly Gly

His Asn

Ile Lys
195

Lys Asp
210

Lys Ser
Pro His
Ala Ala
Ile Ala

275

Pro Arg
290

Gly Lys

Thr Val

Pro

20
Asn
Met
val
val
Ala
100
Ala
Leu
Glu
val
Ala
180
Tyr
Gly
Arg
His
Pro
260
Ala
Ile

Leu

Tyr

Asp

val

Asn

Lys

val

Ala

Ala

Gly

Gly

Cys

165

Ala

Pro

val’

Lys

Leu

245

Thr

Gly

Ile

Leu

Ser
325

Ile
Gly
Ser
val

70
Glu
Pro
Gln
Gly
Leu
150
Leu
vVal
Glu
val
Val
230
Glu
Gly
Ser
Asp
Ile

310
Thr
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Gly Gly His Glu Asn Val

Asp Thr
40

Met Asp
55

Lys Val

Ala Glu

Ala Gin

Phe Gly
120

Gly Pro
135

Lys val

Asn Val

Ile Asp

Pro Glu
200

Ser Arq
215

Asp Val
Val Ser
Glu Lys
Arg Val

280

Ser Ser
295

Ile Gly

Leu Gly

25
Ile Ala

Val Pro

Gly Asp

Gly Thx
30

Glu Ala
105

Gly Ser

Gly Gly

Ala Ile

Gly Cys
170

Glu val
185

Leu Asp

Leu Thr

Ile Gln

Leu Thr
250

Lys Ile
265

Thr Lys
Gly Ala

Gly Gly

Ser Arg
330

Val Asp
Ala Glu
60

Lys Ile
75

Ala Ala
Pro Lys
Ala Asp

Tyr Ser
140

Val Glu
155

Ile Pro
Arg His
Ile Asp

Gly Gly
220

Gly Asp
235

Ala Gly
Val Ala
ieu Pro
Leu Ala

300

Ile 1le
315

Leu Asp

92/113

Asp
Asp

45
val
Ser
Ala
Ala
Ala
128
Ala
Arg
Ser
Leu
Met
208
Leu
Gly
Asp
Phe
Phe
285
Leu

Gly

Val

Ile Ile Ala
30

Thr Leu Ile
Ala Gly Val
Glu Gly Gly

80

Pro Lys Ala
95

Ala Ala Pro
110

Glu Tyr Asp
Ala Phe Ala
Tyx Lys Thr

160

Lys Ala Leu
175

Ala Ala Asn
190

Leu Arg Ala
Ala Gly Met
Gln Phe Leu

240

Ala Tyr Glu
255

Lys Asn Cys
270

Ile Pro Glu

Lys Glu Val

Leu Glu Met
320

Val Glu Met
335



Met Asp
Gln Lys
Thr Val

370

Gly Ala
385

Ala Ala
Gly val
Arg Thr
Pro Met

450

Asn Cys
465

Val Ala

Ser Ala

Ala Ala

Lys Leu
530

Val Gly
545

Glu Met
Pro Gly
Thr Asp
Lys Leu

610

Sexr Ile
625

Lys val

Ile Axg

Gly Leu
340

Gln Asn
355

Ala Val
Asn Ala
Gly Arg
Ala Val

420

Asn Val
435

Leu Ala
Ala Gly
Tyxr Thr
Lys Ala

500

Ser Gly
515

Ile Phe
Pro Asn
Gly Cys
Glu Ser

580

Lau Pro
595

Arg Ile
Asp Lys

Lys Tyr

Asp Val

Met Gln

Glu Tyr

Glu Pro

Pro Lys
390

Ala Pro
405

Thr Asp

Pro His

His Lys

His Lys
470

Ser Pro
485

Ser Gly

Arg Ala

Asp Ala

Gly Gly
550

Asp Ala
565

Ile Gly

Pro Gln

Lys Gly

Glu Met
630

Glu Gly
645

Asn Lys

DE 602 17 129 T2 2007.10.31

Gly Ala Asp Arg Asp

Arg Phe
360

Lys Glu
375

Glu Pro

Asn Gly

Arg Gly

Ile Tyr
440

Ala val
455

Ala Tyr
Glu val
Arg Lys
Ile Ala

520

Glu Thr
535

Asp Met
Ala Asp
Met Ala
Lys Lys

600
Met Ser
613
Ala Glu

Ala Gly

Glu Lys

345

Asp

Asp

Gln

Lys

Phe

425

Ala

His

fPhe

Ala

Ile

505

Asn

