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Ein wesentlich gereinigter proteinhiiftnervziliarneurotropher Faktor (SN-CNTF), der-eine

spezifischo Aktivitdt aufwelst, die mehr als 26000mal hdher ist als die spezifische Aktivitét des

natirlichen Hiiftnarvextrakts,

Ein wesentlich gareinigter proteinhiftnervziliarneurotropher Faktor (SN-CNTF), der eine Aktivitét

von mehrals 2 X 10°TU/mg aufweist. (TU = Trophische Einheiten). .

Ein wesentlich gereinigter proteinkaninchenhiftnervziliarneurotropher Faktor (SN-CNTF).

Ein wesentlich gereinigter proteinhumanhiiftnervziliarneurotropher Faktor (SN-CNTF),

Ein wesentlich gareinigter proteinhiiftnervziliarneurotropher Faktor (SN-CNTF), der ein Protein

umfafit, das wie folgt gekennzeichnet ist:

(a) relative Molekiilmasse von etwa 25000 bei SDS-PAGE;

(b) spezifische Aktivitét von mehr als 2x 10° Trophischen Einheiten pro mg; .

{c) Resistenz der biologischen Aktivitdt gegentiber SDS und Reduktionsmittein,

Ein wesentlich gerelnigter proteinh{ftnervziliarneurotropher Faktor (SN CNTF), der eine

Einzelprotein-spezies enthilt.

Ein Verfahren zur Reinigung des htiftnervziliarneurotrophen Faktors (SN-CNTF) vom

Huftnervextrakt, das folgendes umfaft:

~ Sédurebehandlung und Ammoniumsulfatfraktionierung des Nervenextraktpraparats;

- Chromatofokussierung des Préparats, das einer Sdurebehandiung und
Ammoniumsulfatfraktionierung unterworfen wurde;

— Passieren des Préparats Uber SDS-PAGE-Gel und Durchfithrung einer Umkehrphason-HPLC.

Das Verfahren von Anspruch 7, das vor den genannten Schritten des Passierens des Praparats iber

ein SDS-PAGE-Gel zusiitzliche Reinigungsschritte miteinschlieBt. Diese umfassen: hydrophobe

Waechsslwirkungschromatographie zwischen Ammoniumsulfatfraktionierung und

Chromatofokussierung, und FFLC-hydrophobe Wechselwirkungschromatographie zwischen

Chromatofokussierung und préparativer SDS-PAGE.

. Die Nucleinsduresequenz, die Kaninchen-SN-CNTF kodiert, wie in Abb. 11 dargestellt.

Die Aminosauresequenz des Kaninchen-SN-CNTF, wie in Abb. 11 dargestelit.

Die Nucleinséuresequenz, die menschlichen CNTF codiert, wie in Abb, 12 dargestelit.

Die Aminoséduresequenz, die menschlichen CNTF codiert, wie in Abb, 12 dargestslit.

Ein Rekombinanten-Tierzellen-Expressionssystem zur Produktion eines biologisch aktiven CNTF,

Ein Bakterienzellen-Expressionssystem zur Produktion eines biologisch aktiven CNTF.,

Der CNTF von Anspruch 4, worin der genannte CNTF mittels Rekombinanten-DNA-Verfahren

erzeugt wird.

Ein Rekombinanten-DNA-Verfahren zur Produktion von CNTF, dadurch gekennzeichnet, dal3 es

folgendes umfaRt:

(a) Préparierung einer DNA-Sequenz, die in der Lage ist, eine Wirtszelle zur Produktion eines
Proteins mit CNTF-Aktivitat zu dirigieren. '

(b) Klonierung der DNA-Sequenz in einen Vektor, der in eine Wirtszelle transferiert und dort
repliziert werden kann, wobei ein solcher Vektor operationelle Elemente enthélt, die zur
Expression der DNA-Sequenz benétigt werden.

{c) Transferieruny des Ve:ors, der die synthetische DNA-Sequenz und operationelle Elemente
enthalt, in eine Wirtszelle, die in der Lage ist, die den CNTF-codierende DNA zu exprimieren,

(d) Kultivierung der Wirtszellen unter Bedingungen, die fiir die Verstarkung des Vektors und die
CNTF-Expression geeignet sind.

(e) CNTF-Ernte.

(f} Dem CNTF wird ermdglicht, eine aktive Tertidrstruktur anzunehmen, durch die er eine CNTF-
Aktivitat besitzt. .

Das Verfahren von Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daf die genannte DNA die

Aminoséuresequenz des menschlichen CNTF kodiert.

Das Verfahren von Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dal? die genannte DNA-Sequenz die im

CNTF-Syn 1/3 enthaltenen Nucleinsduren mitumfaft.

Das Verfahren von Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daf3 die genannte DNA-Sequenz die in

CNTF-Syn 2/3 enthaltenen Nucleinsduren umfafdt.
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20. Das Verfahren von Anspruch 16, dadurch gekennzelchnet, daB die genannte DNA-Sequenz einen
physiologisch funktionellen CNTF codiert, der eine DNA-Sequenz umfaft, die ein Polypeptid
codiert, das eine Aminosiuresequenz aufweist, die dem CNTF geniligend &hnlich ist, um den Besitz
von mindestens einer der biologischen Eigenschaften des CNTF zu ermdglichen.,

21, Das Verfahren von Anspruch 16, dadurch gekennzet:hnet, daf die genannte Wirtszelle ein
Mikroorganismus ist,

22. Das Verfahren von Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB der genannte Mikroorganismus
E.coli ist,

23. Das Verfahren von Anspruch 16, dadurch gekennzelchnet, daR die genannten Wirtszellen
S#ugetierzellen sind.

~ 24. Das Verfahren von Anspruch 23, dadurch guxennzeichnet, daR die genannten Siugetierzellen
Ovarienzellen des chinesischen Hamsters sind.

25, Ein wesentlich gereinigter rekombinanter CNTF,

Hierzu 22 Seiten Zeichnungen

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf neurotrophe Faktoren und den zitiarneurotrophen Faktor (CNTF) im besonderen
sowie auf ein Verfahren der Reinigung des CNTF und der Erzeugung rekombinanter CNTF,

Das Absterben von Nerven- oder Gliazellen im Nervensystem filhrt zu schweren geistigen oder kérperlichen Besintrichtigungen.
Das Absterben von Nerven- oder Gliazellen kann verursacht werden durch neurodegenerative Krankheiten, wie Alzheimersche
Krankheit, Parkinsonsche Krankheit und multiple Sklerose, durch lschimie infolge eines Hirnschlags, durch eine traumatische
Verletzung oder durch den natiirlichen AlterungsprozeB. )

Neurotrophe Faktoren sind eine Gruppe von Molekillen, die das Uberleben und die Funktionstétigkeit von Nerven- oder
Gliazellen férdern. Es gibt Bewaise filr die Vermutung, da neurotrophe Faktoren filr Behandlungen brauchbar sind, die aufeine
Verhiitung des Absterbens und von Funktionsstérungen von Nerven- oder Gliazellen aufgrund der obengenannten Bedingungen
abzislen (Appel, in Ann. Neurology 10 (1981), S.499). ‘

Von diesen neurotrophen Faktoren ist der Nervenwachstumsfaktor (NWF) am besten charakterisiert. Es wurde nachgewlesen, daf
der NWF ein neurotropher Faktor fiir die cholinergischen Nervenzellen des Vorderhirns ist, die wiihrend der Alzheimerschen
Krankheit und mit zunehmendem Alter absterben. Der Verlust dieser Nervenzellen wird allgemein als Ursache fiir viele der in .
Verbindung mit der Alzheimerschen Krankheit und mit fortgeschrittenem Alter auftretenden Wahrnehmungsausfillen betrachtet.
in Tierversuchen wurde nachgewiesen, daB der NWF das Absterben von cholinergischen Nervenzellen des Vorderhirns nach
traumatischer Verletzung verhindert und mit dem AlterungsprozeR auftretende Wahrnehmungsverluste umkehren kann (Hefti
und Welner, in Ann. Neurology 20 [1986), S.276; Fischer et al., in Nature 329 [1987], S.65). Diese Ergebnisse lassen beim
Menschen auf die potentielle klinische Niltzlichkeit dieses neurotrophen Faktors bei der Behandlung von
Wahrnehmungsverlusten aufgrund des Absterbens von cholinergischen Nervenzellen des Vorderhirns durch Krankheit,
Verletzung oder Altern schlisen.

Eine Komplikation des Einsatzes neurotrooher Faktoren Ist deren ausschlieRliche Spezialisierung auf solche Nervenzellen-
Subpopulationen, die die richtigen Membranrezeptoren besitzen. Die meisten Nervenzellen im Kérper besitzen keine NWF-
Rezeptoren und sprechen offenbar auf diesen neurotrophen Faktor nicht an. Es ist daher von entscheidender Bedeutung, neue
neurotrophe Faktoren ausfindig zu machen, die das Uberleben anderer Typen von Nerven- oder Gliazellen unterstiitzen kénnen,
als es der NWF vermag.

Eswurde nach neuen neurotrophen Faktoren gesucht, die in der Lage sein wiirden, das Uberleben von Nervenzellen in der Kultur
2u unterstlitzen, die auf NWF nicht ansprechen. Ein hiufig angewandter Screening-Test soll Faktoren ausfindig machen, die das
Uberleben von Ziliarganglion-Motorneuronen férdern, die Skelstt- und Eingeweidemuskeln innervieren. Diese
Ziliarganglionnervenzellen gehren 2um parasympathischen Nervensystem und ihr Uberleben wird durch NWF nicht
unterstiitzt,

Berichten zufolge enthalten zahlreiche Gewebe und Spezies Faktoren, die das Uberleben von Ziliarganglionnervenzellen fordern.
Viele von diesen neurotrophen Aktivititen des Ziliarganglions weisen die folgenden &hnlichen chemischen und biologischen
Eigenschaften auf:

(1) Die Aktivitét istin den Hiftnerven in hoher Konzentration vorhanden; (2) die neurotrophe Aktivitit tiberlebt eine Exposition
mitdem lonendetergens Natriumdodecylisulfat (SDS) und mit den Reduktionsmitteln B-Mercaptoethanol (BME) oder
Dithiothreito! (DTT) wihrend der Elektrophorese auf SDS-polyacrylamidreduzierenden Gelen; und (3) auf solchen Gelen wandert
die Aktivitat mit einer scheinbaren relativen Molekiilmasse zwischen 24 und 28Kd (Collins, in Developmental Biology 109 (1985),
S. 255~-258; Manthorpe et al., in Brain Research 367 (1986), S.282-286),

Auf der Basis dieser dhnlichen Eigenschaften wurde angenommen, daR die gleichen oder eng verwandten Molekiile, die
typischerweisa als ,ziliarneurotropher Faktor” oder ,CNTF* bezeichnet werden, filr die ziliarganglionischen neurotrophen
Aktivitédten verantwortlich sind. Somit ist der Terminus CNTF eine Arbeitsdefinition, die sich auf Agenzien mit den
obengenannten Eigenschaften bezieh:, die das Uberleben von ziliarganglionischen Nex’enzeflen in Kultur férdern. Ohne da3 .
gentigend Daten vorliegen, um festzustellen, daB die fiir diese Aktivitéten verantwortlichen Proteine identisch sind, werden die
CNTF nach ihren Gewebe und ihrer Herkunftsspezies unterschieden werden, Somit ist die Nomenklatur Kaninchen-Hiftnerv-
CNTF, wenn die Ursprungsspezies das Kaninchen ist (Kaninchen-SN-CNTF).

Der Hiftnerv-CNTF ist offenbar in hochster Konzentration in peripheren Nervaq, wie 2.B. im Hilftnerv, zu finden, Er wird nach
Verletzung aus Zellen im Nerv ireigesetzt. Der NS-CNTF-Faktor unterstiitzt das Uberleben und Wachstum aller getesteten
Nervenzellen des peripheren Nervensystems, sinschlieBlich sensorischer, sympathischer und parasymphatischer Nervenzellen.
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Somit verflgt der SN -CNTF iber einen bre'.eren Bereich reaktiver Nervenzellen als der NWF. Ein Ratten-SN-CNTF reguliert, wie
karzlich nachgewieser. wurde, die Bildung spezifischer Arten von Gliazellen im Zentralnervensystem {(Hughes et al., in Nature
335(1988], S.70). .

Die verninftigste Hypothese auf der Basis des obengenannten Beweises besteht darin, daB der Hiiftnerv-CNTF eine Komponente
der Reaktion des Nervensystems auf die Verletzung darstellt. Von einem aus Zellen in einem geschidigten Nerv freigesetzten
SN-CNTF wilrde man erwarten, daB er das Uberleban und Nachwachsen verletzter Nervenzellen férdert und die fir die
Regenerierung notwendige funktionale Aktivierung von Gliazellen regullert, Diese Uberlegungen deuten darauf hin, daB der
SN-CNTF einen therapeutischen Wert bei der Verringerung des dem Nervensystem durch Krankheit oder Verletzung zugefiigten
Schadens haben wiirde.

