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Humane deadenylierende Nuclease, ihre Herstellung und Verwendung

Beschreibung

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf eine humane deadenylierende Nuclease

(DAN), ihre kodierende Nukleinséure sowie ihre Herstellung und Verwendung.

Die intrazellulére Konzentration von mRNA scheint nicht nur durch die Produktions-
sondern auch durch die Abbaurate kontrolliert zu sein. Dabei scheinen mRNAs nicht
durch ein zufélliges nukleolytisches Ereignis, sondern durch spezifische Mechanis-
men und durch Abbauraten, die spezifisch fur die jeweilige RNA sind, abgebaut zu
werden. Zur Zeit sind zwei unterschiedliche Abbauwege bekannt, in denen die po-
ly(A)-Schwanze eine besondere Rolle spielen. In E. coli werden poly(A)-Schwanze
an mMRNAs oder mRNA-Fragmente angehéangt, die durch die RNAse E generiert
werden. Der poly(A)-Schwanz scheint als eine relativ unstrukturierte Einheit zu fun-
gieren, die fiir die Anlagerung eines Komplexes verantwortlich ist, der neben ande-
ren Proteinen eine prozessive 3"-Exonuclease, die eine Polynucleotid-Phos-
phorylase darstellt, und eine RNA-abhéngige ATPase enthélt, welche der Exo-
nuclease hilft, inhibierende Sekundarstrukturen in der mRNA zu umgehen. Ein &hn-

licher Mechanismus scheint in Chloroplasten zu wirken.

In Eukaryonten leitet die exonukleolytische Verkirzung des poly(A)-Schwanzes
ebenfails den Abbau von vielen, aber nicht allen mRNAs ein. in Gegensatz zu dem
ProzelR in Bakterien scheint die poly(A)-abbauende Exonuciease nicht in die 3"-UTR
und die kodierende Sequenz in ihnrem Abbau fortzuschreiten. Statt dessen scheint
die eukaryotische Exonuclease nach Abbau des poly(A)-Schwanzes anzuhalten. Bei
S. cerevisiae beinhaltet der zweite Schritt des mRNA-Abbaus die Entfernung der 5°-
Cap-Struktur durch eine spezifische Pyrophosphatase. Allerdings findet die Entfer-

nung des CAPs erst nach der einer Verkirzung des poly(A)-Schwanzes auf ca. 10-
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15 Nukleotide statt. Die Entfernung der CAP-Struktur macht die mRNA fir 5°-
Exonucleasen, deren wichtigster Vertreter durch das XRN1-Gen codiert wird, zu-

ganglich.

Die Beobachtung des initialen Deadenylierungsprozesses in Saugetierzellen ist re-
lativ einfach, wahrend eine Untersuchung der weiteren Schritte durch die Schnellig-
keit der nachfolgenden Abbauprozesse und das Fehien von analysierbaren Zwi-
schenprodukten erschwert wird. Indirekte Beweise sprechen aber dennoch fir eine
Entfernung der CAP-Struktur im zweiten Schritt. Ein Homolog aus der Maus ist fir
das XRN1-Gen beschrieben worden. Im aligemeinen werden stabile mRNAs lang-
sam und instabile mMRNAs schnell deadenyliert. Der schnelle Abbau hangt von dem
Vorkommen von bestimmten destabilisierenden Sequenzen in dem 3°-UTR oder in
der codierenden Sequenz ab. Mutationen in diesen Sequenzen fiihren zudem nicht
nur zu einer Stabilisierung der mMRNA, sondern ebenfalls zu einer verlangsamten
Deadenylierung. Im Gegensatz dazu fuhrt eine Inaktivierung eines stabilisierenden
Elements der a-Globulin mRNA zu einer Instabilitat und zu einer beschleunigten
Deadenylierung. Diese Daten sprechen eindeutig flr eine Kontrolle des mRNA-

Abbaus durch die Deadenylierungsrate.

Die Deadenylierung von bestimmten mRNAs kann ebenfalls zu einer Inaktivierung
der Translation fuhren. Dies ist durch die Bedeutung des poly(A)-Schwanzes fur die
Initiation der Translation zu erkiéren. Die Deadenylierung als Translationskontroll-
mechanismus spielt bei der Reifung von Oozyten und der frihen Embryogenese in
vielen tierischen Spezies eine entscheidende Rolle. Zum Beispiel wird bei Droso-
phila die Polaritat des Embryos durch die Deadenylierung der sogenannten
hunchback mRNA reguliert.

In Vertebraten kénnen grundséatzlich drei Deadenylierungsreaktionen in der Oo-
zytenreifung und frihen Embryogenese unterschieden werden:
1. In unreifen Oozyten werden die meisten mRNAs in einer translational inaktiven

Form mit kurzen poly(A)-Schwanzen gespeichert. Ein Beispiel ist die mRNA fur
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tPA (tissue plasminogen activator) in der Maus. Zunéachst erhalt diese mRNA ei-

nen langen poly(A)-Schwanz in der normalen Polyadenylierungsreaktion, der

dann durch Deadenyiierung in einen Oligo(A)-Schwanz verkirzt wird. Diese Ver-

kirzung wird durch Sequenzen im 3’-UTR gesteuert.

2. Bei der Reifung von Oozyten wird die Deadenylierung zur Inaktivierung be-
stimmter mRNAs verwendet, die urspringlich lange poly(A)-Schwéanze hatten
und in der frihen Eientwickiung aktiv waren. Die Deadenylierung ist nicht von
spezifischen Sequenzen in der mRNA abhéangig. Alle mRNAs werden deadeny-
liert, auRer sie werden durch einen aktiven Adenylierungsprozess geschiitzt.

3. Waéhrend der frGhen Embryogenese werden bestimmte mRNAs in einer spezifi-

schen Reaktion deadenyliert, die ebenfalls spezifische Sequenzen im 3-UTR
benétigt.

Alle drei Deadenylierungsreaktionen finden im Cytoplasma statt. Allerdings bleiben
in Gegensatz zu somatischen Zellen die oligoadenylierten oder deadenylierten
mRNAs in Oozyten stabil und werden erneut adenyliert oder erst in spateren Ent-

wicklungsstadien abgebaut.

Bisher sind die fur diese Reaktionen verantwortlichen Enzyme nicht eindeutig iden-
tifiziert worden. In der Hefe konnte gezeigt werden, daR der Abbau von poly(A) di-
rekt oder indirekt vom poly(A) binding protein (PAB1) abhangt. Obwohi eine PAB1-
abhangige Poly(A)nuclease (PAN) gereinigt worden ist (Sachs, A.B. & Deardorff
(1992) Cell, 70, 961; Lowell, J.E. et al. (1992) Genes Dev., 6, 2088), konnten bei
Mutanten der betreffenden Gene (PAN2 und PAN3) nur geringe Defekte in der
Deadenylierung festgestellt werden (Boeck, R. et al. (1996) 271 (1), 432; Brown, C.
et al. (1996) 16 (10) 5744).

Kérner, Ch.G. & Wahle, E. (1997) J. Biol. Chem., 272, 10448, No. 16 beschreiben
eine Mg -abhangige poly(A)-spezifische 3'-Exoribonuclease aus Kalbsthymus mit
einem Molekulargewicht von 74 kDa, die auch als deadenylierende Nuclease (DAN)
bezeichnet wurde. Die beschriebene DAN aus Kalbsthymus wird durch das

cytoplasmatische poly(A)-bindende Protein | (PAB 1) unter bestimmten Reaktions-
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bedingungen stimuliert (Kérner, Chr. & Wahle, E. (1997), supra) und bevorzugt als
Substrat Poly(A).

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, eine humane Poly(A)-spezifische 3'-
Exoribonuclease bereitzustellen.

in einer Genbank wurde nun Uberraschenderweise ein nicht naher charakterisierter
und nur ansequenzierter Klon gefunden, der geman der vorliegenden Erfindung fir

eine humane deadenylierende Nuclease (humane DAN) kodiert.

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher eine Nukleinsaure kodierend
fur eine humane DAN mit einer Aminosauresequenz gemalR SEQ 11 oder eine funk-
tionelle Variante davon, und Teile davon mit mindestens 8 Nukleotiden, vorzugswei-
se mit mindestens 15 oder 20 Nukleotiden, insbesondere mit mindestens 100 Nu-
kleotiden, vor allem mit mindestens 300 Nukleotiden (nachfolgend ,erfindungsge-

mafe Nukleinsaure* genannt).

Die vollstdndige Nukleinsaure kodiert fir ein Protein mit 639 Aminosauren und einer
molekularen Masse von 73,5 kDa. Die Expression der Nukleinsaure in E. coli fuhrte
zu einem Protein, welches &hnliche enzymatische Aktivitdten wie die von Kérner,
Ch.G. & Wahle, E. (1997, supra) beschriebene DAN zeigt. Weitere Experimente
geman der vorliegenden Erfindung bestatigten, da es sich bei der Nukleinsdure
um eine Nukleinséure handelt, die fir eine humane DAN kodiert. Die erfindungsge-
maRe Nukieinséure wurde am 25. Méarz 1998 bei der DSMZ-Deutsche Sammiung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1b, 38124 Braun-
schweig unter der Nummer DSM 12075 hinterlegt.

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist die erfindungsgemaie Nukleinséure eine
DNA oder RNA, vorzugsweise eine doppelstrangige DNA, und insbesondere eine
DNA mit einer Nukieinsauresequenz gemal SEQ 12 von Pos. 58 bis Pos. 1977.
Die beiden Positionen bestimmen geman der vorliegenden Erfindung den Start und

das Ende des kodierenden Bereiches.
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Unter dem Begriff ,funktionelle Variante" versteht man geman der vorliegenden Er-
findung eine Nukleinsaure, die funktionell mit der humanen DAN-kodierenden Nu-
kleinsdure verwandt und insbesondere humanen Ursprungs ist. Beispiele verwand-
ter Nukleinsauren sind bespielsweise Nukleinsauren aus unterschiedlichen huma-
nen Zellen bzw. Geweben oder allelische Varianten. Die vorliegende Erfindung
umfaft ebenfalls Varianten von Nukleinsduren, die von verschiedenen menschli-

chen Individuen stammen kénnen.

im weiteren Sinne versteht man unter dem Begriff ,Varianten* geman der vorliegen-
den Erfindung Nukleinséuren, die eine Homologie, insbesondere eine Sequenz-
identitat von ca. 60%, vorzugsweise von ca. 75%, insbesondere von ca. 90% und

vor allem von ca. 95% aufweisen.