Gly

Ile

Ile

Ala

585

Lys

Tyr

Thr

Ala

Val

Asn Ile
Gly Val
Arg Tyr

398

Leu Ile
410

Ile Glu

Ile Gly

Glu Gly
Asp Ala
475

Trp Val
480

Thr Lys

Gly Cys

Arg Ile

Gly Glu
$55

Gly Lys
570

Glu Val

Gly Ser

Thr Met

Gln His
635

Pro Cys
650

Val Gly

Leu Val

Met Val
365

Tyr Val
380

Asp Ala
Ser Ala
Val Asp
Asp Ile

445

His Val
460

Arg Val
Gly Glu

Ala Asn

Asp Lys
525

Lys
350
Asn
Thr
Val
Glu
Lys
430
val
Ala
Ile
Thr
Phe

510

Pro

Val Trp

Thr Lys

Phe Glu

Leu Val
400

Lys Ala
415

Gln Met
Gly Gln
Ala Glu
Pro Gly

4180

Glu Leu
495

Pro Trp

Phe Thr

Ile Gly Gly Gly Ile

540

Val Cys
Thr Ile
Ala Leu
Lys val

605
Cys Ser
620
Gly Thr

Lys Val

Arg Ile

93/113

Leu

His

Gly

590

Arg

Gly

Thr

Pro

Ile

Ala Ile
560

Pro His
575

Thr Cys

Met Glu

Lys Phe

Val Val
640

Ile Glu
655

Ser Ser



660
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665

670

Thr Pro Leu Ala Glu Asn Thr Asn Ser Val Thr Asn Ile Glu Leu Glu

675

680

685

Arg Pro Leu Asp Ser Tyr Ile Val Ile Gly Val Gly Asn Ser Ala Leu

690

695

700

Thr Leu His Trp Phe Arg Lys Gly Ser Ser Ile Gly Lys.Met Phe Glu
710

705

715

720

Ser Thr Tyr Arg Gly Ala Lys Arg Met Ala Ile Leu Gly Glu Thr Ala

725

Trp Asp Phe Gly Ser Val Gly Gly

53
2694
ONA

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

<220>
<221>
<222>
<223>

Gen

<400> 53

atgggccace
aaagtgcceg
ggcgacacta
gagaaattga
aaagagatgg
ggagctcegt
cgtatcatct
gaaccceect
cattggttca
aaacgaatgg
gaaatggacg
gacaaaatct
cctaaagccg
ccgcaagcecg
ggcggtcccy
atcgtcgaac
aaagcecttgt
atcaaatacc
gtttecccgee
caaggcgacyg
gcgtacgaac
attgcagcag
gattccagceg
ggcattatcg
gttgaaatga
aaacaaaacqg
ccgaaagaag
cgctacgatg
gaaaaagcag
accaatgtgc
aaageegttc

740

Escherichia coli

(1)..(2694)
Nucleotidsequenz, welche das chimére Proteln in dem Plasmid pD4D2 codiert

accaccacca
acattggcgq
ttgctgtgga
gaatcaaggg
cagaaacaca
gtaaagtcce
catccaccee
ttggggacag
ggaaagggag
ccattctagg
tacctgctga
ctgaaggtgg
aageggetge
cgcaattcgg
geggttacte
gttacaaaac
tgcacaatgce
ccgagecgga
tcacgggegg
ggcaattctt
aggcagccce
gcagccgegt
gcgcattgge
gcctcegagat
tggacggcct
aataccgttt
acggcgttta
ccgtattggt
gegttgecgt
cgcacatcta
acgaaggcca

ccacgccatg
acacgaaaat
cgataccctg
aatgtcatac
gcatgggaca
catagagata
tttggctgag
ctacatagtg
ttccattgge
tgaaacagct
agttgcagge
tttgattgte
cgeceeggeg
cggttctgee
cgetgeattt
tttgggegge
cgccgttate
actcgacatc
tttggcaggt
agatccgcac
taccggcgaqg
aaccaaactg
tctgaaagaa
gggtacggtt
gatgcaaggc
tgacaacatt
cgttaccttt
tgcegeegge
aaccgatcgce
cgcecatcgge
cgttgecgee