Trotz des weitverbraiteten wissenschaftlichen Interesses am SN-CNTF hat die Schwierigkeit der Relnigung betréchtlicher
Mengen aus natiirlichen Quellen und die Unverfligbarkeit eines menschlichen SN-CNTF Versuche behindert, dessen Wert bei
der Unterstiltzung der Lebensféhigkeit von Nervenzellan bel Krankheit oder nach Verletzung nachzuweisen. Frihere Versuche
der Reinigung eines Ratten-SN-CNTF filhrten zu einer 800fachen Zunahme der spezifischen Aktivitat tiber dem Rohnervextrakt
{Manthorpe et al., in Brain Research 367 [1986), S.282-286),

Eine 800fache Steigerung der spezifischen Aktivitat reichte Jedoch zur Erzeugung einer Einzelproteinspezies nicht aus. Das
Erzeugnis, das eine durch die von Manthorpe et al. beschrishenen Methode erzielte erhdhte Aktivitat dufweist, ist daher
unzureichend, da sie eine Mehrfachproteinspezies sinschliet. Es wire wiinschenswert, eine SN-CNTF-Reinigung dergestalt 2u
erzielen, daB eine Einfachproteinspezies mit der geeigneten biologischen Aktivitit gewonnen wird. Sobald eine
Einzelproteinspezles erzielt worden Ist, werden die gewonnenen Sequenzierungsdaten genauer sein. Unter dem Terminus
~Einfachproteinspezies”, wie erim folgenden in dieser Patentbeschreibung und in den beigefligten Anspriichen verwendet wird,
wird ein Polypeptid oder eine Serie von Polypeptiden mit der gleichen Aminos#uresequenz iberall an ihren aktiven Stellen
verstanden. Mit anderen Worten: Wenn der wirksame Teil der Aminosuresequenz zwischen 2 oder mehreren Polypeptiden der
gleiche ist, so sind diese definitionsgemiB eine «Einzelproteinspezies”, selbst wenn geringfiigige Heterogenitaten beziiglich
Lénge oder Ladung bestehen.

Summarische Beschreibung der Erfindung

Ein Ziel der vorliegenden Erfindung besteht darin, ein verbassertes Verfahren der SN-CNTF-Reinigung zu liefern.

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Erfindung besteht darin, ainen SN-CNTF zu schaffen, der in einem nie zuvor erreichten MaRe
gereinigt ist, so daf eine Einzelproteinspezies erzielt wird.

Noch ein weiteres Ziel der vorliegenden Erfindung besteht darin, Proben zu liefern, die ein Prifsn (screening) von cDNA- und
Genombanken erleichtern, um die tierischen und menschfichén Gene zu klonieren, die SN-CNTF kodicen.

Ein weiteres Ziel der Erfindung besteht darin, die Nukleinsdure- und entsprechenden Aminosiuresaquenzen fiir tierische und
menschliche CNTF zu liefern. :

Ein weiteres Ziel der Erfindung besteht darin, rekombinante Expressionssysteme zu schaffen, in denen die Nukleinsduresequenz
fir menschliche oder tierische CNTF zur Erzeugung menschlichen oder tierischen CNTF-Proteins verwendst werden kann.
Diese und andere Ziele werden durch die Schaffung eines SN-CNTF-Reinigungsverfahrens erreicht, so daR die spezifische
Aktivitdt vom Rohextrakt zum gereinigten SN-CNTF um mehr als das 26000fache gesteigert wird. Der mehr als 25000fache
gereinigte SN-CNTF wird ebenfalls geliefert.

Entsprechend anderen bevorzugten Merkmalen gewisser bevorzugter Ausfithrungsformen der vorliegenden Erfindung werden
SN-CNTF-Proben zur Priifung von cDNA- und Genombanken ftir SN-CNTF geliefert,

Entsprechend anderen bevorzugten Merkmalen gewisser bevoraugter Ausfihrungsformen der vorliegenden Erfindung werden
Kaninchen- und Himanaminos#ure- und -nukleinsiure-CNTF-sequenzen geschaffen.

Entsprachend anderen bevorzugten Merkmalen gewlsser bevorzugter Ausfiihrungsformen der vorliegenden Erfindung wird ein
Rekombinantenexpressionssystem zur Erzeugung biologisch aktiver Tier-und Human-CNTF geschaffen,

Entsprechend ahderen vorteilhaften Merkmalen gewisser bevorzugter Ausfiihrungsformen der vorliegenden Erfindung wird ein
SN-CNTF-ReinigungsprozeR erméglicht, der die Stufen einer Saurebehandlung, Ammoniumsulfatfraktionierund,
Chromatofokussierung, Herstellung auf SDS-PAGE-Gel und Umkehrphasen-HPLC umfaft.

Entsprechend anderen bevorzugten Merkmalen gewisser bevorzugter Ausfiihrungsbeispisle der vorliegenden Erfindung
werden zusitzliche Reinigungsschritte erméglicht, in denen unmittelbar vor und nach der Chromatofokussierung eine
hydrophobe Wechselwirkungschromatographie angewandt wird.

Es versteht sich von selbst, daB sowohl die vorhergehende allgemeine als auch die folgende detaillierte Beschreibung nur
exemplarisch und erléuternd sind und die Erfindung in ihrem Anspruch nicht einschrénken. Die beigefiigten Zeichnungen, diein
die Patentbeschreibung eingegliedert sind und einen Tell derselben bilden, illustrieren verschiedens Ausfihrungsformen der
Erfindung und dienen zusammen mit der Beschreibung der Erléuterung der Grundgedanken der Erfindung.

Kurze Beschrelbung der Zelchnungen

Abb.1: veranschaulicht typische chromatographische Ergebnisse an einer Mono-P-Séule.

Abb.2: veranschaulicht ein Musterdiagramm der Verteilur der neurotrophen Aktivitét im Elust aus jedem der 7 Streifen, die
nach der Elektrophorese vom SDS-PAGE-Gel ak:geschnitten wurden.

Abb.3: veranschaulicht typische Ergebnisse der Umkehrphasenchromatographie. '

Abb.4: veranschaulicht typische Ergebnisse eines reduzierenden Sitberfdrbungs-SDS-PAGE-Gel-Prozesses an Fraktionen, die
mit denjenigen dquivalent sind, die der in Abb.3 dargestellten neurotrophen Aktivitat benachbart sind und deren
Maximum enthalten.

Abb.5: veranschaulicht eine Profil elulerter Peptide nach AufschlieBung mit Endoproteass-Asp-N und
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Abb.8: verarischaulicht ein Profil elulerter Peptide nach AufschlieBung mit Endoprotease-Lys-C.
Abb.7:  veranschaulicht typische Ergebnisse der Chromatographie der Ammoniumsulfatfraktion an einer Phenyl-Sopharose-
. HIC-S&uls,

Abb.8: veranschaulicht typische Ergebnisse der Chromatographle der chromatofokussiertan Mono-P-Fraktion an einer
Alkyl-Superose-FPLC-HIC-S#ule.

Abb.9: veranschaulicht typlsche Ergebnisse der Chromatographie der préparativen SDS-PAGE-Fraktion an einer
C8-Umkehrphasen-HPLC-S#ule. Tafel (A) veranschaulicht die Ergebnisse der ersten Reinigungsprozedur. Tafel (B)
veranschaulicht die Ergebnisse der gegenwirtigen Reinigungsprozedur nach Zusatz der beiden
HIC-Chromatographiestufen,

Abb.10: veranschaulicht typische Ergebnisse der SDS-PAGE- und Waestern-Blot-Analyse des umkehrphasengereinigten SN-
CNTF. Bahn 1 in jeder der beiden Tafeln enthéit Standardproteins baziiglich der relativen Molekilimasse (SIGMA
SDS-7), Bahn 2 enthélteinen gereinigten SN-CNTF. Tafel (A) veranschaulicht die Ergebnisse der Western-Blot-Analyse
mit affinitdtsgeroinigtem Antipeptid-A-Antikérper.

Abb.11: veranschaulicht die Nukleinsiuresequenzkodierung filr Kaninchen-SN-CNTF. Die Translation dieser
Nukleinsiiuresequenz liefert die entsprechende Aminosuresequenz, dlie darunter in Einzelbuchstabencode abgedruckt
ist. Unterstrichene Sequenzen wurden durch die aus dem SN-CNTF-Protein erhaltene Aminos#uresequenz bestitigt.

Abb.12: veranschaulicht die Nuklsinsiure- und entsprechende Aminosiuresequenz {3-Buchstaben-Code) fiir die codierende
Sequenz fur den menschlichen CNTF. Die mensctiichen Sequenzen befinden sich zwischen den Linien. Wenn sich die
Nukleinséure- oder Aminos#uresequenzen des Kaninchens von denjenigen des Menschen unterscheiden, wird dies
{iber bzw, unter den Linien vermerkt.

Abb.13: veranschaulicht die Struktur des pCMVXVPL2-Expressionsvektors;

Abb.14: veranschaulicht die 2ur Konstruktion des CNTF-Syn 1/3 fir die CNTF-Expression angewandten Methoden. Die
Zeichnung ist représentativ, aber nicht maBstabgetreu. Bezilglich experimenteller Detalls siehe Beispie! 7.

Abb.15: veranschaulicht die zur Konstruktion des CNTF-Syn 2/3 filr die CNTF-Expression angewandten Methoden. Die
Zeichnung ist repréisentativ, aber nicht maBstabgstreu. Beziiglich experimenteller Details siehe Beispiel 7.

Abb.18: veranschaulicht die synthetischen Oligonucleotide 1 bis 4, die zur Konstruktion von CNTF-Syn 1/3und CNTF Syn 2/3
verwendet werden,

Abb.17: veranschaulicht die synthetischen Oligonucleotide 5 bis 10, die bel der Konstruktion des CNTF-Syn 2/3 verwendet
werden.

Abb.18: veranschaulicht bestimmte Merkmal des pT5T-Bakterienexpressionsvektors, der ein fiir die CNTF-Expression
geeignetes DNA-Insert enthilt. Die Zeichnung ist représentativ, aber nicht maRstabgetreu. Beziiglich experimenteller
Details siehe Beispic: 7.

Abb.19: veranschaulicht bestimmte Merkmale des pT3XI-2-Bakterienexpressionsvektors, der ein fiir die CNTF-Expression
geeignetes DNA-Insert enthilt. Die Zeichnung ist reprisentativ, aber nicht maBstabgetreu. Beziiglich experimenteller
Details siehe Beispiel 7.

Abb,20: veranschaulicht ein reduzierandes SDS-Polyacrylamidgel, bel dem Extrakte von mittels verschiedener .
Expressionskonstrukte transformierten Zellen einer Elektrophorese und Coomassie-Brillantblaufdrbung unterworfen
wurden,

Abb.21: veranschaulicht ein reduzierendes SDS-Polyacrylamidgel, bei dem Extrakte von mittels verschiedener
Expressionskonstrukte transformierten Zellen einer Elektrophorese und mittels eines affinititsgereinigten Anti-CNTF-
Peptid-A-Antikérpers einem Immun-Blotting unterworfen wurden.

Abb.22: veranschaulicht den Bioassay von Reihenverdiinnungen von Ubersténden aus Bakterienzellen, die pTST:CNTF-Syn
1/3 oder pT3XI-2:CNTF-Syn 2/3 exprimieren. Das Nebenbild veranschaulicht die biologische Wertbestimmung
extrahierter Scheiben eines reduzierenden SDS-Polyacrylamidgels des pTST:CNTF-Syn 1/3-Uberstands im Gelbereich
unmittelbar ber und unter 24kD.

-

Beschrelbung der bevorzugten Ausfihrungsformen

Eswird nun im einzelnen Bezug genommen auf die gegenwartig bevorzugten Ausfithrungsformen der Erfindung, die zusammen
mit den folgenden Beispielen der Erliuterung der Prinziplen der Erfindung dienen,

Wie oben erwiihnt, bezieht sich die vorliegende Erfindung auf einen SN-CNTF, der mindestens 25000fach aus Rohextrakt
gereinigtwurde, Dleser SN-CNTF ist eine Einzelproteinspezies entsprechend der hier gegebenen Definition dieses Terminus. Als
Einzelprotsinspezies kann die Aminos#uresequenz des SN-CNTF bestimmt und fiir den Entwurf von DNA-Proben zur Gewinnung
genomischer oder cDNA-Klone fiir den Einsatz bei der Rekombinantenproduktion von SN-CNTF verwendet werden.