Die Teile der erfindungsgemélien Nukleinséure kénnen beispielsweise zur Herstel-
lung einzelner Epitope, als Sonden zur Identifizierung weiterer funktioneller Varian-
ten oder als Antisense-Nukleins&uren verwendet werden. Beispielsweise eignet sich
eine Nukleinsaure aus mindestens ca. 8 Nukleotiden als Antisense-Nukleinsaure,
eine Nukleinsdure aus mindestens ca. 15 Nukleotiden als Primer beim PCR-
Verfahren, eine Nukleinsdure aus mindestens ca. 20 Nukieotiden fur die Identifizie-
rung weiterer Varianten und eine Nukleinsdure aus mindestens ca. 100 Nukleotiden

als Sonde.

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt die erfindungsgemane Nu-
kleinséure eine oder mehrere nicht-kodierende Sequenzen und/oder eine Poly(A)-
Sequenz. Die nicht-kodierenden Sequenzen sind beispielsweise Intronsequenzen
oder regulatorische Sequenzen, wie Promotor- oder Enhancer-Sequenzen, zur kon-

trollierten Expression des humanen DAN kodierenden Gens.

In einer weiteren Ausfuhrungsform ist die erfindungsgemaRe Nukleinsaure daher in
einem Vektor, vorzugsweise in einem Expressionsvektor oder gentherapeutisch

wirksamen Vektor enthalten.
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Die Expressionsvektoren kénnen beispielsweise prokaryotische oder eukaryotische
Expressionsvektoren sein. Beispiele fur prokaryotische Expressionsvektoren sind
far die Expression in E. coli z.B. der T7 Expressionsvektor pGM10 (Martin, 1996),
welcher fur einen N-terminalen Met-Ala-His6-Tag kodiert, der eine vorteilhafte Rei-
nigung des exprimierten Proteins Uber eine Ni**-NTA-Saule erméglicht. Als euka-
ryotische Expressionsvektoren fur die Expression in Saccharomyces cerevisiae eig-
nen sich z.B. die Vektoren p426Met25 oder p426GAL1 (Mumberg et al. (1994) Nucl.
Acids Res., 22, 5767), fur die Expression in Insektenzellen z.B. Baculovirus-
Vektoren wie in EP-B1-0127839 oder EP-B1-0548721 offenbart, und fur die Expres-

sion in Saugerzellen z.B. SV40-Vektoren, welche allgemein erhaltlich sind.

Im allgemeinen enthalten die Expressionsvektoren auch fir die Wirtszelle geeignete
regulatorische Sequenzen, wie z.B. den trp-Promotor flr die Expression in E. coli (s.
z.B. EP-B1-0154133), den ADH-2-Promotor flr die Expression in Hefen (Russel et
al. (1983), J. Biol. Chem. 258, 2674), den Baculovirus-Polyhedrin-Promotor fir die
Expression in Insektenzellen (s. z.B. EP-B1-0127839) oder den frihen SV40-
Promotor oder LTR-Promotoren z.B. von MMTV (Mouse Mammary Tumour Virus;
Lee et al. (1981) Nature, 214, 228).

Beispiele von gentherapeutisch wirksamen Vektoren sind Virusvektoren, vorzugs-
weise Adenovirusvektoren, insbesondere replikationsdefiziente Adenovirusvektoren,
oder Adenoassoziierte Virusvektoren, z.B. ein Adenoassoziierter Virusvektor, der
ausschliefllich aus zwei insertierten terminalen Wiederholungssequenzen (ITR) be-
steht.

Geeignete Adenovirusvektoren sind beispielsweise in McGrory, W.J. et al. (1988)
Virol. 163, 614; Gluzman, Y. et al. (1982) in ,Eukaryotic Viral Vectors* (Gluzman, Y.
ed.) 187, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Habor, New York; Chroboczek, J.
et al. (1992) Virol. 186, 280; Karlsson, S. et al. (1986) EMBO J.. 5, 2377 oder
WOS5/00655 beschrieben.
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7
Geeignete Adeno-assoziierte Virusvektoren sind beispielsweise in Muzyczka, N.
(1992) Curr. Top. Microbiol. Immunol. 158, 97; W095/23867; Samulski, R.J. (1989)
J. Virol, 63, 3822; W095/23867; Chiorini, J.A. et al. (1995) Human Gene Therapy 6,
1531 oder Kotin, R.M. (1994) Human Gene Therapy 5, 793 beschrieben.

Gentherapeutisch wirksame Vektoren lassen sich auch dadurch erhalten, daR man
die erfindungsgemafie Nukleins&ure mit Liposomen komplexiert. Hierzu eignen sich
Lipidmischungen wie bei Felgner, P.L. et al. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci, USA 84,
7413; Behr, J.P. et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 6982; Felgner, J.H. et
al. (1994) J. Biol. Chem. 269, 2550 oder Gao, X. & Huang, L. (1991) Biochim. Bio-
phys. Acta 1189, 195 beschrieben. Bei der Herstellung der Liposomen wird die DNA
ionisch auf der Oberflache der Liposomen gebunden, und zwar in einem solchen
Verhaltnis, daf eine positive Nettoladung verbleibt und die DNA vollsténdig von den

Liposomen komplexiert wird.

Die erfindungsgemafe Nukleinsdure kann beispielsweise chemisch anhand der in
SEQ 12 offenbarten Sequenz oder anhand der in SEQ 11 offenbarten Peptidse-
quenz unter Heranziehen des genetischen Codes z.B. nach der Phosphotriester-
Methode synthetisiert werden (s. z.B. Uhiman, E. & Peyman, A. (1990) Chemical
Reviews, 90, 543, No. 4). Eine weitere Méglichkeit, die erfindungsgemaie Nuklein-
saure in die Hand zu bekommen, ist die Isolierung aus einer geeigneten Genbank,
beispielsweise aus einer humanen Genbank, anhand einer geeigneten Sonde (s.
z.B. Sambrook, J. et al. (1989) Molecular Cloning. A laboratory manual. 2nd Edition,
Cold Spring Harbor, New York). Als Sonde eignen sich beispielsweise einzelstran-
gige DNA-Fragmente mit einer Léange von ca. 100 bis 1000 Nucleotiden, vorzugs-
weise mit einer Lange von ca. 200 bis 500 Nucleotiden, insbesondere mit einer
Lange von ca. 300 bis 400 Nucleotiden, deren Sequenz aus der Nukleinsaurese-

quenz gemal SEQ 12 abgeleitet werden kann.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch das Polypeptid seibst
mit einer Aminosauresequenz gemal SEQ 11 oder einer funktionellen Variante da-

von, und Teile davon mit mindestens sechs Aminosauren, vorzugsweise mit minde-
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stens 12 Aminosauren, insbesondere mit mindestens 65 Aminosauren und vor allem
mit 638 Aminoséuren (nachfolgend ,erfindungsgemanes Polypeptid‘ genannt). Bei-
spielsweise kann ein ca. 6-12, vorzugsweise ca. 8 Aminosauren-langes Polypeptid
ein Epitop enthalten, das nach Kopplung an einen Trager zur Herstellung von spe-
zifischen poly- oder monoklonalen Antikérper dient (siehe hierzu z. B. US
5,656,435). Polypeptide mit einer Lange von mindestens ca. 65 Aminosauren kon-
nen auch direkt ohne Tr&ger zur Herstellung von poly- oder monoklonalen Antikér-

per dienen.

Unter dem Begriff ,funktionelle Variante® im Sinne der vorliegenden Erfindung ver-
steht man Polypeptide, die funktionell mit dem erfindungsgemaRen Peptid verwandt
sind, d.h. eine Poly(A)-spezifische 3'-Exoribonucleaseaktivitat aufweisen und vor-
zugsweise unter zwei verschiedenen Reaktionsbedingungen aktiv sind. Bei der er-
sten Reaktionsbedingung ist in Abwesenheit von Salz die Aktivitat vollstandig von
der Anwesenheit von Spermidin abhangig. Im Gegensatz hierzu ist in Abwesenheit
von Spermidin die Aktivitat des Enzyms von der Salzkonzentration abhéngig. Zudem
kann in Anwesenheit von PAB1 unter bestimmten Reaktionsbedingungen ein stu-
fenweiser Abbau des Poly(A)-Schwanzes beobachtet werden (siehe auch Kérner,
Chr. G. & Wahle, E. (1997), supra). Insbesondere unterscheiden sich die vorherr-
schenden Abbauprodukte in ihrer Lange um ca. 30 Nukleotide. Unter Varianten ver-
steht man auch allelische Varianten oder Polypeptide, die von anderen menschli-
chen Zellen bzw. Gewebe abstammen. Auch versteht man darunter Polypeptide, die

von verschiedenen menschlichen Individuen stammen.

Im weiteren Sinne versteht man darunter auch Polypeptide, die eine Sequenzho-
mologie, insbesondere eine Sequenzidentitat von ca. 70%, vorzugsweise von ca.
80%, insbesondere von ca. 90%, vor allem von ca. 95% zu dem Polypeptid mit der
Aminosauresequenz gemaf SEQ 11 haben. Ferner z&hlen hierzu auch Deletion des
Polypeptids im Bereich von ca. 1 - 60, vorzugsweise von ca. 1 - 30, insbesondere
vonca. 1 - 15, vor allem von ca. 1 - 5 Aminosauren. Beispielsweise kann die erste
Aminoséure Methionin fehlen, ohne dal die Funktion des Polypeptids wesentlich

verandert wird. Daneben z&hlen hierzu auch Fusionsproteine, die die oben be-
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schriebenen erfindungsgemalien Polypeptide enthalten, wobei die Fusionsproteine
selbst bereits die Funktion einer humanen DAN haben oder erst nach Abspaltung
des Fusionsanteils die spezifische Funktion bekommen kénnen. Vor allem zahien
hierzu Fusionsproteine mit einem Anteil von insbesondere nicht-humanen Sequen-
zen von ca. 1 - 200, vorzugsweise ca. 1 - 150, insbesondere ca. 1 - 100, vor allem
ca. 1 - 50 Aminosauren. Beispiele von nicht-humanen Peptidsequenzen sind proka-
ryotische Peptidsequenzen, z.B. aus der Galactosidase von E. coli oder ein soge-
nannter Histidin-Tag, z.B. ein Met-Ala-Hiss-Tag. Ein Fusionsprotein mit einem soge-
nannten Histidin-Tag eignet sich besonders vorteilhaft zur Reinigung des expri-
mierten Proteins Uber Metallionen-haltige S&aulen, beispielsweise Gber eine Ni*'-
NTA-Saule. ,NTA" steht fur den Chelator ,nitrilotriacetic acid“ (Qiagen GmbH, Hil-
den).