730

gtagataaaa
gtagatatta
attactttgg
acgatgtgtt
acagtggtga
agagatgtaa
aataccaaca
ataggtgttg
aagatgtttg
tgggattttg
gtagtcaaag
gtcgttgaag
caagaagcce
gatgcecgagt
gcegetgeeg
gtttgcctga
gacgaagtge
gatatgctte
atggcgaaaa
cacttggaag
aaaaaaatcg
cctttcatte
gtaccgggea
tacagcacge
gcagaccgeg
atggtcaaca
gaaggcgcga
cgcgegeeca
ggcttcatcg
gacatcqtcg
gaaaactgcg

gaatggcettt
tcgeggttga
atctagacaa
caggaaagtt
aagtcaagta
acaaggaaaa
gtgtaaccaa
gaaacagcgce
agtccacata
gttcegttgg
aagttaaagt
ctgaaggcac
ctaaagctge
acgacgtggt
atgaaggctt
acgtcggetg
gccacttgge
gcgcctacaa
gcegtaaagt
tgtcgetgac
ttgcettcaa
ctgaagatcc
aactgctgat
tgggttcgeg
atttggtaaa
ccaaaaccgt
acgcgcctaa
acggcaaact
aagtggacaa
gtcagccgat
ccggccacaa
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735

agttgaattg
agtaaacgtg
agtccgtatg
ttcaattgac
tgaaggtgct
agtggttggg
catagaatta
attaacactc
cagaggtgca
tggtcttcta
taaagtcgge
ggcagceget
cgetectget
cgtattgggt
gaaagtcgce
tatcecttcec
tgccaacggt
agacggcgta
ggacgttate
tgceggegac
aaactgtatc
gcgcatcate
tateggegge
tttggatgtg
agtatggcaa
tgcagttgag
agagccgceaa
catcagegeg
acaaatgcgt
gttggcgcac
agcctactte

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1340
1500
1560
1620
1660
1740
1800
1860
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gacgcacgcg tgatteeggg cgttgectac acttcccccg aagtggegtg ggtgggegaa 1920
accgaactgt ccgccaaage ctceggccge aaaatcacca aagccaactt cccgtgggeg 1980
gcttccggee gtgcgattge caacggttge gacaagcegt ttaccaaget gatttttgat 2040
gccgaaaceg gecgeatcat cggeggegge attgtcggte cgaacggtgg cgatatgatc 2100
ggcgaagtct gccttgccat cgaaatggge tgcgacgcgg cagacatcgg caaaaccatce 2160
cacccgeace cgaccttggg cgaatccatc ggtatggegg cgjaagtgge attgggtact 2220
tgtaccgacc tgcctccgca aaagaaaaaa ggatccgaca ggctgagaat ggacaaacta 2280
cagctcaaag gaatgtcata ctctatgtgt acaggasagt ttaaaattgt gaaggaaata 2340
gcagaaacac aacatggaac aatagttatc agagtacaat atgaagggga cggctctcca 2400
tgtaagatcc cttttgagat aatggatttg gaaaaaagac acgtcttagg tcgectgatt 2460
acagttaacc cgatcgtaac agaaaaagat agcccagtca acatagaagce agaacctcca 2520
ttcggagaca gctacatcat cataggagta gagccgggac aattgaaact caactggttt 2580
aagaaaggaa gttccatcgg ccaaatgttt gagacaacaa tgagaggagc gaagagaatg 2640
gccattttag gtgacacagc ctgggatttt gggtctctgg gtggttaagg atcc 2694

<210> 54

<211> 891

<212> PRT

<213> EBacherichia coli

<220>

<221> Kette

<222> (1)..(891)

<223> Aminosiuresequenz von PD4D2

<400> 54
His His His His His His Met Val Asp Lys Arg Met Ala Leu Val Glu
1 5 10 15