Die Aminoséuresequenz der Einzelproteinspezies des SN-CNTF wurde partiell bestimmt, Diese Sequenz lautet:

I-R-S-D-L-T-A-L-T-E-5-
Y-V—K-H-0-G-L-N-K~N
D-G-V-P-M-A-G
K-L-W-G-L—K

Eine zusétzliche Aminosturesequenz wurde aus gereinigtem Kaninchen-SN-CNTF ermittelt, das in Beispiel 2 angegeben ist. -
Diese zusétzliche Sequenz erméglicht es einigen der oben any, _ >benen Aminoséuresequenzen, sich im Innern eines groen
Einzelpeptids zu lokalisieren {Beispiel 2). Diese Einzelpeptidsequenz wurde zur Erzeugung von drei degenerierten
Oligonucleotidproben (#'s 1, 13und 7 in Beispiel 4) verwendet, die zur Vorbereitung der Polymerasekettenreaktion sehr niitzfich
sind, da ihre Position beziiglich jeder anderen bekannt ist.
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Die Nukleins#ure-(mRNA-Aquivalent)-Sequenzen, die Kaninchen- und Human-CNTF kadieren, wurden bestimmt und sindin den
Abbildungen 11 und 12 angegeben.
Es wurde ein Rekombinantensystem 2ur voriibergehenden Expression eines biologisch aktiven CNTF entwickelt; es ist in
Beispiel 5 beschrieben.
Dariiber hinaus bezieht sich die vorliegende Erfindung auf ein verbessertes SN-CNTF-Relnigungsverfahren, Obwahl sich die
vorliegende Erfindung auf die SN-CNTF jeder Herkunft bezieht, wird sich die folgende Beschrelbung dem aus Kaniuchen
Isolierten SN-CNTF widmen.
Zu elner bevorzugten Ausfiihrungsform des gegenwirtigen Verfahrens gehdrt kurz gesagt die Pulverisierung von Kaninchgn-
Hiftnervenmaterial. Das Rohextrakt wird dann zentrifuglert. Der Uberstand wird azidifiziert und das resultierende Prézipitat
durch Zentrifugierung entfernt. Der Uberstand wird dann mit NaOH titriert und das resultierende Prézipitat wiederum durch
Zentrifugierung entfernt. .
Nach den pH-Prézipitationen wird dem Uberstand eine gesittigte Ammoniumsulfatisung zugesetzt und das Prézipitans durch
Zentrifugierung entfernt. Weiterer Zusatz von Ammoniumsulfat zum Uberstand filhrt 2ur Ausféllung der Proteinfraktion, die den
groften Tell der SN-CNTF-Aktivitdt umfaRt,
Das obengenannte Préiparat wird dann auf eine Mono- P-chromatofokussierende FPLC-S#ule geladen. Dann werden die
S#ulenfraktionen eingesammelt und auf pH-Wert und CNTF-Aktivitét analysiert. Die durch einen dicken Strich in Abb. 1
angegebenen Fraktionen mit dem SN-CNTF-Aktivititspeak werden dann weiter behandeit, wie unten eingehend erértert wird.
Die fokussierten Fraktionen von Mehrfachdurchldufen tiber die Mono-P-S#ule werden auf SDS-Polyacrylamid-Plattengel einer
Elektrophorese unterworfen, Ein Bereich des Gels, der den relativen Molekilimassen zwischen 22 und 27kd entspricht, wird in
der Breite des Gels zu Mehrfachstreifen durchgeschnitten. Die einzelnen Streifen werden in kleinere Stiicke zerschnitten und
Proteine slektrophoretisch eluiert. Die eluierten Proteine werden eingesammalt, und die Fraktion mit der héchsten Aktivitat wird
mittels Umkehrphasen-HPLC weiter gereinigt. Dieser ProzeB wird in den falgenden Beispielen eingshender beschrieben.
Dariber hinaus bezieht sich die vorliegende Erfindung aufzusitzliche Schritte, die in die oben angegebene Reinigungsprozedur
eingefigt werden kdnnen, um zu erméglichen, daB mehr Ausgangsmaterial bequemer verarbeitet wird. In einer bevorzugten
Ausfihrungsform dieser zusétzlichen Schritte wird zwischen der Ammoniumsulfatfraktionierung und der
Chromatofokussierung eine hydrophobe Wechselwirkungschromatographie auf Phenyl-Sepharose eingeschaltet, withrend
awischen der Chromatofokussierung und der préiparativen SDS-PAGE eine hydrophobe Wechselwirkungschromatographie an
einer FPLC-Alkyl-Superosesdule inseriert wird (Beisplel 1),
Das durch die vorliegende Erfindung gelieferte Verfahren fiihrte zu einem SN-CNTF in gereinigter Form mit einer mehr als
25000fachen Steigerung der spezifischen Aktivitit gegenliber dem Rohextrakt. Ferner ist das erzeugte Endprodukt eine
Einzelproteinspezies, Diese stellt eine mehr als 30fache Stelgerung gegenilber dem SN-CNTF dar, was eine
Mehrfachproteinspezias mit einschlieft, die, wie Manthorpe et al, (weiter oben erértert) berichten, gereinigt ist. Da der SN-CNTF
bei Umkehrphasen-HPLC teilweise inaktiviert wird, stellt die Errechnung einer mindestens 25000fachen Reinigung entsprechend
der vorliegenden Erfindung eine Mindestreinigung dar; die tatséchliche Reinigung kann sogar ein 100000faches oder mehr
betragen. Diese erhhte Reinigung wird die Bestimmung der Aminos#uresequenz des SN-CNTF erlelchtern. Entsprechend der
vorliegenden Erfindung wurde bereits gentigend Aminosuresequenz gewonnen, um Oligonucleotidproben zu erzeugen, die
ein Screening von ¢cDNA- und Genombanken erleichtern werden, um die tlerischen und menschlichen Gene zur Kodierung filr
den SN-CNTF zu klonieren. Die uurch die vorliegende Erfindung gelieferten Verfahren fihrten zur Bestimmung der kodierenden
(mRNA-Aquivalent) Sequenz filr Kaninchen- und Human-CNTF,
Wie weiter unten eingehender errtert wird, werden diese Gena wiederum eine groBtechnische Produktion folgender SN-CNTF
ermdglichen: (1) eines tierischen SN-CNTF, der geeignet ist fils Untersuchungen seiner Fhigkeit, Tiermodelle zu behandeln, die
eine Schiddigung des Nervensytems aufweisen, und (2) eines menschlichen SN-CNTF, der geeignet st fiir die Einbeziehung in
pharmazeutische Fermulierungen, die zur Behandlung von Schiidigungen des menschlichen Nervensystems brauchbar sind.
Die durch die vorliegende Erfindung gelieferten Methoden fithrten 2ur Erzeugung eines biologisch aktiven Tier-CNTF in einem
rekombinanten Expressionssystem.
Mit dissen gerelnigten Proteinen kann die Aminos#uresequenz der markanten Peptide bestimmt werden. Die Proteine werden
zuerst mit der Endoprotease Asp-N, der Endoprotease Lys-C, der Endoprotease Glu-C oder mit Chymotrypsin bdhandelt. Nach
der AufschlieBung kann die Aminostiuresequenz markanter Peptide mittels eines Gasphasenproteinsequenators angewandter
Blosysteme bestimmt werden.
Antikdrper, die mit gereinigtem SN-CNTF reagieren, knnen zur Priifung (screening) von Expressionsbanken verwendet werden,
um das Gen zu erhalten, das den SN-CNTF kndiert, Synthetische Peptide kénnen synthetisiert werden; sie entsprechen Bereichen
der SN-CNTF-Sequenz unter Benutzung eines automatisierten Proteinsynthetisators angewandter Biosysteme. Solche Peptide
kdnnen zur Produktion der Antikérper verwendet werden. Antikérper zu synthetischen Peptiden sind produziert worden, und
durch Western-Blot-Analyse wurde nachgewiesen, daB sie mit gereinigtem CNTF reagieren (Abb. 10). .
Ausgehend von den obigen Untersuchungen besteht ein letztes Zie! darin, das menschliche SN-CNTF-Gen zu klonieren und z2u
exprimieren, um Material vorzubereiten, das zur Verwendung bel humanpharmazeutischen Préparaten geeignet ist. Sobald die
genomische Sequenz bekanntist, kénnen Gene, die SN-CNTF kodieren, in tierischen oder bakteriellen Zellen exprimiert werden.
Die Kaninchen- und Humangensequenzen, die CNTF kodieren, wurden bestimmt. Ein voriibergehendes Expressionssystem zu
Produktion biologisch aktiver CNTF wurde entwickelt.
Eine DNA-Rekombinationsmethode zur CNTF-Produktion wurde jetzt offenbart. In elner Ausfithrungsform der Erfindung
funktioniert das aktive Zentrum in einer Weise, die der des aus dem Menschen isolierten nativen CNTF biologisch #quivalent st.
Zur direkten CNTF-Produktion kann eine natiirliche oder synthetische DNA-Sequenz verwendst werden.
Dieses Verfahren umfaRt:
(a) Herstellung einer DNA-Sequenz, die in der Lage ist, eine Wirtszelle zur Produktion eines Proteins mit CNTF-Aktivitét zu
fithren;
(b) Klenierung der DNA-Sequenz in sinem Vektor, der in eine Wirtszelle transferiert und dort repliziert werden kann, wobei ein
solcher Vektor Funktionselemente enthilt, die 2ur Expression der DNA-Sequenz benétigt werden;
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(¢} Transferierung des Vektors, der die synthetische DNA-Saquenz und Funktionsslemente enthilt, in elne Wirtszelle, die féhig
Ist, die CNTF-kodierende DNA zu exprimieren.

{d) Kultivierung der Wirtszellen unter Bedingungen, die zur Verstérkung des Vektors und zur CNTF-Expression geeignet sind;

{e) Ernte des CNTF,und

{f) dem CNTF wird ermdglicht, eine aktive Tertidrstruktur anzunehmen, wodurch er eine CNTF-Aktivitiit besitzt.

In elner Ausflhrungsform kann eine partiell- oder volisynthetische DNA-Sequenz, die zur Produktion des Rekombinanten-CNTF

verwendet wird, andere Nukleotide als die native DNA-Sequenz enthalten. In einer bevorzugten Ausfihrungsform wird die

DNA-Sequenzmit anderen Nucleotiden immer noch ein Polypeptid kodieren, das die gleiche Primérstruktur besitzt wie der durch

tierische oder menschliche CNTF-Gene kodierte CNTF. In einer bevorzugten Zweitausfihrungsform wird die DNA-Sequenz mit

anderen Nucleotiden ein Polypeptid kadieren. das eine Primérstruktur besitzt, die mit einem natiirlichen CNTFin Bezishung steht

und mindestens eine der biolog!schen Aktivitéten des hier beschriebenen CNTF aufwaelst,

In einer Ausflihrungsform der vortiegenden Erfindung Ist die native DNA-Sequenz, die den CNTF kodiert, modifiziert, um die

Expression in einem Wirtsorganismus oder einer Wirtszelle zu f8rdern. Solche Modifizlerungen k8nnen folgendes umfassen:

(a) Wenn die native DNA-Sequenz eine genomische DNA ist, kann die Bessitigung nichtkodierender Intervening-Sequenzen

(Introns) vorgenommen werden, wenn eine Expression in Mikroorganismen in Betracht gezogen wird.

(b) Eine Verénderung der Nucleinsiuresequenz, um Sequenzen mit einzubeziehen, die durch verschiédene Restriktasen

beziglich der Miihelosigkeit spiterer Verknlipfungs-, Klonierungs- und Mutageneseschritte erkannt wurden.

{c) Eine Veréinderung der Nulcelnsiuresequenz zur Schaffung von Codons, die von dem zur Produktion des rekombinanten

Proteins verwendeten Wirtsorganismus oder -zelle bevorzugt werden. *

(d) Verbindung der Nucleinsduresequenzen mit Funktionselementen, die fiir die Aufrechterhaltung und Expression der DNA in

einem Wirtsorganismus oder einer Wirtszelle notwendig sind, '

In elner Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung wird die zu exprimierende DNA-Sequenz prépariert, wie oben dargelegt,

und in einen Expresslonsvektor inseriert, der in der Lage ist, in einem Wirtsorganismus oder -zelle zu verbleiben und die CNTF-

Expression zu lenken.

Solche Vektoren besitzen gewisse bevorzugte Merkmale, die fiir eine Expression in einem besonderen Wirtsorganismus oder

-zelle geeignet sind.

{a) Mikroorganismen, besonders E. coli

Die fiir einen Einsatz in der vorliegenden Erfindung in Betracht gezogensn Vektoren umfassen alle Vektoren, in die eine
DNA-Sequenz, wie oben dargelegt, inseriert werden kann, und dazu alle bevorzugten oder erforderlichen Funktionselemente;
ein solcher Vektor kann dann spéter in sine Wirtszelle transferiert und dort repliziert werden. Bevorzugte Vektoren sind solche,
deren Restrikuonsorte gut dokumentiert wurden und die die fiir die Transkription der DNA-Sequenz bevorzugten oder
erforderlichen Funktionselemente enthalten. Es werden jedoch auch bestimmte Ausfilhrungsformen der vorliegenden
Erfindung in Betracht gezogen, die gegenwirtig unauffindbare Vektoren verwenden, die eine oder mehrere der hier
beschriebenen DNA-Sequenzen enthalten wilrden. Insbesondere wird beverzugt, daf alle diese Vektoren einige oder alle der
folgenden Merkmale aufweisen: (1) eine minimale Anzahl von Wirtsorganismensequenzen besitzen; (2) im gewlinschten Wirt
stabil gehalten und vermehrt werden; (3) in einer hohen Kopienzahl im gewtinschten Wirt anwesend sein kénnen; {4) einen
regulierbaren Promotor besitzen, der so positionlert ist, dag er die Transkription des Interessierenden Gens f8rdert; (5)
mindestens eine Marker-DNA-Sequenzkodierung haben fiir ein selektierbares Merkmal, das bei einem Teil des Plasmids
vorhanden ist, der gatrennt von dem Teil existiert, wo die DNA-Sequenz inseriert werden wird; und (6) eine DNA-Sequenz, die
in der Lage ist, eine Transkription zu terminieren.

In verschiedenen bevorzugten Ausfiihrungsformen enthalten diese Klonierungsvektoren, die die DNA-Sequenzen der
vorliegenden Erfindung enthalten und exprimieren knnen, verschiedene Funktionselemente. Diese , Funktionselemente”, wie
sie hier erbrtert werden, umfassen mindestens einen Promotor, mindestens eine Shine-Dalgarno-Sequenz, ein Startcodon und
mindestens ein Terminationscodon. Diese ,Funktionselemente” kénnen vorzugswelse auch folgendes (eins oder mehrere
davon) umfassen: mindestens einen Operator, mindestens eine Leader-Sequenz, um Proteine aus dem Zallulan;aum
auszufilhren, mindestens ein Gen fir ein Regulatorprotein und alle anderen DNA-Sequenzen, die fiir eine geelgnete
Transkription und spétere Translation der Vektor-DNA notwendig oder bevorzugt sind.