Die Teile des erfindungsgemafien Polypeptids reprasentieren beispielsweise Epito-

pe, die spezifisch von Antikdrpern erkannt werden kénnen.

Durch Vergleich mit bekannten Nucleasen wurde gefunden, daR das erfindungsge-
male Polypeptid ein Mitglied der sogenannten RNaseD-Familie ist. Figur 4 zeigt die
konservierten Aminoséuren der Exo |, Exo Il und Exo 11l Motive, die fur diese Klasse
von Exonucleasen charakteristisch sind. Andere konservierte Aminoséuren sind
grau unterlegt. Die drei sauren Aminosaureseitenketten, zwei in der Exo | Doméne
und eine in der Exo Il Doméane, sind direkt in der Bindung der zwei Mg**-lonen, die
an der enzymatischen Hydrolyse beteiligt sind, involviert. Eine dritte saure Ami-
noséaureseitenkette, die in der Exo [l Domane lokalisiert ist, bindet eines der
Metallionen Uber Wasserbrlickenmolekuie. All diese Aminosaurereste sind inner-
halb der Familie hoch konserviert und werden auch in der erfindungsgemafen hu-
manen DAN gefunden. Das erfindungsgeméale Polypeptid kann daher als eine Po-

ly(A)-spezifische 3'-Exoribonuclease der RNaseD Familie bezeichnet werden.

Das erfindungsgeméafe Polypeptid wird beispielsweise durch Expression der erfin-
dungsgemafRen Nukleinsaure in einem geeigneten Expressionssystem, wie oben

bereits beschrieben, nach dem Fachmann aligemein bekannten Methoden herge-
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stellt. Als Wirtszellen eignen sich beispielsweise die E. coli Stamme DH5, HB101
oder BL21, der Hefestamm Saccharomyces cerevisiae, die Insektenzelllinie Lepi-

dopteran, z.B. von Spodoptera Frugiperda, oder tierische Zellen wie COS, Vero,
293 und Hela, die alle allgemein erhéltlich sind.

Insbesondere die genannten Teile des Polypeptids kénnen auch mit Hilfe der klas-
sischen Peptidsynthese (Merrifield-Technik) synthetisiert werden. Sie eignen sich
insbesondere zur Gewinnung von Antiseren, mit deren Hilfe geeignete Genexpres-
sionsbanken durchsucht werden kdnnen, um so zu weiteren funktionellen Varianten

des erfindungsgemalien Polypeptids zu gelangen.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung bezieht sich daher auf ein
Verfahren zur Herstellung eines erfindungsgemanien Polypeptids, wobei eine erfin-

dungsgemafie Nukleinsaure in einer geeigneten Wirtszelle exprimiert und gegebe-
nenfalls isoliert wird. ‘

Ein anderer Gegenstand der vorliegenden Erfindung bezieht sich auch auf Antikér-
per, die mit dem erfindungsgeméfen Polypeptid spezifisch reagieren, wobei die
oben genannten Teile des Polypeptids entweder selbst immunogen sind oder durch
Koppelung an geeignete Trager, wie z.B. bovines Serumalbumin, immunogen ge-

macht bzw. in ihrer Immunogenitat gesteigert werden kénnen.

Die Antikdrper sind entweder polyklonal oder monokional. Die Herstellung, die auch
einen Gegenstand der vorliegenden Erfindung darstellt, erfolgt beispielsweise nach
allgemein bekannten Methoden durch Immunisieren eines Saugetiers, beispielswei-
se eines Kaninchens, mit dem erfindungsgemaRen Polypeptid oder den genannten
Teilen davon, gegebenenfalls in Anwesenheit von z.B. Freund’s Adjuvant und/oder
Aluminiumhydroxidgelen (s. z.B. Diamond, B.A. et al. (1981) The New England
Journal of Medicine, 1344). Die im Tier aufgrund einer immunologischen Reaktion
entstandenen polyklionalen Anﬁkérper lassen sich anschlieBend nach allgemein be-
kannten Methoden leicht aus dem Blut isolieren und z.B. Uber S&ulenchromatogra-

phie reinigen. Bevorzugt wird eine Affinitatsreinigung der Antikérper, bei der bei-
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spielsweise das C-terminale DAN-Fragment an eine NHS-aktivierte HiTrap-Saule
gekoppelt wurde.

Monoklonale Antikérper kénnen beispielsweise nach der bekannten Methode von

Winter & Milstein (Winter, G. & Milstein, C. (1991) Nature, 349, 293) hergestelit
werden.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein Arzneimittel, das
eine erfindungsgemafe Nukleinsaure oder ein erfindungsgemalies Polypeptid und
gegebenenfalls geeignete Zusatz- oder Hilfsstoffe enthalt und ein Verfahren zur
Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Krebs, Autoimmunkrankheiten,
insbesondere Multiple Sklerose oder Rheumatoide Arthritis, Alzheimer-Krankheit,
Allergien, insbesondere Neurodermitis, Typ | Allergien oder Typ IV Allergien, Ar-
throse, Atherosklerose, Osteoporose, akute und chronische Infektionskrankheiten
und/oder Diabetis und /oder zur Beeinflussung des Zellmetabolismus, insbesondere
bei der Immunsuppression, vor allem bei Transplantationen, bei dem eine erfin-
dungsgemale Nukleinsdure, beispielsweise eine sogenannten Antisense-
Nukleinséure, oder ein erfindungsgemafies Polypeptid mit pharmazeutisch an-

nehmbaren Zusatz- und/oder Hilfsstoffen formuliert wird.

Fur die gentherapeutische Anwendung beim Menschen ist vor allem ein Arzneimittel
geeignet, das die erfindungsgeméafie Nukleinsaure in nackter Form oder in Form
eines der oben beschriebenen gentherapeutisch wirksamen Vektoren oder in mit

Liposomen komplexierter Form enthalt.

Als geeignete Zusatz- und/oder Hilfsstoffe eignen sich z.B. eine physiologische

Kochsalzlésung, Stabilisatoren, Proteinaseinhibitoren, Nukleaseinhibitoren etc.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein Diagnostikum ent-
haltend eine erfindungsgemafRe Nukieinséure, ein erfindungsgeméRes Polypeptid
oder erfindungsgeméaRe Antikérper und gegebenenfalls geeignete Zusatz- und/oder

Hilfsstoffe und ein Verfahren zur Herstellung eines Diagnostikums zur Diagnose von



10

15

20

25

30

WO 99/58647 PCT/EP99/03071
12

Krebs, Autoimmunkrankheiten, insbesondere Multiple Sklerose oder Rheumatoide
Arthritis, Alzheimer-Krankheit, Allergien, insbesondere Neurodermitis, Typ | Ailergi-
en oder Typ IV Allergien, Arthrose, Atherosklerose, Osteoporose, akute und chroni-
sche Infektionskrankheiten und /oder Diabetis und/oder zur Analyse des Zellmeta-
bolismus, insbesondere des Immunstatus, vor allem bei Transplantationen, bei dem
eine erfindungsgemale Nukleinséure, ein erfindungsgeméafRes Polypeptid oder er-

findungsgeméRe Antikérper mit geeigneten Zusatz- und/oder Hilfsstoffen versetzt

werden.

Beispielsweise kénnen gemaR der vorliegenden Erfindung anhand der erfindungs-
gemafRen Nukleinsdure ein Diagnostikum auf der Basis der Polymerasekettenreak-
tion (PCR-Diagnostik, z.B. geman EP-0200362) oder eines Northern Blots, wie in
Beispiel 5 naher beschrieben, hergestellt werden. Diese Tests beruhen auf der spe-
zifischen Hybridisierung der erfindungsgeméafen Nukleinsaure mit dem komple-
mentaren Gegenstrang Ublicherweise der entsprechenden mRNA. Die erfindungs-
geméle Nukleinsaure kann hierbei auch modifiziert sein, wie z.B. in EP0063879
beschrieben. Vorzugsweise wird ein erfindungsgeméales DNA-Fragment mittels ge-
eigneter Reagenzien, z.B. radioaktiv mit a-P*-dATP oder nicht-radioaktiv mit Biotin,
nach allgemein bekannten Methoden markiert und mit isolierter RNA, die vorzugs-
weise an geeignete Membranen aus z.B. Zellulose oder Nylon gebunden wurde,
inkubiert. Zudem ist es vorteilhaft, die isolierte RNA vor der Hybridisierung und Bin-
dung an eine Membran der GréRe nach, z.B. mittels Agarose-Gelelektrophorese,
aufzutrennen. Bei gleicher Menge an untersuchter RNA aus jeder Gewebeprobe
kann somit die Menge an mRNA bestimmt werden, die spezifisch durch die Sonde

markiert wurde.

Ein weiteres Diagnostikum enthélt das erfindungsgemafRe Polypeptid bzw. die oben
naher beschriebenen immunogenen Teile davon. Das Polypeptid bzw. Teile davon,
die vorzugsweise an eine Festphase, z.B. aus Nitrocellulose oder Nylon, gebunden
sind, kénnen beispielsweise mit der zu untersuchenden Kérperflussigkeit z.B. Blut,

in vitro in BerUhrung gebracht werden, um so beispielsweise mit Autoimmunantikér-
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per reagieren zu kdnnen. Der Antikérper-Peptid-Komplex kann anschlieRend bei-
spielsweise anhand markierter Antihuman-lgG- oder Antihuman-lgM-Antikérper
nachgewiesen werden. Bei der Markierung handelt es sich beispielsweise um ein
Enzym, wie Peroxidase, das eine Farbreaktion katalysiert. Die Anwesenheit und die
Menge an anwesenden Autoimmunantikdrpern kann somit Uber die Farbreaktion

leicht und schnell nachgewiesen werden.