Leu Lys Val Pro Asp Ile Gly Gly His Glu Asn Val Asp Ile Ile Ala
20 25 30

Val Glu Val Asn Val Gly Asp Thr Ile Ala Val Asp Asp Thr Leu Ile
35 40 45

Thr Leu Asp Leu Asp Lys Val Arg Met Glu Lys Leu Arg Ile Lys Gly
50 58 60

Met Ser Tyr Thr Met Cys Ser Gly Lys Phe Ser Ile Asp Lys Glu Met
65 70 75 80

Ala Glu Thr Gln His Gly Thr Thr Val Val Lys Val Lys Tyr Glu Gly
85 90 95

Ala Gly Ala Pro Cys Lys Val Pro Ile Glu Ile Arg Asp Val Asn Lys
100 105 110

Glu Lys Val Val Gly Arg Ile Ile Ser Ser Thr Pro Leu Ala Glu Asn
115 120 125

Thr Asn Sexr Val Thr Asn Ile Glu Leu Glu Azrg Pro Leu Asp Ser Tyr
130 135 140

Ile Val Ile Gly Val Gly Asn Ser Ala Leu Thr Leu His Trp Phe Arg
145 150 155 160

Lys Gly Ser Ser Ile Gly Lys Met Phe Glu Ser Thr Tyr Arg Gly Ala
165 170 175

Lys Arg Met Ala Ile Leu Gly Glu Thr Ala Trp Asp Phe Gly Ser val
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Gly Gly
Gly val
210

Gly Gly
225

Lys Ala

Ala Pro

Tyr Asp
Phe Ala
290

Lys Thr
305

Ala Laeu

Ala Asn

Arg Ala

Gly Maet
370

Phe Leu
385

Tyr Glu
Asn Cys
Pro Glu
Glu val

450

Glu Met
465

Glu Met

Val Trp

Leu
195
Val
Leu
Glu
Ala
Val
275

Ala

Leu

Gln

Ile

Asp

435

Pro

Gly

Met

Gln

180

Leu
Lys
Ile
Ala
Pro
260
vVal
Ala
Gly
His
Ile
340
Lys
Lys
Pro
Ala
Ile
420
Pro
Gly
Thr

Asp

Lys
S00

Glu
Glu
val
Ala
245
Gln
Val
Asp
Gly
Asn
325
Lys
Asp
Ser
His
Ala
405
Ala
Arg
Lys
val
Gly

485
Gln
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Met Asn
Val Lys
215

val val
230

Ala Ala

Ala Ala

Leu Gly

Glu Gly
295

Val Cys
310

Ala Ala

Tyr Pro

Gly val

Arg Lys
375

His Leu
390

Pro Thr
Ala Gly
Ile Ile
Leu Leu

455

Tyr Ser
470

Leu Met

Asn Glu

185

Ser Met
200

Val Lys

Glu Ala

Pro Ald

Gln Phe
265

Gly Gly
280

Leu Lys
Leu Aan
val Ile
Glu Pro

345

Val Ser
360

Val Asp
Glu val
Gly Glu
Ser Arg

425
Asp Ser

440
Ile Ile
Thr Leu

Gln Gly

Tyr Arg
505

Asp Val Pro
Val Gly Asp
220

Glu Gly Thr
235

Gln Glu Ala
250

Gly Gly Ser
Pro Gly Gly
Val Ala Ile

300

Val Gly Cys
315

Asp Glu val
330

Glu Leu Asp

Arg Leu Thr

Val Ile Gln
380

Ser Leu Thr
395

Lys Lys Ile
410

Val Thr Lys
Ser Gly Ala
Gly Gly Gly

460

Gly Ser Arg
475

Ala Asp Arg
490

Phe Asp Asn

2007.10.31

Ala
205
Lys
Ala
Pro
Ala
Tyr
285
val
Ile
Arg
Ile
Gly
365
Gly
Ala
val
Leu
Leu
445
Ile
Leu

Asp

Ile
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190
Glu val

Ile Ser

‘Ala Ala

Lys Ala
258

Asp Ala
270

Ser Ala

Glu Arg

Pro Ser

His Lau
335

Asp Met
350

Gly Leu

Asp Gly

Gly Asp

Ala Phe
415

Pro Phe
430

Ala Leu
Ile Gly
Asp Val
Leu Val

495

Met Val
510

Ala

Glu

Pro

240

Ala

Glu

Ala

Tyr

Lys

320
Ala

Ala

Gln

Ala

400

Lys

Ile

Lys

Leu

val
480

Lys

Asn



Phe
Leu
545
Lys

Gln

Gly

Pro
625
Glu
Pro
Phe
Gly
Ala
705
Pro
Thr
Met
Lys
Val

785

Phe

Lys
Glu
530
Val
Ala
Met
Gln
Glu
610
Gly
Leu
Txp
Thr
Ile
6390
Ile
Ris
Cys
Asp
Phe
770

Ile

Glu

Thr
515
Gly
Ala
Gly
Arg
Pro
595
Asn
val
Ser
Ala
Lys
675
Val
Glu
Pro
Thr
Lys
755
Lys