Einige von diesen Funktionselementen (operational elements) kénnen in jedem der bevorzugten Vektoren der vorliegenden
Erfindung enthalten sein. Es wird in Betracht gezogen, daB alle zusétzlichen Funktionselemente, die erforderlich sein kénnen,
diesen Vektoren hinzugefilgt werden kénnen mittels Verfahren, die den auf dem Fachgebiet Erfahrenen, besonders im Lichte der
diesbeziiglichen Lehren, bekannt sind.

In der Praxis ist es mdglich, jeden dieser Vektoren in einer Weise zu konstruieren, die deren mithelose Isolierung, Zusammenbau
und Austausch ermdglicht. Dies erleichtert einen Zusammenbau zahlreicher funktioneller Gene aus Kombinationen dieser
Elementeund dem codierenden Bereich der DNA-Sequenzen. AuBerdem werden viele von diesen Elementen bei mehr als sinem
Wirt anwendbar sein. Zusétzlich wurde in Betracht gezogen, daB die Vektoren in bestimmten bevorzugten Ausfiihrungsformen
DNA-Sequenzen enthalten, die als Regulatoren (, Operatoren) fungieren kénnen, und weitere DNA-Sequenzen, die in der Lage
sind, fiir Regulatorproteine zu kodieren.

() Regulatoren

Diese Regulatoren werden in einer Ausfilhrungsform dazu dienen, beim Vorhandensein bestimmter Umweltbedingungen eine
Transkription und spétere Expression des durch die DNA-Sequenz codierten Proteins zu erméglichen. Insbesondere wird
vorgezogen, Regulationssegmente in den Vektor so zu inserieren, daR eine Expression der DNA-Sequenz nicht oder in stark
reduziertem MaBe erfolgen wird, z.B. in Abwesenheit von Isopropylthio--D-galactosid (IPTG). In dieser Situation kénnen sich
die transformierten Mikroorganismen, die die DNA-Sequenz enthalten, vor der Initiierung der CNTF-Expression 2u einer
gewlinschten Dichte vermehrt haben. In dieser Ausfithrungsform wird die Expression des gewiinschten Proteins durch Zusatz
einer Sunstanz zur mikrobiellen Umgebung induziert, die in der Lage ist, nach Erreichung der gewtlinschten Dichte eine
Expression der DNA-Sequenz zu bewirken.
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() Promotoren

Die Expressionsvektoren missen Promotoren enthalten, die vom Wirtsorganismus zur Expression seiner eigenen Proteine
verwendet werden kénnen. Wiilirend das Laktose-Promotorsystem hiufig verwendet wurde, wurden andere mikrobielle
Promotorenisoliert und charakterisiert, die es dem Fachmann ermbglichen, sie fir eine Expression des rekombinanten CNTF zu
nutzen,

(iil} Transkriptionsterminator

Die hier in Betracht gezogenen Transkriptionsterminatoren dienen der Stabilisierung des Vektors. Insbesondere werden dje
durch Rosenberg, M. und Court, D. in Ann. Rev. Genet. 13 (1979), S.319-363 beschriebenen Sequenzen - hier gesondarter
Literaturverweis — zur Verwendung in der vorliegenden Erfindung in Betracht gezogen.

(iv) Nichttransiatierte Sequenz

In der bevorzugten Ausfilhrungsform Ist vermerkt, daB es auch wilnschenswert sein kann, das 3'- oder §'-Ende des codierenden
Bareichs zu rekonstruieren, so daf eine Inkorporierung von nichttranslatierten 3'- und 5'-Sequenzen in das Gentranskript
ermbglicht wird. In diese nichttranslatierten Sequenzen sind diejenigen einbezogen, die die mRNA stabilisieren; sie wurdan von
Schmeissner, U., McKenney, K., Rosenberg, M. und Court, D. in J. Mol. Biol. 176 (1984), S.39-53 identifiziert - hier gesonderter
Literaturverwaels,

{v)} Ribosomen-Bindungsstelien '

Die mikrobielle Expression von Fremdproteinen macht gewisse Funktionselemente (operational elements) erforderlich, die
Ribosomen-Bindungstelle mit einschlieen, aber nicht auf diese beschrinkt sind. Eine Ribosomen-Bindungsstelle ist eine
Sequenz, die ein Ribosom erkennt und an die es sich bel der Initiierung der Proteinsynthese bindet, wie Gold, L. et al., Ann. Rev.
Microbio, 35, S.567-580, oder Markquas, D. M. et al., Gene 42 (1986), S.176-183, dargelegt haben (hier gesonderter
Literaturverweis). Eine bevorzugte Ribosomen-Bindungsstelle ist GAGGCGCAAAAA(ATG),

(vi) Leader-Sequenz und Translationskoppler

Zusitzlich wird bevorzugt, da eine DNA-Kodierung fiir eine geeignete sekretorische Leader-(Signal)Sequenz am 5'-Ende der
DNA-Sequenzvorhanden ist, wie Watson, M. €. in Nucleis Acid Res. 12 S.5145-5163 darlegt— hier gesonderter Literaturverweis—,
wenn das Protein aus dem Zytoplasma ausgeschieden werden soll. Die DNA fiir die Leader-Sequenz muB sich in einer Position
befinden, die die Produktion eines Fusionsproteins erlaubt, in welchem die Leader-Sequenz dem CNTF unmittelbar benachbart
und mitdiesem kovalent verbunden ist, d. h., zwischen den beiden DNA-Kodierungssequenzen darf es keine Transkriptions- oder
Translationsterminationssignale geben. Die Anwesenheit der Leader-Sequenz st aus einem oder mehreren der folgenden
Griinde teilweise erwilscht: Erstens kann die Anwesenheit der Leader-Sequenz die Verarbeitung des CNTF durch den Wirt
erleichtern, Insbesondere kann die Leader St.quenz die Spaltung des Initialiranslationsprodukts durch eine Leader-Peptidase
dirigleren, um die Leader-Sequenz zu entfernen und eine Polypeptid mit der Aminosduresequenz zurlickzulagsen, die eine
potentielle Proteinaktivtiit besitzt. Zweiters kann die Anwesenheit der Leadersequenz die Reir igung des CNTF durch Fithrung
das Proteins aus dem Zellzytoplasma erleichtern, Bei einigen Wirtsmikroorganismenspezies wird die Anwesenheit einer
geeigneten Leader-Sequenz den Transport des vervollsténdigten Proteins in den periplasmatischen Raum erméglichen, wie im
Falle siniger E.coli. Bei bestimmten E.coli, Saccharomyces und Bacillus- sowie Pseudomonasstimmen wird die gesignete
Leader-Sequenz den Transport des Proteins durch die Zellmembran und in das extrazelluléire Medium erméglichen, In dieser
Situation kann das Protein von extrazelluléren Protein gereinigt werden. Drittens kann die Anwesenheit der Leader-Sequenz im
Falle einiger der durch die vorliegende Srfindung préparierten Proteine notwendig sein, um das vervollsténdigte Protein in einer
Umgebung unterzubringen, wo es sich zusammenlegen kann, um seine aktive Struktur anzunehmen, die die gesignete
Proteinaktivitdt besitzt,

In elner bevorzugten Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung ist eine zusitzliche DNA-Sequenz unmittelbar vor der
DNA-Sequenz, die filr den CNTF kodiert, untergebracht, Die zusétzliche DNA-Sequenz ist in der Lage, als Translationskoppler zu
fungieren, d. h., sie ist eine DNA-Sequenz, die eine RNA kodiert, die der Positionierung von Ribosomen dient, die der Ribosomen-
Bindungsstelle der Inhibitor-RNA, mit dem sie sich berilhrt, benachbart sind. In elner Ausfithrungsform der vorliegenden
Erfindung kann der Translationskoppler deriviert wetden unter Verwendung der DNA-Sequsnz

TAACGAGGCGCAAAAAATGAAAAAGACAGCTATCGCGATCTTGGAGGATGATTAAATG
und mit Hilfe von Methoden, die Fachleuten in bezug auf Translationskoppler gegenwirtig bekannt sind.

{vli) Translationsterminator

Die hier in Betracht gezogenen Translationsterminatoren dienen der Unterbindung der mRNA-Translation. Sie knnen entweder
natlrlicher Art sein, wie von Kohli, J. in Mol. Gen, Genet. 182 S,430-439, beschrieben, oder synthetisiert sein, wie von Petterson,
R.F. in Gene 24 (1983), S.16-27, dargelegt {beides hier gesonderte Literaturangaben).

{viit) Selektierbarer Marker

Zusétzlich wird bevorzugt, daB der Klonierungsvektor einen selektierbaren Marker enthilt, wie z.B. einen
Arzneimittelresistenzmarker oder einen anderen Marker, der die Expression eines selektierbaren Merkmals durch den
Wirtsmikroorganismus bewirkt. In einer Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung ist das Gen fiir Ampicillinresistenz im
Vektor enthalten, wihrend in anderen Plasmiden das Gen fiir Tetracyclinresistenz oder das Gen filr Chloramphenikolresistenz
enthalten ist.

Eine solche Arzneimittelresistenz oder ein anderer selektierbarer Marker soll bei der Selektion von Transformanten teilweise
Erleichterung schaffen.
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AuBerdem kann die Anwesenheit eines sol;hen selektierbaran Markers im Klonierungsvektor niitzlich sein, um kontaminiorende
Mikroorganismen von einsr Vermehrung lm Kulturmedium abzuhalten. In dieser Ausfiihrungsform wiirde eine Reinkultur der
transformlerten Wirtsmikroorganismen duych Kultivierung der Mikroorganismen unter Bedingungen erzlelt werden, die den
induzierten Phéinotyp zum Uberleben erfordern.

Die hier erdrterten .‘unktionselemente werden von Fachleuten Im Lichte der hier enthaltenen friheren Literatur und Lehren
routinemiBig selektiert. Allgemeine Beispiele dieser Funktionselemente sind dargelegt bei B.Lewin, Genes, Wiley & Sons, New
York (1983) - gesonderter Literaturverwels —, Verschiedene Beisplele geeigneter Funktionselemente lassen sich hel den eben
erdrterten Vektoren finden und k8nnen anhand der Publikationen, die Grundmerkmale der vorerwiihnten Vektoren erértern,
erlutert werden.

Nach Synthese und Isolierung aller notwendigen und erwiinschten Komponententeile des oben beschriebenen Vektors wird der
Vektor durch Verfahren zusammengesetzt, die den Fachleuten allgemein bekannt sind. Die Zusammensetzung solcher Vektoren
liegt, wie man glaubt, im Bereich der von den Fachleuten geleisteten Pflichten und Aufgaben und kann ohne (bermiBiges
Experimentieren durchgefithrt werden, Zum Belspiel wurden Bhnliche DNA-Sequenzen zu geelgneten Klonierungsvektoren
ligiert, wie von Maniatis et al. in Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratories (1984) - (gesondert aufgenommene
Literaturangabe) - dargelegt wurde.

Bel der Konstruktion der Klonierungsvektoren der vorliegenden Erfindung sollte zusétzlich beachtet werden, dad
Mehrfachkopien der DNA-Sequenz und deren begleitende Funktionselemente In jeden Vektor inseriert werden kénnen. In einer
solchen Ausfiihrungsform wiirde der Wirtsorganismus pro Vektor gréBere Mengen des gewlinschten CNTF erzeugen. Die Zaht
der Mehrfachkopten der DNA-Sequenz, die in den Vektor inserlert werden kann, wird allein durch die F&higkeit des resultierenden
Vektors, die auf dessen GroRe zuriickzufilhren ist, begrenzt, in eine geeignete Wirtszelle transferiert und dort repliziert und
transkribiert 2u werden.

(b) Andere Mik-oorganismen

Fur diese Erfindung werden auch Vektoren in Betracht gezogen, die sich filr den Einsatz bel Mikroorganismen, die keine E.coli
sind, eignen. Solche Vektoren sind in Tabelle 1 beschrieben. Daritber hinaus werden unten bestimmte bevorzugte Vektoren
erbrtert.