Ein anderes Diagnostikum enthélt die erfindungsgemafen Antikérper selbst. Mit
Hilfe dieser Antikorper kann beispielsweise eine Gewebeprobe des Menschen leicht
und schnell dahingehend untersucht werden, ob das betreffende Polypeptid vor-
handen ist. In diesem Fall sind die erfindungsgeméaRen Antikérper beispielsweise
mit einem Enzym, wie oben bereits beschrieben, markiert. Der spezifische Antikér-
per-Peptid-Komplex kann dadurch leicht und ebenso schnell tber eine enzymati-

sche Farbreaktion nachgewiesen werden.

Ein anderer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft auch einen Test zur
Identifizierung funktioneller Interaktoren, wie z.B. Inhibitoren oder Stimulatoren, ent-
haltend eine erfindungsgeméRe Nukieins&ure, ein erfindungsgeméaRes Polypeptid
oder die erfindungsgemafien Antikérper und gegebenenfalls geeignete Zusatz-
und/oder Hilfsstoffe.

Ein geeigneter Test zur Identifizierung funktioneller Interaktoren ist z.B. das soge-
nannte , Two-Hybrid System* (Fields, S. & Sternglanz, R. (1994) Trends in Genetics,
10, 286). Bei diesem Test wird eine Zelle, beispielsweise eine Hefezelle, mit einem
oder mehreren Expressionsvektoren transformiert oder transfiziert, die ein Fusions-
protein exprimieren, das das erfindungsgemafe Polypeptid und eine DNA-
Bindedoméane eines bekannten Proteins, beispielsweise von Gal4 oder LexA aus E.
coli, enthait und/oder ein Fusionsprotein exprimieren, das ein unbekanntes Poly-
peptid und eine Transkriptions-Aktivierungsdomane, beispielsweise von Gal4, Her-
pesvirus VP16 oder B42, enthalt. Zudem enthalt die Zelle ein Reportergen, bei-
spielsweise das LacZ-Gen aus E. coli, ,Green Fluorescence Protein* oder die Ami-

nosaure-Biosynthesegene der Hefe His3 oder Leu2, das durch regulatorische Se-
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quenzen, wie z.B. den lexA-Promotor/Operator oder durch eine sogenannte
,Upstream Activation Sequence" (UAS) der Hefe kontrolliert wird. Das unbekannte
Polypeptid wird beispielsweise durch ein DNA-Fragment kodiert, das aus einer
Genbank, beispielsweise aus einer humanen Genbank, stammt. Ublicherweise wird
gleich eine cDNA-Genbank mit Hilfe der beschriebenen Expressionsvektoren in

Hefe hergestellt, so daf’ der Test unmittelbar danach durchgefiihrt werden kann.

Beispielsweise wird in einem Hefe-Expressionsvektor die erfindungsgemaie Nu-
kieinséure in funktioneller Einheit an die Nukleinsaure kodierend fur die lexA-DNA-
Bindedoméne kloniert, so daf’ ein Fusionsprotein aus dem erfindungsgemaRen Po-
lypeptid und der LexA-DNA-Bindedoméne in der transformierten Hefe exprimiert
wird. In einem anderen Hefe-Expressionsvektor werden cDNA-Fragmente aus einer
cDNA-Genbank in funktioneller Einheit an die Nukleinsaure kodierend fur die Gal4-
Transkriptions-Aktivierungsdoméane kloniert, so daf ein Fusionsprotein aus einem
unbekannten Polypeptid und der Gal4-Transkriptions-Aktivierungsdoméane in der
transformierten Hefe exprimiert wird. Die mit beiden Expressionsvektoren transfor-
mierte Hefe, die beispielsweise Leu2’ ist, enthalt zuséatzlich eine Nukleinsaure, die
fur Leu2 kodiert, und durch den LexA-Promotor/Operator kontrolliert wird. Im Falle
einer funktionellen Interaktion zwischen dem erfindungsgemaRen Polypeptid und
dem unbekannten Polypeptid bindet die Gal4-Transkriptions-Aktivierungsdomane
Uber die LexA-DNA-Bindedoméne an den LexA-Promotor/Operator, wodurch dieser
aktiviert und das Leu2-Gen exprimiert wird. Dies hat zur Folge, daR die Leu2” Hefe

auf Minimalmedium, das kein Leucin enthalt, wachsen kann.

Bei Verwendung des LacZ- bzw. ,Green Fluorescence Protein“-Reportergens an-
stelle eines Aminos&ure-Biosynthesegens kann die Aktivierung der Transkription
dadurch nachgewiesen werden, daf} sich blau- bzw. grin-fluoreszierende Kolonien
bilden. Die Blau- bzw. Fluoreszenzfarbung 1aRt sich aber auch leicht im Spectro-

photometer z.B. bei 585 nM im Falle einer Blaufarbung quantifizieren.

Auf diese Weise kénnen Expressionsgenbanken leicht und schnell auf Polypeptide

durchsucht werden, die mit dem erfindungsgemaRen Polypeptid interagieren. An-
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schlieBend kénnen die gefundenen neuen Polypeptide isoliert und weiter charakte-

risiert werden.

Eine weitere Anwendungsmdéglichkeit des , Two-Hybrid-Systems" ist die Beeinflus-
sung der Interaktion zwischen dem erfindungsgeméfien Polypeptid und einem be-
kannten oder unbekannten Polypeptid durch weitere Substanzen, wie z.B. chemi-
sche Verbindungen. Auf diese Weise lassen sich auch leicht neue wertvolle che-
misch synthetisierbare Wirkstoffe auffinden, die als Therapeutikum eingesetzt wer-
den kénnen. Die vorliegende Erfindung ist daher nicht nur auf ein Verfahren zum
Auffinden von polypeptidartigen Interaktoren bestimmt, sondern erstreckt sich auch
auf ein Verfahren zum Auffinden von Substanzen, die mit dem oben beschriebenen
Protein-Protein-Komplex interagieren kénnen. Derartige peptidartige, wie auch
chemische Interaktoren werden daher im Sinne der vorliegenden Erfindungs als
funktionelle Interaktoren bezeichnet, die eine inhibierende oder eine stimulierende

Wirkung haben kénnen.

Eine weitere Anwendungsmdglichkeit des erfindungsgemaRen Polypeptids ist der
Poly(A)-spezifische Abbau von Nuklieinsduren, insbesondere von mRNA. Der Po-
ly(A)-spezifische Abbau von Nukleinsauren kann insbesondere in Forschungslabors
Verwendung finden.

Die nachfolgenden Figuren und Beispiele sollen die Erfindung n&her erlautern, ohne

sie zu beschranken.

Beschreibung der Figuren und den wichtigsten Sequenzen

SEQ 11 zeigt die Aminosduresequenz der humanen DAN mit Doméanen fir Exo |
(ADFFAIDGEFSGIS), Exo Il LVIGHNMLLDVMHTVH) und Exo Il
(SEQLHEAGYDAYITGLC).
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SEQ 12 zeigt die Nukleinsduresequenz der humanen DAN einschlieRlich Start-
(Pos. 58) und Stoppkodon (Pos. 1977) mit anschlieRender 3‘UTR.

Fig. 1 zeigt das Elutionsprofil der humanen DAN an MonoQ (Fig. 3A) und SDS-
PAGEs (Fig. 1B und 1C)

Fig. 2  zeigt einen Western-Blot von rekombinanter humaner DAN und nativer
boviner DAN

Fig. 3  zeigt die Deadenylierung von mRNA, die Akkumulierung von deadenylier-
ter RNA und den Einflul von PABI

Fig. 4  zeigt einen Vergleich bekannter Nucleasen mit der erfindungsgeméRen
humanen DAN.

Beispiele

1. ldentifizierung von humanen DAN cDNA-Klonen

Die Reinigung von boviner DAN wurde, wie bei Kérner, G. & Wahle, E. (1997), su-
pra, beschrieben, wie folgt durchgefthrt:

Alle Schritte der Reinigung wurden bei 4°C durchgefihrt. Zwischen den Reini-
gungsschritten wurden die Proben in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C
eingefroren. Folgender Basispuffer wurde benutzt: 50 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, 10
% (v/v) Glycerin, 1 mM Dithiothreitol, 0,4 pg/mi Leupeptinhemisulfat, 0,7 pg/ml
Pepstatin, 0,5 mM Phenyimethylsulfonylfiuorid, 0,02 % (v/v) Nonidet P-40, pH 7,9.
Bei den verschiedenen Reinigungsschritten wurden diesem Basispuffer unter-

schiedliche Konzentrationen KC| wie unten beschrieben zugesetzt.

Frischer Kalbsthymus wurde von einem 6rtlichen Schiachthaus bezogen, auf Eis
transportiert und bei -80°C gelagert. Ein kg wurde in 2 | Basispuffer mit 50 mM KClI
aufgetaut und in einem Waring Blendar Homogenizator zun&chst mit kleiner, dann

mit mittlerer und schliefllich mit hdchster Geschwindigkeit homogenisiert. Das Ho-
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mogenisat wurde 1 h bei 16000 x g zentrifugiert und der Uberstand durch eine

weitmaschige Gaze dekantiert (Wahle, E., J. Biol. Chem., 266, 1991).

Dieser Extrakt aus Kalbsthymus wurde auf eine DEAE-Sepharose FF Saule (Sau-
lenvolumen 4 1) aufgetragen und mit einem Salzgradienten Uber das 2,5-fache Sau-
lenvolumen von 50 bis 600 mM KCI von der Saule mit einer FluRrate von 3 I/h elu-
iert. Aktive Fraktionen wurden bei einer Salzkonzentration zwischen 75 und 200 mM
KClI von der Saule eluiert. Die Fraktionen wurden gesammelt, vereinigt, mit Ammo-
niumsuifat bis zu einer 30% geséttigten Losung versetzt und fir 1,5 h auf Eis ge-
rahrt. Nach einer Zentrifugation (30 min, 10800 x g, gilt fur alle unten erwahnten
Zentrifugationsschritte) wurde der Uberstand auf 50 %-ige Sattigung mit Ammoni-
umsulfat eingestellt, erneut auf Eis gerthrt und zentrifugiert. Das Sediment wurde in
400 ml Basispuffer mit 50 mM KCI resuspendiert und fur 10 h gegen 2 x 4,5 | Ba-
sispuffer dialysiert und erneut zentrifugiert. Eine 1,4 | Sepharose-Blue Séule (7 x 36
cm) wurde mit Basispuffer mit 50 mM KCl &quilibriert und der dialysierte Extrakt auf
die Saule aufgetragen. Die S&ule wurde mit 1,5 Bettvolumina von Basispuffer mit
250 mM KCI gewaschen und mit einem Bettvolumen Basispuffer mit 1 M KCI eluiert
(FluRgeschwindigkeit 2 I/h).