Arg

Ile

Thr Val Asn

vVal

Ala

Ala

Val

Thr

580

Met

Cys

Ala

Ala

Ala

660

Leu

Gly

Met

Gly

Asp

740

Leu

Ile

val

Met

Pro
820

Ala Val

Asn Ala

Gly Argqg
550

Ala Val
565

Asn Val
Leu Ala
Ala Gly
Tyr Thr

630

Lys Rla
645

Ser Gly
Ile Phe

Pro Asn

Gly Cys
710

Glu Ser:

725

Leu Pro

Gln Leu

Val Lys

Gln Tyr
790

Asp Leu
805

Ila Val
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Glu Pro
520

Pro Lys
535

Ala Pro
Thr Asp
Pro Hias

His Lys
600

His Lys
615

Ser Pro
Ser Gly
Arg Ala
Asp Ala

680

Gly Gly
695

Asp Ala
Ile Gly
Pro Gln
Lys Gly

760
Glu Ile
775
Glu Gly

Glu Lys

Thr Glu

Lys Glu Asp Gly Val Tyr Val Thr

Glu

Asn

Arg

Ile

585
Ala

Glu

Axg

Ile

665

Glu

Asp

Ala

Met

Lys

745

Met

Ala

Asp

Arg

Lys
825

Pro Gln
Gly Lys
555

Gly Phe
570

Tyr Ala

val His

Tyr Phe

val Ala
635

Lys Ile
650

Ala Asn

Thr Gly

Met Ile

Asp lle
715

Ala Ala
730

Lys Lys

Ser Tyr

Glu Thrx

Gly Ser
795

His val
810

Asp Ser

525

Arg Tyr
540

Leu Ile

Ile Glu

Ile Gly

Glu Gly
605

Asp Ala
620

Trp Val
Thr Lys
Gly Cys
Arg Ile

685

Gly Glua
700

Gly Lys
Gluv Val
Gly Ser
Ser Met

765
Gln His
780
Pro Cys

Leu Gly

Pro Val
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Asp Ala

Ser

val

Asp

590

His

Arg

Gly

Ala

Asp

670

Ile

Val

Thr

Ala

750

Cys

Gly

Lys

Arg

Asn
830

Ala

Asp
575
Ile
val
val
Glu
Asn
658
Lys
Gly
Cys
Ile
Leu
735
Leu
Thr
Thr
Ile
Leu

815

Ile

val
Glu
560
Lys
val
Ala
Ile
Thr
640
Phe
Pro
Gly
Leu
His
720
Gly
Arg
Gly
Ile
Pro
800

Ile

Glu
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Ala Glu Pro Pro Phe Gly Asp Ser Tyr Ile Ile Ile Gly Val Glu Pro
835 840 845

Gly Gln Leu Lys Leu Asn Trp Phe Lys Lys Gly Ser Ser Ile Gly Gln
850 855 860

Met Phe Glu Thr Thr Met Arg Gly Ala Lys Arg Met Ala Ile Leu Gly
86S 870 875 880

Asp Thr Ala Trp Asp Phe Gly Ser Leu Gly Gly
885 890

Patentanspriiche

1. Chimare Nucleinsaure, umfassend zumindest eine Nucleotidsequenz, die ein Fragment des E-Proteins
eines Flavivirus codiert, und eine Nucleotidsequenz der Sequenzidentifizierungs-Nr. 26 oder Sequenzidentifi-
zierungs-Nr. 29, die ein Protein von Dehydrogenase von mutiertem Neisseria meningitidis (MDH) codiert, oder
eine Nucleotidsequenz der Sequenzidentifizierungs-Nr. 23, die ein Fragment dieses MDH-Proteins codiert, wo-
bei die chimare Nucleinsaure ein chimares Protein codiert, das bei einem Empfanger eine humorale Immunant-
wort von neutralisierenden und schutzenden Antikdrpern gegen das Flavivirus auszulésen vermag.

2. Chimare Nucleinsaure nach Anspruch 1, wobei die Nucleotidsequenz, die ein Fragment des E-Proteins
eines Flavivirus codiert, eine Nucleotidsequenz ist, die die Aminosauren Nr. 286 bis 426 des E-Proteins des
Serotyps 1, 2, 3 und/oder 4 des Denguevirus codiert, und wobei diese chimare Nucleinsaure ein chimares Pro-
tein codiert, das bei einem Empfanger eine Serotyp-spezifische humorale Immunantwort von neutralisierenden
und schiitzenden Antikérpern gegen diesen Serotyp (diese Serotypen) des Denguevirus auszuldésen vermag.