{i} Pseudomonas-Vektoren

Varschiedene Vektorplasmide, die sich in einem breiten Bereich gramnegativer Bakterien autonom replizieren, warden fiir den
Einsatz als Klonierungsvektoren bel Wirten der Gattung Pseudomonas bevorzugt. Einige von diesen sind beschrieben worden
von Tait, R.C., Close, T.J., Lundquist, R.C., Hagiya, M., Rodriguez, R.L. und Kado, C.|. In Biotechnology {1983), Mai, S.269-275;
von Panopoulos, N.J. in Genetic Engineering in the Plant Sciences, Praeger Publishers, New York S.163-185 (1991) und von
Sakagucki, K. in Current Topic in Microbiology and Immunology 96 (1982), S.31-45 (jede Literaturangabe hier gesondert
aufgenommen). Eine besonders bevorzugte Konstruktion wilrde das Plasmid RSF1010 und Derivate davon anwenden, wie von
Bagdasarian, M., Bagdasarian, M.M. Coleman, S. und Timmis, K.N. in Plasmids of Medical, Environmental and Commercial
Importance, Timmis, K.N. und Puhler, A., Hrsg.., Elesevier/North Holland, Biomedical Press (1979) beschrieben wurde (im
Literaturverzeichnis gesondert aufgenommen). Die Vorteile des RSF 1010 bestehen darin, daB es ein relativ kleines Plasmid mit
hoher Kopienzahl ist, das sich leicht sowohl in E. coli- als auch in Pseudomonas-Spezies transformieren und dort stabil halten
14Rt. In diesem System wiirde man die Verwendung des Tac-Exp.<ssionssystems, wie es fiir Escherichia beschrieben wurde,
vorziehen, da es den Anschein hat, daB der E. coli-trp-Promotor von der Pseudomonas-RNA-Polymerase leicht erkannt wird, wie
dargelegt wird von Sakagucki, K. in Current Topics in Microbiology and Immunolgy 96 (1982), S.31-45 und Gray, G.L., McKeown,
K.A., Jones, A.J.S., Seeburg, P.H. und Heyneker, H.L. in Biotechnology, Feb. 1984, S.161-165 (beide Titel hier gesondertim
Literaturverzeichnis aufgenommen), Die Transkriptionsaktivitit kann weiter maximiert werden, indem der Austausch des
Promotors z.B. mit einem E. coli- oder P-aeruginosa-trp-Promotor verlangt wird, Dartiber hinaus wilrde auch das Lacl-Gen von
E.coli in das Plasmid einbezogen werden, um eine Regulation zu bewirken.

Die Translation kann gekoppelt werden mit einem Translationsstart fir jedes der Pseudomonas-Proteine sowie mit Startorten fiir
jedes der hachexprimierten Proteine des zur Bewirkung einer intrazelluléren Expression des Inhibitors gewahlten Typs.

In solchen Fillen, wo Minus-Restriktionsstimme einer Wirt-Pseudomonas-Spezies nicht zur Verfilgung stehen, ist die
Transformationseffizienz mit aus E, coli isolierten Plasmidkonstrukten gering. Daher ist ein Durchgang des Pseudomonas-
Klonierungsvektors durch elnen r — m + -Stamm elner anderen Spezies vor der Transformation des gew(inschten Wirts, wie in
Bagdasarian, M. et al., Plasmids of Medical, Environmental and Commercial Importance S.411-422, Timmis and Puhler eds.,
Elsevier/Nord-Holland Biomedical Press (1979), dargelegt wird {hier gesonderte Literaturangabe), wilnschenswert.

(i) Bacillus-Vektoren

Dariiber hinaus bringt ein bevorzugtes Expressionssystem in Wirten der Gattung Bacillus den Einsatz des Plasmids pUB110 als
Klonierungskilfsmittel mit sich. Wie bei einem anderen Wirtsvektorsystem, st es beim Bacillus moglich, den CNTF der
vorliegenden Erfindung entweder als intrazelluldre oder als sezernierts Protein zu exprimieren. Die vorliegenden
Ausfiihrungsformen schlieBen beide Systeme ein. Shuttle-Vektoren, die sowohlim Bacillus als auch in E.coli replizieren, stehen
zur Konstruktion und Pritfung verschiedener Gene zur Verfiigung, wie dargelegt wurde von Dubnau, D,, Gryczan, T., Contente, S.
und Shivakumar, A.G. in Genotic Engineering, Vol. 1, Setlow and Hollander eds., Plenum Press, New York, S.115-131 (1980),
(durch Literaturverwels hier gesondert aufgenommen), Zur Expression und Sezernierung des CNTF aus B, subtilis wird die
Signalsequenz der Alpha-Amylase mdglichst an den codierenden Bereich fiir das Protein gekoppelt werden. Fiir eine Synthese
des intrazelluldren CNTF wird die transportable DNS-Sequenz translationell an die Ribosomen-Bindungsstelle der Alpha-
Amylase-Leadersequenz gekoppelt,

Die Transkription jedes dieser Konstrukte wird vorzugsweise durch den Alpha-Amylase-Promotor oder durch ein Derivat
desselben gelenkt. Dieses Derivat enthiilt die RNA-Polymerase-Erkennungssequenz des nativen Alpha-Amylase-Promotors,
inkorporiert aber auch den Lac-Operatorbereich. Es wurde nachgewiesen, daB &hnliche Hybridpromotoren, die aus dem
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Penicillinasegenpromotor und dem Lac-Opaerator konstrulert wurden, in regulierbarer Form In Baciilus-Wirten fungieren, wie
dargelegt wurde von Yansura, D.G. und Henner in Genetics and Blotechnology of Bacilli, Ganesan, A.T. und Hach, J.A,, eds.,
Academié Press, S.249-263 (1984) (im Literaturverzelchnis gesondert aufgenommen). Zur Bewirkung der Ragulation wiirde
auch das lacl-Gen von E. coli in das Plasmid einbezogen werden.

(iil) Clostridium-Vektoren

Eine bevorzugte Konstruktion zur Expression in Clostridium ist in Plasmid pJU12 zu finden, wie dargelegt wurde von Squires,
C.H.etal,, InJ, Bacteriol. 159 (1984), S.455-471 (durch Literaturangabe hier gesondert aufgenommen), mit Transformation InC.
perfringens mit Hilfe des Verfahrens von Haefner, D.L. et al., wie dargelegt wurde in J. Bacterlol. 169 {1984), S,460—64 (durch
Literaturangabe hier gesondert aufgenommen).

Die Transkription wird vom Promotor des Tetracyclir. zsistenzgens gelenkt, Die Translation Ist, an die Shine-Dalgarno-Sequenz
dieses gleichen tet-Gens in einer Weise gekoppelt, dle strung analog Ist zu den oben umrissenen Verfahren filr Vektoren, die zur
Verwendung in anderen Wirten geeignet sind.

(iv) Hefe-Vektoren .

Die Erhaltung von Fremd-DNA, die in Hefe eingefilhrt wurden, kann auf mehrere Arten erfolgen, wie dargelegt wurde von
Botstein, D, und Davis, R.W. In The Molecular Biology of The Yeast Saccharomyces, Cold Spring Harbor Laboratory, Strathern,
Jones and Broach, Hrsg. (1982), S.607-638 (durch Literaturangabe hier gesondert aufgenommen). Ein bevorzugtes
Expressionssystem zur Verwendung bei Wirtsorganismen der Gattung Saccharomyces beherberyt das CNTF-Gen am 2-Mikron-
Plasmid. Zu den Vorzligen des 2-Mikron-Ringes gehdren eine relativ hohe Kopienzahl und Stabilitét bei der Einfihrung in
cir’-Stimme. Diese Vektoren inkorporieren vorzugsweise den Replikationsursprung und mindestens einen antibiotischen
Resistenzmarker aus pBR322, um eine Replikation und Selektion in E.coli zu ermdglichen. Dariiber hinaus wird das Plasmid
vorzugsweise die 2-Mikron-Sequenz und das Hefe-LEU2-Gen aufwelsen, um bel LEU2-defekten Hefemutanten die gleichen
Zwecke zu erfiillen.

Wenn man in Betracht zieht, daB der rekombinante CNTF letatlich in der Hefe exprimiert wird, wird vorgezogen, den
Kionierungsvektor zuerst in Escherichia coli zu transferieren, wo dem Vektor eine Replikation erméglicht und von wo er nach
Verstarkung gewonnen und gerelnigt werden wilrde, Der Vektor wilrde dann zur endgliltigen CNTF-Exprassion in die Hefe
transferiert werden.

(c) Sdugetierzellan .

Die cDNA oder genomische DNA, die den CNTF kodiert, wird als Gen filr die Expression des CNTF in Shugetierzellen dienen. Sie
solite eine Sequenz haben, die beim Binden von Ribosomen wirksam ist, wie 2. B, die von Kozak in Nugleic Acids Research 15
(1987), S.8125-8132 (gesonderte Literaturangabe) beschriebene. Das DNA-Restriktionsfragment, das die den CNTF kodierende
DNA-Sequenz trégt, kann in einem Expressionsvektor inseriert werden, der einen Transkriptionspromotor und einen
Transkriptionsverstirker besitzt, wie dargelegt wurde von Guarents, L. in Cell 52 (1988), S.303--305 und Kadonaga, J.T. et al. in
Celi51(1987), S.1079-1090, (beides gesonderte Literaturangaben). Der Promotor kann regulierbar sein, wie beim Plasmid pMSG
(Pharmazie-Kat.-Nr. 27450601), wenn die konstitutive Expression des Inhibitors dem Zellwachstums schédiich ist. Der Vektor
sollte ein vollstédndiges Polyadenylierungssignal haben entsprechend der Beschrelbung von Austibel, F.M. et al, in Current
Protocols in Molecular Biology, Wiley (1987) (hier gesonderte Literaturaufnahme), so daB die aus diesem Vektor transkribierte
mRNA richtig verarbsitet wird. Und schlieBlich wird der Vektor den Replikationsursprung und mindestens einen antibiotischen
Resistenzmarker von pBR322 aufwelisen, um eine Replikation und Selektion in E.coli zu erméglichen.

Um eine stabile Zellinie zu selektieren, die CNTF erzeugt, kann der Expressionsvektor Triger des Gens filr einen selektierbaren
Marker ssin, wie z.B. einen Arzneimittelresistenzmarker, oder Triiger eines komplementéren Gens filr sine Mangelzsliinie sein,
wiez.B. ein Dihydrofolatreduktasen-(dhfr)gen zur Transformierung einer dhfr-Zellinie, wie von Ausiibel et al. oben beschrieben.
Andererseits kann ein separates Plasmid, das Tréger des selektierbaren Markers ist, zusammen mit dem Expressionsvektor
cotransformiert werden. '

Wirtszellen, Transformation i

Der so gewonnene Vektor wird in eine geelignete Wirtszelle transferiert. Diese Wirtszellen kénnen Mikroorganismen oder
Séugetierzellen sein.

(a) Mikroorganismen

Man ist der Ansicht, daR Jeder Mikroorganismus, der dle Fahigkeit hat, exogene DNA aufzunehmen und diese Gene und
begleitende Funktionselemente zu exprimieren, gewiihit werden kann. Nach der Wahl eines Wirtsorganismus wird der Vektorin
den Wirtsorganismen transferiert, wobei Verfahren angewendet werden, die den Fachleuten im allgemeinen bekannt sind.
Beispiele fiir solche Verfahren kann man finden bei R.W. Davis et al. in Advanced Bacterial Genetics, Cold Spring Harbor Press,
New York {1980} (im Literaturverzeichnis hier gesondert aufgenommen). In einer Ausflihrungsform wird es vorgezogen, die
Transformation bei niedrigen Temperaturen erfolgen zu lassen, da die Temperaturregulierung als Mittel zur Regulation der
Genexpression durch Verwendung von Funktionselementen in Betracht gezogen wird, wie oben dargelegt. In einer weiteren
Ausfihrungsform wurde im Falle einer Insertion osmolarer Regulatoren in den Vektor eine Regulation der Salzkonzentrationen
wihrend der Transformation erforderlich sein, um eine geeignete Steuerung der Fremdgene zu gewihrleisten,

Der Wirtsorganismus soll méglichst ein fakultativer Anaerobier oder ein Aerobier sein. Bestimmte Wirte, die bei diesem
Verfahren filr den Einsatz vorzuziehen sein kdnnen, sind u. a. Hefen und Baktieren. Zu bestimmten Hefen gehdren solche der
Gattung Saccharomyces, speziell Sacharomyces cerevisiae. Zu bestimmten Bakterien gehdren die der Gattung Bacillus,
Escherichia und Pseudomonas, besonders Bacillus subtilis und Escherichia coli. In Tabelle 1 (S.86) sind weitere Wirtszellen
verzeichnet,
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(b) Shugetlerzetlan

Der Vektor kann durch verschiadene Techniken, wie z,B, Calelumphosphat: DNA-Mitféllung, Elektroporation oder
Protoplastenfusion, in Kultur-Shugetierzellen eingefilthrt werden. Dle bevorzugte Methode Ist die Mitféllung mit
Calciumphosphat antsprechend der Beschrelbung von Ausubel et al. {s.0.).