Die aktiven Fraktionen von zwei Praparationen aus jeweils 1,2 kg Kalbsthymus wur-
den zusammengefuhrt und mit Ammoniumsulfat (60% Sattigung) geféllt. Nach der
Zentrifugation wurde das Sediment in 200 ml Basispuffer mit 50 mM KCI aufgenom-
men, 12 h gegen 3 x 4 | des selben Puffers dialysiert und in zwei Portionen auf eine
Heparin-Sepharose Saule (2,5 x 37 cm) aufgetragen. Die Saule wurden mit 1,5
Bettvolumina Basispuffer mit 50 mM KCI gewaschen und anschlieRend mit 10 Bett-
volumina in einem Gradienten bis 500 mM KCI (FluBgeschwindigkeit: 145 mi/h)
eluiert. Die DAN Aktivitét eluierte zwischen 80 und 150 mM KCI. Die aktiven Frak-
tionen wurden vereinigt und gegen Basispuffer mit 30 mM KC! fur 4 h dialysiert. Das
Dialysat wurde abzentrifugiert und in zwei Portionen an einer MonoQ FPLC Saule
chromatographiert (Bettvolumen 8 ml). Die Saule wurde mit zwei Bettvolumen Ba-
sispuffer mit 50 mM KCI gewaschen und anschliefend mit einem Gradienten Uber

320 ml mit einer steigenden Salzkonzentration (Endkonzentration: 500 mM KCl,
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FluRgeschwindigkeit: 2,5 mi/h) von der Saule eluiert. Die DAN-Aktivitat eluierte bei
ca. 160 mM KCI. Die aktiven Fraktionen (40 mi) wurden vereinigt und fir 4 h gegen
2 | Basispuffer mit 30 mM KCI dialysiert, zentrifugiert und auf eine weitere MonoQ-
Saule (1 ml Bettvolumen, FluRgeschwindigkeit: 0,9 ml/h) aufgetragen. Die an die
S&ule gebundene DAN-AKktivitat wurde mit Basispuffer mit 500 mM KClI eluiert und in
vier Portionen auf eine Superdex HR 10/30 FPLC Sé&ule (aquilibriert mit Basispuffer
mit 300 mM KClI, FluRgeschwindigkeit: 0,15 mi/h) aufgetragen (Kérner, Ch. G. &
Wahle, E. (1997), supra)

Verschiedene Fraktionen einer Superdex-Séaule, die die DAN Aktivitat enthielten,
wurden gesammelt und Uber eine Phenyl-Superose-Saule getrennt (Kérner, G. &
Wahle, E. (1997), supra). Die aktiven Fraktionen wurden gesammelt und gegen
Puffer (50 mM Tris HCI, pH 7,9, 1mM EDTA, 10% (v/v) Glycerin, 1 mM Dithiothreitol,
0,4 pg/mi Leupeptin-Hemisulfat, 0,7 ug/mi Pepstatin, 0,5 mM Phenylmethyisulfonat
(PMSF), 0,02 % (v/v) Nonidet p-40, 50 mM KCl) dialysiert. Nach Zentrifugation wur-
de das Dialysat an einer 100 pl Smart MonoQ (PC 1.6/5) Saule aufgetragen. An-
schiieffend wurde mit 200 pl Puffer gewaschen. Die gebundenen Proteine wurden in
einem Gradienten mit einer steigenden Salzkonzentration (Endkonzentration 500
mM KCI) Uber ein Volumen von 40 Saulenbettvolumina eluiert. Die Fraktionen, die
positiv fur die DAN-Aktivitat waren, eluierten bei einer KCI-Konzentration von ca.
200 mM KCI. Die zwei Fraktionen mit der hdchsten DAN-Aktivitat wurden mittels
einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese analysiert. AnschiieRend folgte eine in-
situ Hydrolyse durch die Protease Lys-C, die Auftrennung Uber HPLC und Sequen-
zierung der Peptide. Folgende Sequenzen wurden gefunden:

1. KSFNFYVFPK,

2. KPFNRSSPD(V/K)K,

3. KYAESYWIQTYADYVG sowie

4. eine Mischung aus: KEQEELNDA und KLFLMRVMD.

Die N-terminale Sequenz der gereinigten bovinen DAN konnte nicht bestimmt wer-

den.
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Anschlieend wurden EST (expressed sequence tags)-Datenbankrecherchen mit
Hilfe des BLAST-Programms (NCBI) durchgefuhrt. Folgende Klone konnten identifi-
Ziert werden:
I.M.A.G.E.-Konsortium Klon ID 645295 durch Peptide 1 und 2 und
|.M.A.G.E.-Konsortium Klon ID 301901 durch Peptid 3.

Das vollstandige Sequenzieren der gefundenen Klone wurde auf einem ABI373A-

Sequenziergerat mit dem ABI Dye Terminator Cycle SequencingKit durchgefihrt.

Hierbei wurde gefunden, daf der . M.A.G.E.-Konsortium Klon ID 301901 fur die 176
C-terminalen Aminos&auren von DAN und den gesamten 3"-UTR kodiert, wahrend
I.M.A.G.E.-Konsortium Klon ID 645295 den gesamten ORF und den 5'UTR und ei-
nen Teil des 3"-UTR kodiert, was einem Protein von 639 Aminos&uren mit einer
molekularen Masse von 73,5 kDa entspricht (SEQ 11). Die 57 Nukleotide, die
stromaufwarts vom ersten AUG Codon liegen enthalten kein Stop-Codon im Lesera-
ster. Die dieses AUG-Codon umgebenden Sequenzen (AGAAUGG) entsprechen
den sogenannten Kozak-Regeln (Kozak, 1991), die fir den Translationsstart bevor-
zugte Startsequenzen beschreiben. Ein 3"-UTR von 0,7 kB ist im cDNA-Klon 645
295 und ein poly(A)-Schwanz ist am Ende des cDNA-Klons 301901 zu finden. Dem

poly(A)-Schwanz geht stromaufwarts das seltene Polyadenylierungssignal AUUAAA
voraus. (SEQ 12)

2. Herstellung von Expressionsvektoren

Das Plasmid pGMMCS wurde auf folgende Weise konstruiert:

Der T7 Expressionsvektor pGM10 (Martin, 1996), welcher die PABII cDNA-Sequenz
(Nemeth, 1996) mit einem N-terminalen Met-Ala-His6-Tag enthielt, wurde mit Xho |
und BamH | verdaut und das Fragment, das den 3"-Teil des PAB I enthielt, wurde
durch ein Xho I/BamH |-Fragment aus der Multiple Cloning Site vom pBluescript KS
(+/-) Plasmid ersetzt. Das resultierende Plasmid enthalt eine durch den T7-Promotor

kontrollierte Sequenz, die mit Met-AlaHiss beginnt und durch den 5°- Teil vom PAB I
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und einer Multi Cloning Site gefolgt wird. Eine Nde | Schnittstelle liegt zwischen dem
Hise-Tag und der PAB Il Sequenz und kann zusammen mit der Multi Cloning Site
daftir benutzt werden, um die verbliebene PAB Il Sequenz durch jede beliebige ko-
dierende Sequenz zu ersetzen.

Das Plasmid pGMMCS3019801 wurde auf folgende Weise hergestelit:

Ein Teil der Sequenz des humanen DAN-Klons, der die 176 C-terminalen Ami-
nosauren enthielt wurde mittels PCR aus dem Klon 301901 mit folgenden Bedin-
gungen amplifiziert:

15 Zyklen: 45 s bei 94°C, 45 s bei 54°C und 3,5 min bei 72°C. Pfu-Polymerase und
die Primer Nde 1301901: CCATATCCATATGCTTTTCAGTGCCTTTCCTAAC und
Xho 1 301901: AGTACTCGAGTTACAATGTGTCAGG. Nach Verdau mit Nde | und
Xho | wurden die entstandenen cDNA-Fragmente mit dem Qia-Ex-Kit (Qiagen
GmbH, Hilden) gereinigt und in den Nde | und Xho | verdauten pGMMCS-Vektor

integriert. Die Sequenz wurde mit Hilfe von Sequenzierung bestétigt.
Das Plasmid pPGMMCS645295 wurde wie folgt hergestelit:

Die kodierende Sequenz des humanen DAN-Klons wurde mittels PCR aus dem Klon
645295 mit folgenden Bedingungen amplifiziert:

20 Zyklen: 45 s bei 94°C, 45 s bei 54°C und 3,5 min bei 72°C. Pfu-Polymerase und
die Primer Nde 1645295: AGTGTCGCATATGGAGATAATCAGGAGCA und Xho |
645295: AGTACTCAGCGGTTTGCTGCCCTCA. Das entstandenen Produkt wurde
in den Vektor pCR2.1 mit Hilfe des TA-Klonierungs-Kits (InVitrogen ®) kloniert.
Nach Verdau mit Nde | und Xho | wurden die entstandenen cDNA-Fragmente mit
dem Qia-Ex-Kit (Qiagen) gereinigt und in den Nde | und Xho | verdauten pGMMCS-
Vektor integriert. Anschliefend wurde der gréR3te Teil der durch PCR generierten
Sequenz mit Hilfe eines Verdaus mit Dra [ll und BstE Il entfernt und durch das ent-

sprechende Fragment des Originalklons ersetzt. Die neue Sequenz wurde mit Hilfe

von Sequenzierung bestatigt.
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3. Herstellung von Antikérpern

Antikorper gegen den C-terminalen Teil von humanem DAN wurden wie folgt produ-
ziert: |