3. Chimare Nucleinsaure nach den Anspriichen 1 und 2, umfassend eine Nucleotidsequenz, die die Ami-
nosauren 286 bis 426 des E-Proteins des Serotyps 1, 2, 3 und/oder 4 des Denguevirus codiert, die mit dem
3'-Ende einer Nucleotidsequenz der Sequenzidentifizierungs-Nr. 23 vereinigt ist, die die ersten 45 Aminosau-
ren des MDH-Proteins codiert.

4. Chimare Nucleinsdure nach den Anspriichen 1 und 2, umfassend eine Nucleotidsequenz, die die Ami-
nosauren 286 bis 426 des E-Proteins des Serotyps 1, 2, 3 und/oder 4 des Denguevirus codiert, die eingefiigt
ist in einer Region, die die Aminosaure Nr. 45 codiert, in einer Nucleotidsequenz der Sequenzidentifizie-
rungs-Nr. 26, die das MDH-Protein codiert.

5. Chimare Nucleinsaure nach den Anspriichen 1 und 2, umfassend eine Nucleotidsequenz, die die Ami-
nosauren 286 bis 426 des E-Proteins des Serotyps 1, 2, 3 und/oder 4 des Denguevirus codiert, die vereinigt
ist mit dem 3'-Ende einer Nucleotidsequenz der Sequenzidentifizierungs-Nr. 29, die das MDH-Protein codiert.

6. Chimare Nucleinsaure nach den Anspriichen 1 und 2, umfassend Nucleotidsequenzen, die die Amino-
sauren 286 bis 426 des E-Proteins zweier unterschiedlicher Serotypen des Denguevirus codieren, wobei eine
dieser Nucleotidsequenzen in eine Region, die die Aminosaure Nr. 45 codiert, in der Nucleotidsequenz der Se-
quenzidentifizierungs-Nr. 29 eingefiigt ist, die das MDH-Protein codiert, und die andere Nucleotidsequenz mit
dem 3'-Ende dieser Nucleotidsequenz der Sequenzidentifizierungs-Nr. 29 vereinigt ist.

7. Rekombinantes chimares Protein, das das Expressionsprodukt einer chimaren Nucleinsaure nach ei-
nem der Anspriiche 1 bis 6 ist und bei einem Empfanger eine Serotyp-spezifische humorale Immunantwort von
neutralisierenden und schitzenden Antikérpern gegen das Denguevirus auszuldsen vermag.

8. Rekombinantes chimares Protein, das das Expressionsprodukt einer chimaren Nucleinsaure nach An-
spruch 6 ist und bei einem Empfanger eine humorale Immunantwort von neutralisierenden und schiitzenden
Antikérpern auszuldsen vermag, die fir zwei Serotypen des Denguevirus spezifisch sind.

9. Chimare Nucleinsaure, Sequenzidentifizierungs-Nr. 24, nach den Anspriichen 1, 2 und 3, die die Se-
quenzen der Sequenzidentifizierungs-Nrn. 22 und 23 umfasst und das chimare Protein PLL1 codiert.

10. Chimares Protein PLL1 nach Anspruch 7, das die Aminosauresequenz der Sequenzidentifizierungs-Nr.
25 aufweist, das das Expressionsprodukt der Sequenzidentifizierungs-Nr. 24 ist und bei einem Empfanger eine
humorale Immunantwort von neutralisierenden und schitzenden Antikérpern gegen das Denguevirus-2 aus-
zulésen vermag.
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11. Chimare Nucleinsaure der Sequenzidentifizierungs-Nr. 27, nach den Anspriichen 1, 2 und 4, die die Se-
quenzen der Sequenzidentifizierungs-Nrn. 22 und 26 umfasst und das chimare Protein PLL2 codiert.

12. Chimares Protein PLL2 nach Anspruch 7, das die Aminosauresequenz der Sequenzidentifizierungs-Nr.
28 aufweist, die das Expressionsprodukt der Sequenzidentifizierungs-Nr. 27 ist und bei einem Empféanger eine
humorale Immunantwort von neutralisierenden und schiitzenden Antikdrpern gegen das Denguevirus-2 aus-
zulésen vermag.