Es gibt viele stabile Zelltypen, die transformierbar und In der Lage sind, ein Processing zu transkribleren, die DNA-Sequenz zu
translatieren und CNTF-Protein zu erzeugen. Die Zelitypen k&nnen jedoch varlabel seln in bezug auf Glycosylierung von
Protelnen und beziiglich posttranslationeller Modifizierung von Aminos#ureresten, wenn es tiberhaupt zu einer solchen kommt.
Somitsind die idealen Zelltypen diejenigen, dle einen rekombinanten CNTF erzeugen, der mit dem nattirlichen Molek(il idegtisch
ist. Die Wirtszellon werden unter Bedingungen kultiviert, die ftr die CNTF-Expression geelgnet sind. Diese Bedingungen sind
generell filr die Wirtszelle spezifisch und werden vom Fachmann anhand der verdffentlichten Literatur bezliglich den
Wachstumsbedingungen filr solche Zellen und die durin enthaltenen Lehren miihelos hestimmt. Zum Belsplel enthilt Bergeys
Handbuch der determinativan Bakteriologle, 8. Aufl., Williams & Wiikens Company, Baltimore, Maryland {hler durch
Literaturangabe gesondert aufgenommen), Informationen tber Badingungen filr eine Bakterienkultivierung. Ahnliche
Informationen (iber Kultivierung von Hefe- und S#ugetierzellen kénnen erhalten werden von Pollack, R.,, Mammalian Cell
Culture, Cold Spring Habor Laboratories {1976) (gesonderte Literaturangabe),

Allefir die Regulation der Expression der DNA-Sequenz notwendigen Bedingungen, die von allen in den Vektor inserierten oder
dort vorhandenen Funktionselementen abhéinglg sind, wiirden im Transformations- und Kulturstadium wirksam sein. In einer
Ausflihrungsform werden die Zellen in Gegenwart geeigneter Regulationsbedingungen, die die Expression der DNA-Sequenz
inhibir.ren, 2u hoher Dichte vermehrt. Wenn eine optimale Zelidichte fast errelcht Ist, werden die Umgebungsbedingungen in
solck.e abgetindent, die filr die Expression der DNA-Scyuenz geeignet sind, Es wird daher in Betracht gezogen, da8 die CNTF-
Produktion in einer Zeltspanne erfolgt, die sich der Vermehrung der Wirtszelle auf die nahezu optimale Dichte anschlieft, und
das Ergebnis 2u einem Zeitpunkt nach der Induzlerung ¢ r fiir die Expression notwendigen Regulationsbedingungen geerntet
wird. Inelner Ausfilhrungsform der vorliegenden Erfindt ng wird der rekombinante CNTF nach der Exprassion in einer Wirtszelle
oder einem Wirtsorganismus gereinigt werden. In einer b avorzugten Ausfilhrungsform wird der rekombinante CNTF nach einer
Expression in Mikroorganismen, besonders E.coli, gerein'gt werden. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform dervorliegenden
Erfindung ist der CNTF i1, selnem biologisch aktiven Zustand nach Rickgewinnung aus den Bakterienkulturen vorhanden, In
einer alternativen bevorzugten Ausfithrungsform kann man eine Ruckfaltung der CNTF erméglichen, damit dieser seine aktive
Struktur auf einer bestimmten Stufe im ReinigungsprozeR annimmt.

Zur Relnigung des rekombinanten Proteins wird eine gewlisse Kembination der folgenden Stufen vorzugsweise sngewandt:
Anionenaustauschchromatographie (Mono-Q, Mono-S und/eder DEAE-Sepharose), Gelpermeationschromatographie
(Superose), Chromatofokussierung (Mono-P) und hydrophobe Wechselwirkungschromatographie (Octyl- und/oder Phenyl-
Sepharose).

Es versteht sich von selbst, daB8 die Anwendung, der Lehren der vorliegenden Erfindung auf ein spezielles Problem oder
Umgebung Im Rahmen der F4higkeiten des Fachmanns im Lichte der hierin enthaltenen Lehren erfolgen wird,

Die folgenden Beispiele sollen bestimmte bevorzugte Ausfithrungsformen der vortiegenden Erfindung illustrieren, und sie
schréinken die Erfindung nicht ein, wie beansprucht wird, Alle in diesen Beispielen gelleferten Bezugnahmen sind durch Verweis
gesondert aufgenommen.

Belsplel 1

Protelnpraparation

A. Materialien

Hilftnerven vom ausgewachsenen Kaninchen wurden bezogen von Pel-Freez Biologicals, Rogers, Arkansas. Ammoniumsulfat
(ultrarein) wurde gekauft bei Schwartz/Mann Biotech., Cleveland, Ohio. Phenylmethylsulfonylfiuorid (PMSF), Epsilon-
Aminocapronsiure, Benzamidin, Pepstatin, Dithiothreitol (DTT), Poly-L-ornithin (P3655) und 3-[4,5-Dimsthylthiosol-2-yl}-2,5-
diphenyl-tetrazolbromid (MTT) wurden bezogen von Sigma Chemical Co.., St. Louls, Missouri. Mono-P-Chromatofokussierungs-
FPLC-S#ulen wurden bezogen von Pharmacis, Inc., Piscataway, New Jersey. Die C8-Umkehrphasen-HPLC-S4ulen stammtenvon
Synchrom, Inc., Lafayette, Indiana. Acetonitril wurde gekauft bei J, T, Baker, Chemical Co., Phillipsburg, New Jesey.
Trifluoressigséiure wurde bezogen von Plerce Chemicals, Rockford, lllinois. Endoprotease Asp-N und Lys-C wurde bezogen von
Boehringer Mannhsim Biochemicals, Indianapolis, Indiana. Kalbsfétusserum wurde gekauft bel Hyclone Laboratories, Logan,
Utah. Kulturmedium und Salzldsungen wurden bezogen von Costar, Cambridge, Massachusetts, Pathogenfreie fruchtbare
Hihnerembryo-Nutzeier wurden bezogen von Spafas, Roanoks, lllinals.

B. SN-CNTF-Analyse

Kulturen primérer Hilhnerembrye-Ziliarganglien wurden hergestallt, wie zuvor baschrieben (Collins, 1978, Develop, Biol. 65,
S.50; Manthorpe et al., 1986, Develop. Brain Research 25, S.191). Um es kurz zu sagen: Die Ziliarganglien wurden von
fruchtbaren pathogenfreien Hihnereiern, die 9-10 Tage lang bei 38°C in durchfeuchteter Luft inkubiert worden waren, entfernt.
Die Ganglien wurden chemisch dissozliert, und zwar zunichst durch 1 Ominditige Exposition bei 37°C mit Hanks balancierter
Salzldsung ohne zweiwertige Kationen, die 10mM HEPES-Puffer (pH = 7,2) enthielt, dann durch 12minditige Expositionbei37°C
mit einer Ldsung aus 0,125%Igem Bactotrypsin 1:260 (Difco, Detroit, Michigan) in Hanks balancierter Salzldsung mit
Modifizierung, wie oben angegeben. Die Trypsinisierung wurde unterbunden durch Zusatz von ftalem Kalbsserum zu einer
Endkonzentration von 10%,

Nach dieser Behandlung wurden die Ganglien in eine Lésung transferiert, die aus modifiziertem Dulbecco-Hochglukose-Eagle-
Medium ohne Bikarbonat bestand und 10% fotales Kalbsserum sowie 10mM HEPES, pH = 7,2, enthielt, mechanisch dissoziiert
durch etwa 10maliges Zerreiber iiber eine Pasteur-Glaspipette, deren Offnung glattgeschmolzen und auf einen Durchmesser so
verengt worden war, daB zum Filllen der Pipette 2 Sekunden benétigt wurden. :

Die dissozilerten Ganglien wurden dann in einem Kulturmedium (modifiziertes Dulbecco-Eagle-Medium, ergénzt durch 10%
Kalbsfétusserum, 4mM Glutamin, 60mg/I Penicillin-G, 26 mM HEPES, PH = 7,2) 3 Stunden lang in 100-mm-@-Gewebekultur-
Petrischalen (40 dissoziierte Ganglien pro Petrischale) ausplattiert. Die Vorplattierung erfolgte, um die nichtneuronalen Zellen,
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die der Petrischale anhaften, von den Nervenzellen, die nicht anhaften, 2u trennen, Nach 3 Stunden wurden die nichtanhaftenden
Nervenzellen, durch Zentrifuglerung eingesammelt, erneut im Kulturmedium suspendiert und in 60yl pro Vertlefung (well) auf
Halbfiichen-86 Bohrungen-Mikrotiter-Gewebekulturplatten mit elner Dichte von 1500 Nervenzellen pro Vertief'ing plattiert, Die
Mikrotiter-Vertiefungan waren zuvor iber Nacht bel 4°C elner 1 mg:mk-L8sung von Poly-L-ornithin in 10mM Natriumborat,

pH 8,4, ausgesetzt worden, in destilliertem Wasser gewaschen und an der Luft getrocknet worden,

10pl einer Relhenverdtinnung der auf neurotrophe Aktivititzu analysierandan Probe wurden Jeder Vertiefung zugesetat, und die
Schalen wurden 20h lang bel 37°C in angefeuchteter Luft {7,5% CO;-Gehalt) inkublert. Nach 18 Stunden wurden pro Vertiefung
164! einer 1,6 mg/mi-L8sung des Tetrazolium-Farbstoffs MTT im modifizlerten Dulbecco-Hachglukose-Eagle-Medium ohne
Bikarbonat und mit 10mM HEPES, pH = 7,2, 2ugesetzt und die Kulturen in den Inkubator (37°C) fiir 4 Stunden aurlickgestellt,
Dann wurden 76 ul einer L8sung von 8,7 ml 12M HCl pro Liter Isopropanol zugesetat und der Inhalt jeder einzelnen Vertiefung
30mal zerrieben, um die Zellen aufzubrechen und die Farbe 2u suspendieren. Die Extinktion bel 670 nm wurde in hezug auf eine
690nm-Referenz fir jede Vertiefung mittels eines automatischen Mikrotiterplattenlesegerits (Dynatech, Chantilly, Virginia)
bestimmt. Die Extinktion von Vertlefungen, die kein neurotrophes Agens erhalten hatten (Negativkontrollen), wurden von der
Extinktion der probenhaltigen Vertiefungen subtrahlert, Dle resultierende Extinktion Ist proportional der Zahl der lebenden
Zellen in jeder Vertiefung, die definiert sind als diejenigen Nervenzellen, die den Farbstoff verringern k8nnen. Die Zahl der
trophischen Einheiten der neurotrophen Aktivitit wurde definlert als der Kehrwert der Verdiinnung, die ein 60%lges maximales
Uberleben der Nervenzellen ergab, Die Konzentration der trophischen Aktivitét introphischen Einhelten pro m! erhielt man durch
Dividieran der gesamten trophischen Einheiten durch das Analysevolumen {6011). Die spezifische Aktivitét wurde bestimmt
durch Dividieren der Zahl der trophischen Einheiten durch den in der Probe enthaltonen Proteinantell.

C. Reinigung des SN-CNTF _ .
Am Ende jedes der folgenden Schritte wurde das Préparat entweder sofort verarbaitet oder bis zurVerwendung bel ~70°C bis zu
1 Woche gelagert.

Schritt 1: Rohextraktherstellung

100g (Feuchtgewicht) Kaninchen-Hiftnerv (etwa 300 Nerven) wurden aufgetaut und 1 Minute lang pulverisiert mittels eines
Polytron-Rotationshomogenisators (Kinematice, Schweiz) in 10 Volumen {Gewicht/Volumen) Wasser mit einem Gehaltvon
10mM EDTA, 1 mM Epsilon-Aminokaprons#ure, 1mM Benzamidin und 0,1 mM PMSF und 30min lang bel 4°C mit 400000xg
zentrifugiert, Der Uberstand wurde iber Glaswolle gefiltert, um schwimmende Lipide zu entfernen.

Schritt 2: Sdurebehandlung und Ammoniumsulfatfraktionierung »

Die weiter unten genannten Zentrifugierungsschritte wurden 20min lang mit 17000xg durchgefiihrt, und alle Arbeitsgénge
wurden bei 4°C ausgefithrt, wenn nicht anders angegeben, Das Rohextrakt wurde zentrifugiert. Der Uberstand wurde mittels 6N
HCl auf pH = 3,6 azidifizlert und der resultierende Niederschlag durch Zentrifuglerung entfernt, Der Uberstand wurde mit 1N
NaOH auf pH = 6,3 titriert und der resultierende Niederschlag wiederum durch Zentrifugierung entfernt, Dem genannten
Uberstand wurde gestttigte Ammoniumsulfatiésung zugesetzt, um eine 30%lge Sittigung 2u erzielen, und der Niederschlag
wurdedurch Zentrifugierung entfernt. Ein weiters Zusatz von Ammoniumsulfatzum Uberstand zwecks Erzlelung einer 60%Igen
Sittigung fiihrte zum Niederschlag einer Protelnfraktion, die den gréBten Tell der SN-CNTF-Aktivitdt enthielt. Der Niederschlag
wurde aufgeldst in 20mM Kaliumphosphatpuffer, pH = 6,7, dermM EDTA, 0,1 mMPMSFund 0,1 uM Pepstatin enthielt, um eine
Proteinkonzentration von 8-13mg/mi 2u ergeben.,

Schritt 3: Chromatofokussierung

Das obengenannte Préiparat wurde iiber Nacht gegen ein 500mal groReres Volumen von 10mM Natriumphosphat, pH = 6,7, mit
einem Pufferwechsel dialysiert und 30min lang bei 140000xg zentrifuglert. Der Uberstand wurde durch einen Nylonfilter
(0,22pm Poren-@) passiert und mit 3 Injektionen von jeweils 3ml an einer Mono-P-chiomatofokussiarenden FPLC-S&ule
(Bettvolumen 4mi) mit Ausbalanclerung in 26mM bis-Tris-HCl-Puffer, pH = 5,8, beschickt. Die S&ule wurde mit dem gleichen
Puffer gesplilt, bis die Extinktion bei 280nm des Ausflusses zur Grundlinie zurtickkehrte. Die Probe wurde dann'mit Polypuffer,
PH = 4,0(1-10 Verdiinnung von PB74 von Pharmacia) chromatografiert. A

Die Sdulenfraktionen wurden eingesammelt und in bezug auf den pH-Wert und die CNTF-Aktivitét analysiert, Abbildung 1 zeigt
die Ergebnisse der Chromatographie an der Mono-P-S#ule. Das Profil der elulerten Proteine ist als optische Dichte (0.D.} mit
280nm grafisch dargestellt. Es wird iiberlagert von Diagrammen des pH-Wertes und der SN-CNTF-Aktivitét, die bei jeder
Fraktion gemessen wurden, Die durch den Strich mit dem Peak der SN-CNTF-Aktivitat {pH = etwa b) angezeigten Fraktionen
wurden gesammelt und mit festem Ammoniumsulfat behandelt, um eine 95%lge S#ttigung zu erzielen, und das Pellet wurde
mittels Zentrifugierung aufgefangen, erneut suspendiertin gestttigter Ammoniumsulfatidsung und wiederum zentrifugiert, um
den Polypuffer zu entfernen. Der Niederschlagwurde in geniigend 10mM-Natriumphosphatpuffer, pH = 6,7, aufgelést, um eine
Proteinendkonzentration von 3-6mg/ml (als . fokussierte Fraktion” bezeichnet) zu ergeben, Charakteristischerweise wurde 1
Liter Originalrohextrakt in 8 gesonderten Durchg&ngen an der Mono-P-Siule verarbeitet.