Das Plasmid pGMMCS301901 wurde in BL21 (pLysC) transformiert. Die Zellen wur-
den bei 37°C in SOB-Medium mit 200 pg/ml Carbenicellin bis zu einer QD600 von
1,9 inkubiert. AnschlieRend wurde 200 uM Isopropyl-R-D-Thiogalactosid dazugege-
ben und fur weitere 5 h inkubiert. Die Zellen wurden geerntet und in Puffer A (100
mM NaH,P0,4, 10 mM Tris, 8M Harnstoff, pH 7,9) aufgenommen. Die Zellen wurden
mit Ultraschall lysiert, das Lysat zentrifugiert und mit 3 mi Ni-NTA-S&aulenmaterial fur
2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Das S&ulenmaterial wurde in eine Saule gepackt
und mit 70 mi Puffer A, pH 6,3 gewaschen. Anschliefend wurde mit 15 ml Puffer B
(300 mM NaCl, 10% (v/v) Glycerin, 50 mM Tris, 0,01 % (v/v) Nonidet-P40, 8M Harn-
stoff, pH 7,9) gewaschen. Das Protein wurde auf der Saule zurlckgefaltet, indem
mit zwei Gradienten der Harnstoffgehalt verringert wurde (45 mi/h, Gradient 1: Puf-
fer B von 8 auf 4 M Harnstoff bei Raumtemperatur, Gradient 2: von 4 auf 0 M Harn-
stoff bei 4°C). das Protein wurde mit Puffer B, der 500 mM Imidazole enthielt, von
der Saule eluiert, gegen Puffer B ohne Harnstoff dialysiert und fur die Immunisie-

rung von Kaninchen verwendet.

Die Affinitatsreinigung von Anti-DAN-Antikérper wurde wie folgt vorgenommen: Das
C-terminale DAN-Fragment wurde an eine NHS-aktivierte HiTrap-Saule (1 ml Volu-
men, Pharmacia, Freiburg) nach Herstelleranweisungen gekoppelt. 3 ml Serum
wurden auf die Saule aufgetragen und nach Herstellerangaben eluiert. 300 pg/ml
BSA und 0,02% (w/v) NaN; wurden den Fraktionen zugesetzt und der Puffer wurde

mittels Dialyse ausgetauscht.

4. Expression und Reinigung von humaner DAN

Humane DAN wurde in E. coli als Fusionsprotein mit N-terminalem His-Tag (Met-

Ala-Hise-Tag) folgendermalen exprimiert:
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Das Plasmid pGMMCS645295 wurde in BL21 (pLysC) transformiert. Die Zellen wur-
den in 50 ml LB Medium mit 100 ug/ml Carbenicellin und 24 pg/ml Chloramphenicol
bei 37°C angezogen und anschliellend in eine 500 mi Kultur ohne Chloramphenicol
Uberfuhrt und bei 33°C weiterinkubiert. Nach dem Erreichen einer OD600 von 1,3
wurden 100 pM lsopropyl-R-D-Thiogalactosid hinzugeflgt und die Kultur fur eine
weitere Stunde inkubiert. Die Zellen wurden geerntet und in Puffer A (50 mM Tris,
300 mM KClI, 0,1 mM MgAc, 1TmM R-Mercaptoethanol, 0,4 ug/ml Leupeptin, 0,7
mg/ml Pepstatin, 0,5 mM PMSF, pH 7,9) aufgenommen. Die Zellen wurden mit Ul-
traschall lysiert, das Lysat zentrifugiert und mit 2 ml Ni**-NTA-Saulenmaterial fur 2 h
bei 4°C inkubiert. Das Saulenmaterial wurde in eine Séule gepackt und mit 25 mi
Puffer A und anschlieend mit 20 mi Puffer B (Puffer A und 10% (v/v) Glycerin, 0,02
% (v/v) Nonidet-P40, ohne Magnesium, pH 6,3) gewaschen. AnschlieRend wurde
das Protein mit 5 ml Puffer C (Puffer B mit 500 mM Imidazol) eluiert. Darauf folgte
eine Dialyse gegen Puffer D (50 mM Tris, 20 mM KCI, 1mM EDTA, 5 mM PMSF,
10% (v/v) Glycerin, 0,02 (v/v) Nonidet-P40, pH 7,9). Die Praparation wurde zentri-
fugiert und auf eine MonoQ-Saule (1 ml Bettvolumen) aufgetragen. AnschlieRend
wurde die Saule mit 5 Bettvolumen Puffer mit 50 mM KCI gewaschen und die Saule
mit einem Gradienten Uber 40 Bettvolumen mit einer Endkonzentration von 500 mM
KClI eluiert. Die DAN-AKktivitat eluierte in einem scharfen Peak bei ca. 190 mM KCl
(Fig. 1A).

Die Reinigung fuhrte zu einer nahezu homogenen Préparation eines Proteins mit
der erwarteten molekularen Masse (Fig. 1B und 1C). Das Protein weist eine poly(A)-
spezifische 3'-Exoribonuclease-Aktivitat auf (siehe Beispiel 6). Daraus foigt, daf der
gefundene cDNA-Klon fur eine humane DAN kodiert.

5. Northern-Blot Analyse

RNA wurde aus Hela-Zellen nach einer Methode von Chomczynski, P. & Sacchi, N.
(1987) Anal. Biochem. 162, 156 isoliert. Poly(A) mRNA wurde mit Hilfe von oli-
go(dT)-Zellulose nach einer Methode von Sambrook, J. et al. (1989) Molecuiar
Cloning. A Laboratory Manual, 2nd ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
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Spring Harbor, N.Y., gereinigt. Die resultierende RNA wurde auf einem 1%igen Aga-
rose-Formaldhyd-Gel aufgetrennt, auf eine Hybond N+ Membran von der Fa. Amer-
sham Buchler, Braunschweig durch Kapillar-Blot transferiert und durch inkubation
fur 2 h bei 80°C auf der Membran fixiert. Die fur die humane DAN kodierende Se-
quenz wurde mittels PCR amplifiziert, mit a-**P-dATP durch Random-Priming mar-
kiert und als Sonde benutzt. Die Hybridisierung wurde wie beschrieben durchgefihrt
(Ausubel) und die Membran wurde unter hoher Stringenz gewaschen. Die Northern-
Blot-Analyse mit poly(A)” RNA aus Hel.a Zellen zeigte ein einziges 3,1 kB Frag-

ment, das mit der DAN-Probe hybridisierte. Diese GréRe stimmt gut mit der GréRe
des cDNA-Klons tberein.

6. DAN-Aktivitatstest

Der Assay fUr die DAN-AKktivitat wurde wie beschrieben durchgefuhrt (Kérner, Chr

G. & Wahie, E. (1997), supra). SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
wurde nach Laemmii, U.K. (1970) Nature 227, 680 durchgefihrt.

Wie das bovine Enzym ist die rekombinante DAN in Abhangigkeit von der Neutrali-
sierung von Phosphatladungen unter zwei verschiedenen Reaktionsbedingungen
aktiv. In der Abwesenheit von Salz ist die Aktivitat vollstandig von der Anwesenheit
von Spermidin mit einem Konzentrationsoptimum von 1mM abhangig. Unter diesen
Bedingungen ist die spezifische Aktivitat der rekombinanten DAN (79.000 U/mg)
nicht signifikant unterschiedlich von der Aktivitat gereinigter boviner DAN (110.000
U/mg). In der Anwesenheit von Spermidin wird die Aktivitat von DAN durch Salz ge-
hemmt. In der Abwesenheit von Spermidin ist die Aktivitat des Enzyms mit einem
Konzentrationsoptimum von 150 mM Kaliumacetat von Salz abhangig. Bovine DAN
verhalt sich auch unter diesen Bedingungen ahnlich.. Allerdings ist die spezifische
Aktivitat des rekombinanten Proteins (860 U/mg) unter diesen Bedingungen gerin-
ger, als die des aus Kalbsthymus gereinigten Enzyms (8070 U/mg). Dieser Unter-
schied ist durch eine posttransiationale Modifikation oder durch kontaminierende

Proteine in der Préparation des bovinen Enzyms erklarbar.
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Waurde eine mit einem Cap versehene, polyadenylierte RNA mit den DAN-
Praparationen in der Anwesenheit von Salz inkubiert, wurde der poly(A)-Schwanz
degradiert und vollstandig deadenylierte RNA vorlibergehend accumuliert (Fig. 3).
Wurde der Assay in Anwesenheit von PABI durchgefuhrt, wurde die Aktivitat teilwei-
se inhibiert und stufenweiser Abbau des poly(A)-Schwanzes beobachtet. Die vor-
herrschenden Abbauprodukte differierten in der Lange um ca. 30 Nukleotide, wel-
ches offensichtlich durch die PABI-Bindung verursacht wurde. Diese Ergebnisse
stimmen mit den Untersuchungen flr bovines Protein Uberein (Kérner Chr. & Wahle,

E. (1997, supra). Zusammengefallt zeigen die Ergebnisse, dal das rekombinante

Protein eine poly(A)-spezifische 3°-Exoribonuclease ist.

7. Western-Blot Analysen

Western-Blot Analysen wurden wie folgt durchgefuhrt: Die Proteine wurden mittels
SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrozellulose-Membran mit Hilfe der Semidry-
Methode (Kyse-Andersen, 1984) Gbertragen. Die Blots wurden mit TNT-Puffer (20
mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 0,05% (v/v) Tween 20, pH 7,5) mit 5% (w/v) entfetteter
Trockenmilch inkubiert. Der gieiche Puffer wurde fur die Inkubation mit Antiserum
und die Waschschritte verwendet. Die Blots wurden mit den Antikérpern fur 2-3 h
bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieend gewaschen. Die gebundenen Anti-
kérper wurden mittels eines Peroxidase-konjugierten Schwein-anti-Kaninchen-
Antikdrpers (DAKO, Glostrup, Denmark) und Chemiluminiszenz-Farbung (SuperSi-
gnal-Kit, Pierce) nachgewiesen.