13. Chimare Nucleinsaure, Sequenzidentifizierungs-Nr. 30, nach den Anspriichen 1, 2 und 5, die die Se-
quenzen der Sequenzidentifizierungs-Nrn. 22 und 29 umfasst und das chimare Protein PLL3 codiert.

14. Chimares Protein PLL3 nach Anspruch 7, das die Aminosauresequenz der Sequenzidentifizierungs-Nr.
31 aufweist, das das Expressionsprodukt der Sequenzidentifizierungs-Nr. 30 ist und bei einem Empfanger eine
humorale Immunantwort von neutralisierenden und schiitzenden Antikdrpern gegen das Denguevirus-2 aus-
zulésen vermag.

15. Chimare Nucleinsadure der Sequenzidentifizierungs-Nr. 33 nach den Anspriichen 1, 2 und 3, die die Se-
quenzen der Sequenzidentifizierungs-Nrn. 32 und 23 umfasst und das chiméare Protein PLH1 codiert.

16. Chimares Protein PLH1 nach Anspruch 7, das die Aminosduresequenz der Sequenzidentifizie-
rungs-Nr. 34 aufweist, das das Expressionsprodukt der Sequenzidentifizierungs-Nr. 33 ist und bei einem Emp-
fanger eine humorale Immunantwort von neutralisierenden und schitzenden Antikérpern gegen das Dengue-
virus-1 auszulésen vermag.

17. Chimare Nucleinsadure der Sequenzidentifizierungs-Nr. 35 nach den Anspriichen 1, 2 und 4, die die Se-
quenzen der Sequenzidentifizierungs-Nrn. 32 und 26 umfasst und das chiméare Protein PLH2 codiert.

18. Chimares Protein PLH2 nach Anspruch 7, das die Aminosduresequenz der Sequenzidentifizie-
rungs-Nr. 36 aufweist, das das Expressionsprodukt der Sequenzidentifizierungs-Nr. 35 ist und bei einem Emp-
fanger eine humorale Immunantwort von neutralisierenden und schitzenden Antikérpern gegen das Dengue-
virus-1 auszulésen vermag.

19. Chimare Nucleinsaure der Sequenzidentifizierungs-Nr. 37 nach den Anspriichen 1, 2 und 5, die die Se-
quenzen der Sequenzidentifizierungs-Nrn. 32 und 29 umfasst und das chiméare Protein PLH3 codiert.

20. Chimares Protein PLH3 nach Anspruch 7, das die Aminosauresequenz der Sequenzidentifizie-
rungs-Nr. 38 aufweist, das das Expressionsprodukt der Sequenzidentifizierungs-Nr. 37 ist und bei einem Emp-
fanger eine humorale Immunantwort von neutralisierenden und schitzenden Antikérpern gegen das Dengue-
virus-1 auszulésen vermag.

21. Chimare Nucleinsaure der Sequenzidentifizierungs-Nr. 40 nach den Anspriichen 1, 2 und 3, die die Se-
quenzen der Sequenzidentifizierungs-Nrn. 39 und 23 umfasst und das chiméare Protein PAZ1 codiert.

22. Chimares Protein PAZ1 nach Anspruch 7, das die Aminosauresequenz der Sequenzidentifizie-
rungs-Nr. 41 aufweist, das das Expressionsprodukt der Sequenzidentifizierungs-Nr. 40 ist und bei einem Emp-
fanger eine humorale Immunantwort von neutralisierenden und schitzenden Antikérpern gegen das Dengue-
virus-3 auszulésen vermag.

23. Chimare Nucleinsaure der Sequenzidentifizierungs-Nr. 42 nach den Anspriichen 1, 2 und 4, die die Se-
quenzen der Sequenzidentifizierungs-Nrn. 39 und 26 umfasst und das chimare Protein PAZ2 codiert.

24. Chimares Protein PAZ2 nach Anspruch 7, das die Aminosauresequenz der Sequenzidentifizie-
rungs-Nr. 43 aufweist, das das Expressionsprodukt der Sequenzidentifizierungs-Nr. 42 ist und bei einem Emp-
fanger eine humorale Immunantwort von neutralisierenden und schitzenden Antikérpern gegen das Dengue-
virus-3 auszulésen vermag.