Schritt 4: Préiparative Natrlumdodecylsulfat (SDS)-Gel-Elektrophorese

Die fokussierten Fraktionen aus Mehrfachdurchgéingen iiber die Mono-P-Stule wurden 8 Stu nden lang kombiniert und dialysiert
gegen ein 100mal gréBeres Volumen von 10mM-Natriumphosphatpuffer, pH = 6,7, wobei ein Pufferwechsel erfolgte; dann
erfolgte ein Durchgang an einem 15% reduzierenden SDS-Polyacrylamid-Plattengel nach dem Lasmmli-Verfahren (1970). Jedes
Auflésungsgel (resolving gel) war 0,3cm dick, 14c¢m hoch und 11,5¢m breit. Jedes Gel wurde mit 5,5 mg Protein beladen.

Die Elektrophorese wurde bei 15°C und 40mA/Gel durchgefilhrt, bis die 20kd vorgefirbten Molekulargewichtsstandards den
Boden des Aufldsungsgels gerade erreichten. Um die Krilmmung einzelner Proteinbanden ilber die Breite des Plattengels
sichtbar zu machen, wurde das Gel bedeckt mit einer zuvor mit Wasser befeuchteten Nitrozelluloseschicht (0,45um Porengréfe
in Rollenform, bezogen von Millipore Corporation, Bedfort, Massachusetts), mit 2 Bogen vorgefeuchteten und 2 Bogen
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trockenen Chromatografiepapiers {3MM Chr., bezogen von Whatman, Hillsboro, Oregon), einer Glasplatte und einer 600-ml-
Glasflasche als Gewicht. Nach 30-45 Minuten wurde das Profil des Gels mittels eines wasserunldslichen Markers auf das
Nitrozellulosepapler aufgezeichnet, Das Papier wurde 3mal gewaschen mit 10mm Tris-HCl-Puffer, pH = 8,0, das 0,15M NaCl
und 0,3%iges NP-40-Reinigungsmittel enthielt, und dann 16-30 Minuten lang mit einer 1:1000-Verdiinnung von Kohinuor-
Rapidograph-Tinte (verfilgbar In station#iren Versorgungsiéden) Im obengenannten Puffer geférbt.

Das Originaigel wurde auf eine Glasplatte gelegt und seine Konturen wurden nach denen des unter der Glasplatte angebrachten
gefiirbten Nitrozellulosepapiers ausgerichtet. Der Gelbereich, der der relativen Moleklilmasse von 22-27kd entsprach, wurde
unter Bezugnahme auf den Durchlauf In engen Bahnen an beiden Enden jedes Gels mit vorgeférbten Standards relativer «
MolekiImasse lokalisiert, Dieser Bereich wurda in der Breite des Gels in sieben 2,6-mm-Parallelstreifen zerschnitten unter
Benutzung der Bandenkrimmung, die durch geférbtes Nitrozellulosepapier sichtbar gemacht wurde. Jeder einzelne Gelstreifen
wurde in kleinere Stilcke (2,6 X 2mm) zerschnitten und die Proteine wurden 8 Stunden lang in einer 1:1-Lésung des Laemmli-
Laufpuffers mittels sines elektrophoretischen Konzentrators (ISCO, Lincoln, Nebraska) elektrophoretisch eluiert. Die eluierten
Proteine wurden in seinem Volumenvon 0,2 mi eingesammalt. Abb, 2 stelit die Verteilurg der neurotrophen Aktivitat im Eluat aus
jedem der 7 Streifen (mit der Aufschrift a—g in der Reihenfolge abnehmender relativer Molekiilmasse) grafisch dar. Die Fraktion
mit der hochsten Aktivitdt (Streifen d) wurde mittels Umkehrphasen-HPLC weiter gereinigt.

Schritt 5: Umkehrphasen-HPLC .

Dem Geleluatwurden Dithiothreitol (DTT) und 10%-Trifluoressigséure (TFA) 2ur Erzielung von Endkonzentrationen von 2% bzw.
0,3% zugesetzt. Die Probe wurde mittels 0,22-um-Nylonfilter gefiltert, an einer C8-Umkehiphasen-HPLC-Sule beladen und mit
einem H;0/0,1%-TFA:Azetonitril/0,1% TFA-Gradienten elulert.

Die Fraktion wurde in silikonisierten R6hren gesammaelt, die 5l eines 0, 4%igen Tween-20-Reinigungsmittels enthielten, Aus
jeder Fraktion wurden Aliquoten auf neurotrophe Aktivitit analysiert. Abb, 3 zeigt die Ergebnisse der
Umkehrphasenchromatografie. Die Proteinkonzentration wird angegeben durch eine Extinktion bei 215nm, und sie wird
(iberlagert von der Verteilung der neurotrophen Aktivitét, Die Fraktionen mit der Peak-SN-CNTF-Aktivitét (Fraktionen 37-40,
Abb. 3) wurden zur Sequenzierung eingesammaelt, wie in Belsplel 2 beschrieben. In einer separaten Préparation wurden
Fraktionen, die der Peak-CNTF-Aktivitét benachbart waren, diese einschlossen und mit den Fraktionen 36-44 in Abb. 3 #quivalent
waren, auch mittels silbergeférbter reduzierender SDS-PAGE (Abb.4) analysiert,

Es wurden auch zwei zusétzliche chromatografische Schritte durchgefilhrt, Diese Schritte bestétigten die Reinheit des oben
hergesteliten CNTF. Die beiden zus#tzlichen chromatografischen Schritte werdan beide das Prinzip der hydrophoben
Wechselwirkungschromatografie (HIC) an. Der erste HIC-Schritt Ist ein konventionelles séulenchromatografisches Verfahren,
das nach Schritt 2 angefigt wird: pH-Wert und Ammoniumsulfatfraktionierung. Das aufgeléste Material nach
Ammoniumsulfatféllung wurde mit 10mM-Natriumphosphatpuffer, pH = 6,7 (Puffer B) weiter verdiinnt, bis die lonenstéirke {mit
einem Leitféhigkeitsmesser gemessen) dquivalent war mit der des Puffers B, der 0,3M Ammoniumsulfat und 5%-lIsopropanol
{Puffer A) enthielt, Der verdiinnten Probe wurde dann Isopropanol bis auf eine Endkonzentration von 6% zugesetzt und das
Gemisch auf eine Phenyl-Sepharase-CL4B-S#ule (Pharmacla, Inc., Piscataway, New Jersey) bei Aquilibrierung mit Puffer A
angewandt. Pro ml des Séulen-Bettvolumens wurden nicht mehr als 3mg Probenprotein angewandt. 1 Liter
Hiitnervenrohextrakt argab typischerweise 50ml des wiederaufgeldsten Ammonlumsulfatpellets, das dann auf 70-100ml
verdiinnt, wie oben erwihnt, und auf eine 110-ml-Phenyl-Sepharosesiule angewandt wurde. Die Siule wurde schrittweise
eluiert, beginnend mit 3 Bettvolumen von Puffer A, dann folgten 3 Battvalumen von Puffer B und schlieBlich 2 Bettvolumenvon
Puffer B mit 50%-Ethylenglycolgehalt (Puffer C), und dann mit 6 Bettvolumen Wasser gewaschen. 18mi Fraktionen des eluierten
Materials wurden eingesammelt.

Abb.7 zeigt die Ergebnisse eines solchen Chromatografie-Durchgangs. Das Profil eluierter Proteine wurde kontinulerlich durch
0.D. 280 (ausgezogens Linie) iberwacht. Die 0.D.-Durchzeichnung ist Uberlagert vom Profil der eluierten SN-CNTF-Bioaktivitét
in Jeder Fraktion (Linle, die x's verbindet), wie gemessen wurde in der in der Originalpatentanmeldung beschrisbenen
Ziliarganglion-Uberlebensanalyse. Die SN-CNTF-Bioaktivitét entwickelte sich aus der S&ule wihrend der Elution mit Puffer C. Die
Sdulenfraktionen, die den gréBten Teil der Bioaktivitét enthlelten (angegeben durch den Strich in Abb. 7),wurden eingesammalt
und durch Druckanalyse mittels Amicon-YM-10-Membran (Amicon Division, W.R.Grace & Co., Danvers, MA)} auf etwa o des
urspriinglichen Volumens konzentriert, was typischerwelise zu einer Protein-Endkonzentration von 2,5-3,0mg/mi fithrte. Das
Konzentrat wurde insgesamt 6 Stunden lang gegen 3 Wechsel des 55mal gréBeren Volumens von B dialysiert. Das dialysierte
Material wurde durch einen 0,2um-Poren-@-Acrodiscfilter (Gelman Sciences, Inc., Ann Arbor, MI) passiert und in
Mehrfachinjektionen von jeweils 2ml an einer Mono-P-chromatofokussierenden S#ule aufgeladen, wie in der
Originalpatentanmeldung beschrieben.

Ohne diesen HIC-S#ulenschritt machte 1 Liter Hiiftnerv-Rohextrakt aufgrund der begrenzten Proteinaufladungskapazitét der
Séule 8 separate Durchgénge an der Mono-P-chromatofukussierenden Séule erforderlich, wie in der Anfangspatenianmeldung
beschrieben. Mit der Hinzufilgung des HIC-Saulen-Schrittes kénnte 1 Liter Rohextrakt in einem einzigen
Chromatofokussierungsdurchlauf verarbeitet werden.

Der zwaeite HIC-Schritt wurde nach dem urspriinglichen Schritt 3 eingefiigt: Chromatofokussierung an Mono-P. Jedem ml des
chromatofokussierten Materials (bei 3-5mg/ml Protein) wurden 2ml 50mM-Phosphatpuffer, pH = 6,7, zugesetzt, das 1,5M-
Ammoniumsulfat (Puffer D) enthislt. Ddés Gemisch wurde dann durch einen 0,2 im-Poren-@ Acrodisc-Filter passiert und in
Mehrfachinjektionen von jeweils 2ml an einer Alkyl-Superose-HR 10/10-FPLC-S&ule (Pharmacia) aufgeladen, die mit Puffer D
ausbalanciert war, Die S#ule wurde mit Puffer D gewaschen, bis die Extinktion des Zuflusses bei 0.D.280 zur Basislinie
auriickkehrte, Die Séule wurde dann mit einem 60-ml-Lineargradientdurchlauf von Puffer D in Puffer E (60mM-Phosphatpuffer,
pH = 6,7) eluiert und es wurde 1 ml Fraktionen eingesammaelt.

Abb. 8 illustriert die Ergebnisse eines solchen FPLC-HIC-Sdulendurchlaufs, Die durchgehende Linie représentiert das Profil des
mittels 0.D. 280 gemessenen eluierten Proteins. Es wird liberlagert von einem Diagramm der SN-CNTF-Bioaktivitét in jeder
Gradientfraktion. Die bioaktivitatshaltigen Fraktionen {angegeben durch den Strich in Abb.8) wurden eingesammelt undin
einem Centricon-10-Konzentrator {Amicon) auf 0,6 ml konzentriert. Die Probe wurde durch Zusatz von 2m| Puffer B zum oberen
Reservoir verdiinnt und duich Zentrifugierung auf ein Endvolumen von 0,5ml aufgesittigt. Verdiinnung und Aufséttigung
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wurden noch 2mal wiederholt und die endgltig aufgeséttigte Probe wurde Ober ein reduzierendes SDS-15%-Polyacrylamid-
Prparativ-Plattengel geleitet, wie oben beschrieben, mit der Ausnahme, daB eine vorherige Dialyse nicht ndtig war,

Abb.9 vergleicht den abschlioBenden Relnigungsschritt rach Umkehrphasen-HPLC im Anfangsreinigungsverfahren {obere
Tafel) und im Reinigungsverfahren nach Hinzuftigung der beiden HIC-Schritte (untere Tafel). Jede Tafel zeigt das Profil eluierter
Proteine (die durchgehende Linie Ist 0.D.280 und die dartiberliegende SN-CNTP-Bicaktivitat (Linle, die x's verbindet). Aus der
Abbildung wird deutlich, daB in de: Probes, die im neuen Reinigungsverfahren dem Umkehrphasen-HPLC unterworfen wurde,
viel weniger verunreinigendes Protein enthalten Ist. Es ist wichtig, darauf hinzuwelsen, daR die spezifische Aktivitst des durch
das neus Verfahren produzierten CNTF im Rahmen des experimentellen Fehlers identisch ist mit der spezifischen Aktivitét des
durch das frilhere Verfahren (Tabelle 1) produzierten CNTF, was darauf hindeutet, daB der durch das oben beschriebene
urspringliche Verfahren hergestelite CNTF bis zur Homogenitiit gereinigt wurde. Der Vortell des neuen Reinigungsverfahrens
besteht darin, daR 8 Liter Startmaterial heute so bequem verarbeitet werden kdnnen wie 1 Liter mit Hilfe des ursprilnglichen
Verfahrens,

Belsplel 2

Sequenzierung des gerainigten neurotrophen Faktors .