Die Analysen zeigen, dal} Kaninchen-Antikérper, die gegen ein C-terminales Frag-
ment von DAN erzeugt wurden, aus teilgereinigten Fraktionen DAN préazipitieren
kénnen. Die Antikérper erkennen im Western-Blot sowohl bovines, als auch huma-
nes DAN (Fig. 4). In diesem Experiment erscheint das rekombinante DAN etwas
gréRer als das Enzym in SDS-Lysaten aus HelLa-Zellen, was durch die Einfihrung
des Tag (1004 Da) in die Sequenz erklart werden kann. Wenn das erste AUG in der
cDNA-Sequenz nicht das benutzte Start-Codon sein sollte, hatte die natirliche DAN

aus Hela-Zellen mindestens 1260 Da gréRer als das mit einem Tag versehene re-
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kombinante Protein sein mussen. Auch diese Ergebnisse bestétigen eine Benut-

zung der ersten AUG-Sequenz im cDNA-Klon als Start-Codon in vivo.
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Patentanspriiche

Nukleinsaure kodierend fUr eine humane deadenylierende Nuclease (DAN) mit
einer Aminoséauresequenz gemal SEQ 11 oder eine funktionelle Variante davon,

und Teile davon mit mindestens 8 Nukieotiden, wobei SEQ 11 Teil des Anspruchs
ist.

Nukleinsaure nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR die Nukleinsaure

eine DNA oder RNA, vorzugsweise eine doppelstrangige DNA ist.

Nukleinséure nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daR die Nu-
kleinsaure eine DNA mit einer Nukleinsduresequenz gemai SEQ 12 von Position
58 bis 1977 ist, wobei SEQ 12 Teil des Anspruchs ist.

Nukleinsaure nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, da die Nukleinsaure

eine oder mehrere nicht-kodierende Sequenzen und/oder eine polyA-Sequenz ent-
hait.

Nukleinsdure nach einem der Anspruche 1-4, dadurch gekennzeichnet, daR die
Nukleins&dure in einem Vektor, vorzugsweise in einem Expressionsvektor oder

gentherapeutisch wirksamen Vektor, enthalten ist.

Verfahren zur Herstellung einer Nukleinsaure nach einem der Anspriche 1-4, da-
durch gekennzeichnet, daf die Nukieinsaure chemisch synthetisiert oder anhand

einer Sonde aus einer Genbank isoliert wird.

Polypeptid mit einer Aminoséuresequenz gemal SEQ 11 oder eine funktionelle

Variante davon, und Teile davon mit mindestens 6 Aminoséauren.

Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids gemaR Anspruch 7, dadurch ge-
kennzeichnet, daf} eine Nukleinsaure gemaR einem der Anspriche 1-5 in einer ge-

eigneten Wirtszelle exprimiert wird.
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Antikérper gegen ein Polypeptid geman Anspruch 7.

Verfahren zur Herstellung eines Antikorpers geman Anspruch 9, dadurch gekenn-
zeichnet, daR ein Saugetier mit einem Polypeptid geman Anspruch 7 immunisiert

und gegebenenfalls die entstandenen Antikérper isoliert werden.

Arzneimittel enthaltend eine Nukleinséure geman einem der Anspriiche 1-5 oder

ein Polypeptid gemaR Anspruch 7 und gegebenenfalls pharmazeutisch annehmba-
re Zusatz- und/oder Hilfsstoffe.

Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Krebs, Autoim-
munkrankheiten, ihsbesondere Multiple Skierose oder Rheumatoide Arthritis, Alz-
heimer-Krankheit, Allergien, insbesondere Neurodermitis, Typ | Allergien oder Typ
IV Allergien, Arthrose, Atherosklerose, Osteoporose, akute und chronische Infekti-
onskrankheiten und/oder Diabetis und/oder zur Beeinflussung des Zelimetabolis-
mus, insbesondere bei der Immunsuppression, vor allem bei Transplantationen,
dadurch gekennzeichnet, daft eine Nukleinsaure geman einem der Ansprliche 1-5
oder ein Polypeptid gem&l Anspruch 7 oder Antikérper geméaf Anspruch 9 mit ei-

nem pharmazeutisch annehmbaren Zusatz- und/oder Hiifsstoff formuliert wird.

Diagnostikum enthaltend eine Nukleinsdure geman einem der Anspriche 1-5 oder

ein Polypeptid gemal Anspruch 7 oder Antikrper gemaf Anspruch 9 und gegebe-
nenfalls geeignete Zusatz- und/oder Hilfsstoffe.

Verfahren zur Herstellung eines Diagnostikums zur Diagnose von Krebs, Autoim-
munkrankheiten, insbesondere Multiple Sklerose oder Rheumatoide Arthritis, Alz-
heimer-Krankheit, Allergien, insbesondere Neurodermitis, Typ | Allergien oder Typ
IV Allergien, Arthrose, Atherosklerose, Osteoporose, akute und chronische Infekti-
onskrankheiten und/oder Diabetis und/oder zur Analyse des Zellmetabolismus, ins-
besondere des Immunstatus, vor allem bei Transplantationen, dadurch gekenn-

zeichnet, daf eine Nukleinsaure geman einem der Anspriche 1-5 oder ein Poly-
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peptid gemaf Anspruch 7 oder Antikérper geman Anspruch 9 mit einem pharma-

zeutisch annehmbaren Trager versetzt wird.

Test zur Identifizierung von funktionellen Interaktoren enthaltend eine Nukleinsaure
gemaR einem der Anspriche 1-5 oder ein Polypeptid gemaR Anspruch 7 oder Anti-

kérper geman Anspruch 9 und gegebenenfalls geeignete Zusatz- und/oder Hilfs-
stoffe.

Verwendung einer Nukleinsaure gemaf einem der Anspriiche 1-5 oder eines Poly-

peptids gemal Anspruch 7 zur Identifizierung funktioneller Interaktoren.

Verwendung einer Nukleinsaure geman einem der Ansprlche 1-5 zum Auffinden
von Varianten der humanen DAN, dadurch gekennzeichnet, daR eine Genbank mit

der genannten Nukleinséure abgesucht und die gefundene Variante isoliert wird.

Verwendung eines Polypeptids geméaf Anspruch 7 zum poly(A)-spezifischem Ab-

bau von Nukleins&uren, insbesondere von mRNA.
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SEQUENZPROTOKOLL

(1) ALLGEMEINE ANGABEN:

(i) ANMELDER:
(A) NAME: Aventis Research & Technologies GmbH & Co KG
(B) STRASSE:
(C) ORT: 65926 Frankfurt
(D) BUNDESLAND:
(E) LAND: Deutgchland
(F) POSTLEITZAHL: 65926

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Humane deadenylierende Nuclease, ihre
Herstellung und Verwendung

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 29

(iv) COMPUTER-LESBARE FASSUNG:
(A) DATENTRAGER: Floppy disk
(B) COMPUTER: IBM PC compatible

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: WINDOWS 3.1

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1
(1) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 10
(B) ART: Aminosduresequenz
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

-(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1

KSFNFYVFPK ‘ 10
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2
(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LENGE: 11
(B) ART: Aminosiduresequenz
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2

KPFNRSSPDV K

(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 3
(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 11
(B) ART: Aminosduresequenz
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid
(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3

KPFNRSSPDK K
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:

(A) LANGE: 16
(B) ART: Aminosduresequenz
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4

KYAESYWIQT YADYVG 16

11

11
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5
(1) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 8
(B) ART: Aminosiduresequenz
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid
(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5

KEQEELNDA 8

(2) ANGABEN 2ZU SEQ ID NO: 6

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 9
(B) ART: BAminosduresequenz
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid
(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6

KLFLMRVMD 9

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 34
(B) ART: Nucleotidsequenz
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: sonstige Nucleinsdure: Primer-DNA
{xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7

CCATATCCAT ATGCTTTTCA GTGCCTTTCC TAAC 34

(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 8

(1) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 25
(B) ART: Nucleotidsequenz
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
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(ii) ART DES MOLEKULS: sonstige Nucleinsdure: Primer-DNA
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8

AGTACTCGAG TTACAATGTG TCAGG 25

(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 9
(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 29
(B) ART: Nucleotidsequenz
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: sonstige Nucleinsdure: Primer-DNA

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9

AGTGTCGCAT ATGGAGATAA TCAGGAGCA 29

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10
(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 25
(B) ART: Nucleotidsequenz
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: sonstige Nucleinsdure: Primer-DNA
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10

AGTACTCAGC GGTTTGCTGC CCTCA 25

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 639
(B) ART: Aminosiduresequenz
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein

(v) ART DES FRAGMENTS: N~-Terminus
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:

MEIIRSNFKS
SMDFLLFQFG
FDFNKVFRNG
IDQVVEKIED
ISKVDEEERK
YCPLPADLSE
ESAEGFPSYD
KLFLMRVMDI
AFVSLSQPEQ
POCIPYTLQON
LSEGRKKAKK

(2) ANGABEN 2ZU SEQ ID NO:

NLHKVYQAIE
LCTFKYDYTD
IPYLNQEEER
LLQSEENKNL
RREQQKHAKE
FKEMTTCVFP
TASEQLHEAG
PYLNLEGPDL
VKIAVNTSKY
HYYRNNSFTA
LKRMKKELSP

EADFFAIDGE
SKYITKSFNF
QLREQYDEKR
DLEPCTGFQR
QEELNDAVGF
RLLDTKLMAS
YDAYITGLCF
QPKRDHVLHV
AESYRIQTYA
PSTVGKRNLS
AGSISKNSPA

12

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:

(R)
(B)
(€)
(D)

LANGE:

2941
ART: Nucleotidsequenz

STRANGFORM: Doppelstrang
TOPOLOGIE:

linear

11
FSGISDGPSV
YVFPKPFNRS
SQANGAGALS
KLIYQTLSWK
SRVIHAIANS
TQPFKDIINN
ISMANYLGSF
TFPKEWKTSD
EYMGRKQEEK
PSQEEAGLED
TLFEVPDTW

(ii) ART DES MOLEKULS: c-DNA zu m-RNA

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ

GAACCGCTGA
GAGATAATCA
GCCGACTTICT
GCATTAACAA
ATGGACTTTT
AAGTATATAA
CCAGATGTCA
GATTTTAATA
TTAAGAGAGC
GTATCTCCTA
GACCAAGTGG
TTAGAGCCAT
CCGAAAGGCA
AGCAAAGTAG
GAGGAGCTGA
AAACTTGTTA
TGCCCTCTGC
CTCTTGGATA
TCCCTTGCGG
AGTGCCGAAG
GATGCCTACA
AGCCCTCCAA
TTATTTCTTA
CCTAAACGTG
TACCAGCTTT
TTTGTTTCCC
GAAAGCTATC
ATCAAAAGAA