25. Chimare Nucleinsaure der Sequenzidentifizierungs-Nr. 44 nach den Anspriichen 1, 2 und 5, die die Se-
quenzen der Sequenzidentifizierungs-Nrn. 39 und 29 umfasst und das chimare Protein PAZ3 codiert.

26. Chimares Protein PAZ3 nach Anspruch 7, das die Aminosauresequenz der Sequenzidentifizie-
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rungs-Nr. 45 aufweist, das das Expressionsprodukt der Sequenzidentifizierungs-Nr. 44 ist und bei einem Emp-
fanger eine humorale Immunantwort von neutralisierenden und schitzenden Antikérpern gegen das Dengue-
virus-3 auszulésen vermag.

27. Chimare Nucleinsaure der Sequenzidentifizierungs-Nr. 47 nach den Anspriichen 1, 2 und 3, die die Se-
quenzen der Sequenzidentifizierungs-Nrn. 46 und 23 umfasst und das chimare Protein PID1 codiert.

28. Chimares Protein PID1 nach Anspruch 7, das die Aminosauresequenz der Sequenzidentifizierungs-Nr.
48 aufweist, das das Expressionsprodukt der Sequenzidentifizierungs-Nr. 47 ist und bei einem Empfanger eine
humorale Immunantwort von neutralisierenden und schiitzenden Antikdrpern gegen das Denguevirus-4 aus-
zulésen vermag.

29. Chimare Nucleinsaure der Sequenzidentifizierungs-Nr. 49 nach den Anspriichen 1, 2 und 4, die die Se-
quenzen der Sequenzidentifizierungs-Nrn. 46 und 26 umfasst und das chimare Protein PID2 codiert.

30. Chimares Protein PID2 nach Anspruch 7, das die Aminosauresequenz der Sequenzidentifizierungs-Nr.
50 aufweist, das das Expressionsprodukt der Sequenzidentifizierungs-Nr. 49 ist und bei einem Empfanger eine
humorale Immunantwort von neutralisierenden und schiitzenden Antikdrpern gegen das Denguevirus-4 aus-
zulésen vermag.

31. Chimare Nucleinsaure der Sequenzidentifizierungs-Nr. 51 nach den Anspriichen 1, 2 und 5, die die Se-
quenzen der Sequenzidentifizierungs-Nrn. 46 und 29 umfasst und das chimare Protein PID3 codiert.

32. Chimares Protein PID3 nach Anspruch 7, das die Aminosauresequenz der Sequenzidentifizierungs-Nr.
52 aufweist, das das Expressionsprodukt der Sequenzidentifizierungs-Nr. 51 ist und bei einem Empfanger eine
humorale Immunantwort von neutralisierenden und schiitzenden Antikdrpern gegen das Denguevirus-4 aus-
zulésen vermag.

33. Pharmazeutische Zusammensetzung, die bei einem Empfanger eine schiitzende Immunantwort aus-
zulésen vermag, die fir das Denguevirus spezifisch ist, und die ein chimares Protein nach den Anspriichen 7,
8,10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30 und 32 und einen pharmazeutischen Trager umfasst.

34. Pharmazeutische Zusammensetzung, die bei einem Empfanger eine schiitzende Immunantwort aus-
zulésen vermag, die fur das Denguevirus spezifisch ist, die zwei oder mehr chimére Proteine nach den Anspru-
chen 7, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30 und 32 und einen pharmazeutischen Trager umfasst.

35. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 33, die als verhitendes oder therapeutisches
Mittel fir Dengueviren wirksam ist, fir die orale, intramuskulare, subkutane, mukosale oder intravendse An-
wendung.

36. Diagnostisches Reagenz, umfassend ein oder mehr Proteine nach den Ansprichen 7, 8, 10, 12, 14,
16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30 und 32, das fir die Diagnose und Serotypbestimmung des Denguevirus nutzlich
ist.

Es folgen 13 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Figur 1
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Figur 2
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Figur 3
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Figur 4
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Figur 6
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Figur?7
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Figur 8
DENe3
Fco R
Eco RY m,@
Xoa/
His 6 ’
p trip ' MDH
Xoa/ .,.—,

PM-34 His His §
p trip

108/113



DE 602 17 129 T2 2007.10.31

Figur9
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Figur 10
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Figur 11
DENed
Xbal @ Fo
Eco A/
bal

His 6 ’
p trip I MDH

pM-84 His

111/113



DE 602 17 129 T2 2007.10.31

Figur 12
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Figur 13
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