GGCGGGCGCG
GGAGCAATTT
TCGCCATCGA
ATGGTTTTGA
TGCTATTTCA
CGAAGTCATT
AATTTGTTTG
ARGTTTTTCG
AGTATGATGA
ACACTTCAAA
TAGAGAAAAT
GTACCGGGTT
TTCATGTTGA
ATGAAGAAGA
ATGATGCTGT
TTGGACACARA
CTGCGGACTT
CTAAATTGAT
AATTGGAAAA
GTTTTCCAAG
TCACAGGGCT
AAATTCATGT
TGAGGGTCAT
ATCATGTTCT
TCAGTGCCTT
TTAGCCAGCC
GGATCCAAAC
AGTGGACTGA

GGCCCGGGTG
TAAGAGTAAT
TGGGGAGTTT
CACTCCAGAA
GTTTGGCCTT
TAACTTCTAT
TCAGAGCTCC
AAATGGAATT
AAAACGTTCA
ATGTCCTGTC
AGAGGATTTA
CCAAAGAAAA
GACTTTAGAA
ACGCAAAAGA
GGGATTTTCT
TATGCTCTTG
AAGTGAGTTT
GGCCAGCACA
GCGGTTAAAA
TTATGACACA
GTGCTTCATC
GTCTGCCAGA
GGATATCCCC
CCATGTGACA
TGGTAACATT
CGAGCAAGTA
CTATGCTGAA
AGATAGCTGG

ID NO:

GGGCCAAGGT
CTTCACAAAG
TCAGGAATCA
GAGAGGTATC
TGCACTTTTA
GTTTTCCCGA
AGCATTGACT
CCATATTTAA
CAGGCGAATG
ACGATTCCTG
TTACAAAGTG
CTAATTTATC
ACTGARAAGA
AGAGAGCAGC
AGAGTCATTC
GACGTCATGC
AAAGAGATGA
CAACCTTTTA
GAGACACCTT
GCCTCTGAAC
TCCATGGCCA
TCAAAACTCA
TATCTAAACT
TTCCCCAAAG
CAGATATCCT
AAGATTGCTG
TATATGGGGA
AAGGAGGCTG

SALTNGFDTP
SPDVKFVCQS
YVSPNTSKCP
YPRGIHVETL
GKLVIGHNML
TSLAELEKRL
LSPPKIHVSA
LYQLFSAFGN
QIKRKWTEDS
GVSGEISDTE

EERYQKLKKH
SSIDFLASQG
VTIPEDQKKF
ETEKKERYIV
LDVMHTVHQF
KETPFNPPKV
RSKLIEPFFN
IQISWIDDTS
WKEADSKRLN
LEQTDSCAEP

12

TCCGGCCACT
TGTACCAGGC
GTGATGGACC
AGAAGCTTAA
AGTATGACTA
AACCCTTCAA
TTCTAGCAAG
ATCAGGAAGA
GTGCAGGAGC
AGGATCAAAA
AAGAAAACAA
AGACTTTGAG
AGGAGCGATA
AGAAACATGC
ACGCCATTGC
ACACAGTTCA
CARCATGTGT
AGGATATCAT
TCAACCCTCC
AACTCCACGA
ATTACCTAGG
TTGAACCTTT
TGGAAGGACC
AATGGAAAAC
GGATTGATGA
TCAATACCAG
GAAAACAGGA
ACAGCAAACG

CTGCAGAATG
CATAGAGGAG
TTCAGTCTCT
AAAGCATTCC
CACAGATTCA
TAGATCCTCA
CCAGGGATTT
AGAAAGACAG
TCTGTCCTAT
GAAGTTTATT
GAACTTGGAT
CTGGAAGTAT
TATAGTTATC
CARAGAACAG
TAATTCGGGA
TCAGTTCTAC
TTTCCCCAGA
TAACAACACA
TAAAGTTGAA
GGCAGGCTAC
TTCTTTTCTC
TTTTAACAAG
AGACTTGCAG
CAGCGACCTT
CACATCAGCA
CAAATATGCA
AGAGAAGCAG
GTTRAACCCC

PCT/EP99/03071

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
639

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



WO 99/58647

6

CAGTGCATAC
AGCACAGTAG
GTGTCAGGGG
TCAGAGGGAA
GGAAGCATCT
AGACCTGAGG
TGGAAGCCGC
TGTCTCCTGG
AATCTAACTG
GTGCTTAACC
GCTTAAGAAC
CCAGCTGCTG
GAGATTTTGA
CCCTGCTTCC
GAAGATGTCC
TATTTATGTA
AAAGGTTAAC
TTGTTTGGAT
GIGIGIGIGY
CATTCTCCGT
CCGCTTCAGA
AAAATGTATT
AA

CCTACACCCT
GAAAGAGAAA
AGATTTCCGA
GGAAAAAGGC
CGAAGAACAG
GCAGCAAACC
ACTGTATTTA
GGGGGAGAAA
CCTGTTGACA
AGTGAATTCC
CTIGCCTGATG
TGATCATGAA
GGCAGTTGCA
CACCATAGCT
ACTCATGCCC
GAGTTCCTTT
TTCTGTTCTT
GGCGGTCTCG
GIGIGIGTGT
TGAAACAGAT
TAGATCATTG
TCCAAAAGAT

GCAGAATCAC
TTTGAGTCCT
CACTGAGCTT
CAAGAAATTA
CCCTGCCACA
GCTGGTGCTG
ACTTAATCAA
ACAGGTTTTA
TTGACACTCA
GTGTTGCTCT
GGGAGTGTCG
TTTGGGGGTG
GCCCTCGGTT
GCCTGAAAAC
ACCCATGAGA
CTCCTAAGAC
ATGCGTGGCG
GGGTACGGCA
GTGTGTGTGA
CACAGCAACG
TTAGATATTT
GAAAATTAAA

TATTACCGCA
AGTCAAGAGG
GAGCAGACCG
AAAAGAATGA
CTCTTTGAAG
TCGCTGTGAG
ATGTGGTATG
TTTTTGTGGC
TCACGGTTGT
TGTGAGGCCT
GCTGTGAAAT
TACTGTCCTG
AGTCTCCCAG
ATGACGCTCT
GGGCTTGCCG
GTGAGTTTCT
CTGTGTTCAC
GCGTGTGTGC
AATCGTGCAA
ACAAACGCTC
CACATTTTTG
AACATTTTCA

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13
(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 12
(B) ART: Aminosduresequenz
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment

{xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13

ADFFAIGFSG IS

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14

(1) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 15
(B) ART: Aminosduresequenz
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(1i) ART DES MOLEKULS: Peptid

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment

ACAATAGTTT
AAGCTGGCCT
ATTCCTGTGC
AGAAGGAGCT
TTCCTGACAC
CAAGAGCCGG
GGAGGGGTTG

TACAGCTCCC
GGAGGACGGA
AGAGCCCCTC
TTCTCCAGCA
ATGGTAACCA
CTGGCACATT
GAAACCAAGT

TGTGGTTTTT
AGGCTGTCAT
TTCCTGTCAT
CTGCAAAAAG
CCTGTGCATC
TGGAAAAATC
CAAGCTTGTC
TATGCCCTGG
CATGGGGGAT
TTTCCAGAGT
GTACGTGTCT
ATCTACAACA
ATGGCGCTGC
TATGGTGGAA
TAGGAAAAARA

JCCCCTTITT
GAATGTGTAC
GACCCAGTGT
AGCTGACATT
TTCTCGCACT
GGTITGTGCCT
CTTCCTTCAG
CCTTTGGGCA
GTACGAGTAA
CTCTGTTCGT
GTGTGTGTGT
TGTCCCAGCC
TTTGCTCCAC
ATAAAAATGA
AAAARAARAR
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13

LVIGHNMLLV MHTVH

(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 14
(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 16
(B) ART: Aminosduresequenz
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14

SEQLHEAGYA YITGLC

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15
(1) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 12
(B) ART: Aminosiduresequenz
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15

CDFVAIFFLG LD

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 15
(B) ART: Aminosiduresequenz
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment

PCT/EP99/03071
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b(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16

LVVGHNSLLA MYMYH

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17
(1) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 16
(B) ART: Aminosduresequenz
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17

ENVYHNAGFS YVTGEV

(2) ANGABEN 2ZU SEQ ID NO: 18
(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 12
(B) ART: Aminosduresequenz
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18

ADFVAILMTG VT

(2) ANGABEN 2ZU SEQ ID NO: 19

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 15
{B) ART: BAminosduresequenz
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment

PCT/EP99/03071
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 19

LIVGHNCFLI AHVYS

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 20
(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 16
(B) ART: Aminosduresequenz
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 20

AGGKHEAGYA FMTGCI

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 21
(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 12
(B) ART: Aminosduresequenz
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid
(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 20

GTLVAIAFVS LQ

(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 22
(1) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 15
(B) ART: Aminosduresequenz
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid
(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 22

VFVGHGLNNF KHINI
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15

16

15

12



WO 99/58647
10

(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 23

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 16
(B) ART: Aminosduresequenz
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 23

QEGNHDSIEA HTALIL

(2) ANGABEN 2ZU SEQ ID NO: 24

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 12
(B) ART: Aminosduresequenz
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear -

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 24

FPAIALTFVR TR

(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 25
(1) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 15
(B) ART: Aminosduresequenz
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
{ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 25

TKFLHAGSEL EVFLN

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 26

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LENGE: 15

16

15
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(B) ART: BAminosduresequenz
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid
(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 26

ERQEWAAAVW YLLPI.

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 27
(1) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 12
(B) ART: Aminosduresequenz
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid
(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 27

APVFAFTTDS LD

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 28
(1) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 15
(B) ART: Aminosduresequenz
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid
(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 28

LKVGQNLKYR GILAN

15

15
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(2) ANGABEN 2ZU SEQ ID NO: 29

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 15
(B) ART: Aminosduresequenz
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:

EEAGRAAEAD VTLQL

12

29
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