Fraktionen mit der Peak-SN-CNTF-Aktivitdt (#37-40, Abb, 3) wurden gesammelt und mittels Vakuumverdampferzentrifuge auf
50ulkenzentrlert. Die konzentrierte Probe enthielt 0,14 % Tween 20. Sie wurde verdiinnt mit 1 %-Ammoniumbicarbonat zu sinem
Endvolumen von 350l und iiber Nacht bei 37°C mit Endoprotease-Asp-N oder Endoprotease-Lys-C behandelt. Das Gemisch
wurde mit einer Vakuumverdampferzentrifuge auf etwa 60-100y11 konzentriert und mittels einer 1-ml-Probenschisife auf eine
Aquapore-RF-300-08-Umkehrphasen-HPLC-Kapillarséule geladen (Brown Labs.), 2,1 x 220mm, eluiert mit H,0/0,1%-TFA;
Acetonitril/0,1%TFA-Gradient, geladen, Peptidhaitige Fraktionen wurden manuell in Eppendori-R8hren auf der Basis der
Absorption bei 215nm eingesammelt. Abb. 5 zeigt das Profil elulerter Peptide nach AufschlieBung mittels Endoprotease Asp-N,
bestimmt durch Extinktion bel 216 nm. Abb. 8 zeigt das Profil eluierter Peptide nach AufschlieBung mit Endoprotease Lys-C und
anschlieBender Reduktion und Carboxymethylierung, Die Aminosturesequenz der hervorstechenden Peptide wurde mit Hilfe
eines Gasphasenproteinsequenators bestimmt. Eine zusitzliche Aminos#uresequenz wurde erzielt mit Hilfe der
Spaltungsenzyme Chymotrypsin und der Endoprotease Glu-C (Boshringer, Mannheim Biochemicals, Indianapolis, N). Dlese
2usitzliche Proteinsequenz ermdglichte es, einige der obengenannten Aminostiuresequenzen zu gréBeren Peptiden aus
Uberlappenden Aminosaurestreckungen zusammenzusetzen. Die neusn Aminosiuressquenzen und diejenigen, die mit friiheren
Sequenzen zusammengefiigt wurden, werden nachstehend angegeben:

H-S-A-L-T-P-H-R-R-E .

L-A-R-X~+-R-8-D~L-T~A-L-T-E-S-Y-V-K-H-Q-G-L~N-K-N-t-N-L~D-S-V-D-G-V-P-M-
D-0-Q-V-H-F-T-P-A-E-G .

D-G-L~F-E-X-X-L-W~G-L~K-V~L~Q~E-L~S-H-W~T-V

D-L-R-V-I

Belsplel 3

Préparation von Antikdrpern zum neurotrophen Faktor

Antikérper, die mit gereinigtem Kaninchen-SN-CNTF reagieren, werden zur Priifung von Expressionsbanken brauchbar sein, um
das Gen zu erhalten, das den Kaninchen-SN-CNTF kodiert, Dariiber hinaus werden Antikérper, die seine biologische Aktivitat
neutralisieren, bel unversehrten Tieren zur Bestimmung der biologischen Rolle diesss neurotrophen Faktors verwendet werden.
Um solche Antikérper zu préparieren, werden unter Verwendung eines automatisierten Applied-Blosystems-
Proteinsynthetisators synthetische Peptide synthetisiert, die Bereichen der SN-CNTF-Sequenz entsprechen. Solche
synthetischen Peptide werden kovalent verbunden sein mit dem Trigerprotein-Schliisselloch-Napfschnecken-Hémozyanin
{keyhole limpet hemocyanin). Das konjugierte Peptid wird Meerschweinchen in vollstindigem Freundschen Adjuvans injiziert,
wobel nach 3 und 6 Wochen bei unvollstdndigem Adjuvans Aktivierungsspritzen gegeben werden. Jedem Meerschweinchen
werden Serumproben entnommen und in einem Western-Blot gegen gereinigten SN-CNTF verwendet, um zu bestimmen, ob
der Antikdrper im Serum mit dem gerelinigten Protein reagiert. Positive Seren im Western-Versuch werden weiter getestet
beztiglich der Féhigkeit, die neurotrophe Aktivitét in dem zur Reinigung verwendeten Tierversuch zu neutralisieren. Positive
Seren im Western- oder im Neutralisierungsversuch werden wie folgt weiter gereinigt: (1) Die Seren werden absorbiert mitdem
Trégerprotein-Schllsselloch-Napfschnacken-Hémozyanin, um Antikérper zu entfernen, die gegen dieses Protein gerichtetsind;
dann werden die Seren in den genannten Versuchen erneut getestet; (2) die IgG-AntikSrperfraktion wird vom Serum mittels
Standardverfahren gereinigt und in den genannten Versuchen erneut getestet. Beide Schritte werden sinen polyklonen
Antik8rper liefern, der rein genug ist, um zur Priifung von Expressionsbanken zum Zwecke der Klonierung der Messenger-RNA
und des Gens fiir den SN-CNTF verwendet zu werden.

Die Antikérper wurden in Kaninchen zu einem syr*hetischen Peptid , A* erzeugt, das einem Teil der Aminosduresequenz des in
Belspiel 2 angegebenen Kaninchen-SN-CNTF entsprach (E-S~Y-~V-K-H-Q-G-L-N-K-N). Weiter unten In diesem Beispiel sind
Verfahren ausfihrlich angegeben. Affinititsgereinigte Antikérper gegen das synthetische Peptid A (Anti-Peptid-A-Antikérper)
wurden prépariert, indem immunisiertes Kaninchen-Antiserum tiber eine Affinitétsséule geleitet wurde, die das kovalent
gebundene synthetische Peptid A enthielt, und dann gebundene Antikérper eluiert wurden. Das unfraktionierte
Immunantiserum ergab einen Titer von ca. 10°in einem ELIZA-Versuch, in dem beschichtets Peptid-A-Vertiefungen (welis)
benutzt wurden. Es wurde in einer 1:50-Endverdtinnung fir die Western-Blot-Analyse verwendet. Der affinitatsgereinigte
Anti-Peptid-A-Antikérper, der prépariert wurds, wie unten beschrieben, wurde in der Western-Blot-Analyse in einer
Endkonzentration von 80 g/ml verwendet,

Durch die Western-Blot-Analyse der reduzierenden SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) des gereinigten
SN-CNTF wurde nachgewiesen, daB s:wohl das Anti-Peptid-A-Antiserum als auch die affinitétsgereinigten Antikérper in
Wechselwirkung mit gereinigtem Kaninchen-SN-CNTF stehen, Prdimmunserum vom gleichen Kaninchen stand unter diesen
Bedingungen in Wechselwirkung mit dem SN-CNTF. Aliquoten der Peak-Fraktion des CNTF aus dem letzten Umkehrphasen-
HPLC-Reinigungsschritt (Fraktion %46, Abb.9, Tafel B) wurden in zwei separaten Bahnen elner reduzierenden SDS-PAGE
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unterworfen. Jeder Bahn des gereinigten CNTF war eine Bahn banachbart, die Markerproteiiie bezliglich relativer Molekilimasse
enthlelt. Das Gel wurde in zwel Tafeln zerschnitten, jede davon enthielt eine Bahn des gereinigten CNTF und eine benachbarte
Bahnvori Markerproteinen. Eines der Teile war silbergeférbt, um Proteine zu lokalisieren (Bio-Rad Laboratorles, Richmond, CA),
das andere wurde durch Western-Blot-Analyse {Towbin et al., 1979, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 78:4350) auf Proteine untersucht,
die mit den affinitétsgereinigten Anti-Peptid-A-Antikérpern reaglerten,

Die linke Tafel der Bahnen in Abb. 10 zeigt, daB die Peak-Fraktion des umkehrphasengereinigten CNTF zwei eng benachbarte
Proteinbande enthiilt, die mit etwa 26000 Dalton laufen und voneinander durch etwa 500 Dalton nach reduzierender SDS-PAGE
getrennt sind. Wenn silbergeférbte Gele mit gereinigtem CNTF Uberladen sind, ist es oft nicht méglich, die beiden Bande
aufzuldsen, wie In Abb. 4,

Die rechte Bahnentafel in Abb.4 zeigt, daB beide Bande durch affinitatsgereinigte Anti-Peptid-A-Antikérper erkannt und geférbt
wurden. Diese Erkennung Ist spezifisch, da die beziehungslosen Markerproteine in der am weitesten links befindlichen Bahn des
rechten Paares nicht von den Anti-Peptid-A-Antik8rpern erkannt werden, obwohl sie in hoher Konzentration anwesend sind, wie
in den linken silbergefiirbten Bahnen gezelgt wurde {Abb, 10). Das Priimmunserum aus diesem gleichen Kaninchen erkennt die
beiden Bande des gereinigten CNTF ebenfalls nicht. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daB es mindestens 2 verschiedene
CNTF-Formen gibt, die sich durch ca, 500 Dalton in der relativen MolekiImasse bei reduzierender SDS-PAGE unterschieden.
Zur Préparation von Anti-Peptid-A-Antikérpern wurde synthetisches Peptid A zu Schliisselloch-Napfschnecken-Hémozyanin
{SNH) konjugiert,um dessen Antigenitatzu erh8hen. Filr die Konjugation wurden 1mg Peptid A und 1mg SNH (Calblochem., La
Jolla, CA}in 60% Glycerol in 0,5 ml PBS (20mM Natriumphosphatpuffer, pH = 7,4, das 0,15 M NaCl enthielt) aufgeldst. Es wurde
10%-Glutaraldehyd tropfenweise unter Vermischen und zu einer Endkonzentration von 1% zugesetzt; die Reaktion wurde unter
Vermischen bei Zimmertemperatur Uber Nacht stehengelassen und Jann mit PBS auf 5miverdiinnt. Die Konjugationsmischung
wurde mit vollsténdigem Freundschen Adjuvans 1:2 emulgiert und 2 Neuseéland-Kaninchen an mehreren dorsalen Stellen
subkutan mit ca. 100 ug Peptid A pro Kanincheninjiziert. Drei Wochen spiiter bekam jedes Kaninchen eine Boosterdosis von 60 g
konjuglerten Peptids A in unvollsténdigem Freundschen Adjuvans verabreicht,

Danachwurdenin 14téigigen Abstéinden hnliche Boosterinjektionen verabreicht, bis das Antiserum einen Titer von mindestens
100000 in einem ELIZA-Versuch (Tainer et al., 1984, Nature 312, S.127) mittels peptid-A-beschichteter Vertiefungen ergab. Die
Seren wurden prdparie.t aus Blut, das der Ohrvene 6 Wochen nach der Anfangsinjektion und 14tégig danach entnommen
wurde. Die Seren wurden bei ~76°C gelagert.

Um eine Peptidaffinitétsséule zu préparieren, wurde Peptid-A kovalent an eine Chromatografiesiiulenmatrix wie folgt
angelagert: Zu 8mg Peptid A, das aufgetdst wurde in 0,4ml PBS, das 4M Guanidinhydrochlorid enthielt, wurden4,5mlvon 0,1 M
NaHCO;, pH = 8,0, und von 0,5M NaCl zugesetzt. 1g gefriergetrocknete aktivierte CH-Sepharose 4 B (Pharmacia) wurde
gewaschen, in 200ml 1mM-HCI aufgequotlen und sofort in die Peptid-A-L&sung dberfihrt. Das Gemisch wurde {iber Nacht bei
4°C geschittelt, Das Gel wurde dann in einer klinischen Zentrifuge sedimentiert und der Uberstand zur Bestimmung der Peptid-
A-Menge, die mit der Matrix gekoppelt wurde, aufbewahrt. 16ml 0,1 M-TRIS-Pulfer, pH = 8,0, wurden dem Gelpellat zugesetzt
und bei Zimmertemperatur 2 Stunden lang inkuhiert, um unreagierte Kopplungsgruppen auf der Gel-Matrix zu blockieren, Das
Gel wurde dann in eine Sule (3ml Bett) gepackt und 3mal mit folgender Puffersequenz gewaschen: (1) 10 Bettvolumen von

0,1 M-Azetatpuffer, pH = 4,0, die 0,6 M NaCl enthielten; (2) 0,1 M TRIS-Puffer, pH = 8,0, der 0,6 M NaCl enthielt. SchlieRlich wurde
die S&ule ausbalanciert mit PBS, das 0,02% Natriumazid enthielt, Die Differenz in der Konzentration freler Aminogruppen wurde
in der Originalpeptid-A-Léstng und im Uburstand nach Konjugation mittels Fluorescamin (Chen et al., 1978, Arch. Biochem.
Biophys. 189:241; Nowicki, 1979, Anal. Letters 12, S, 1019) bestimmt. Diese Analyse zeigte, daR 92-93% des Peptids aus der
Lésung veriorengegangen und mit der Sepharose-Gelmatrize konjugiert worden waren.

Vor der Affinitétsreinigung des Antipeptid-A-Antikérpers wurden 8ml immunisiertes Kaninchenserum iber Nacht gegen 2 Liter
PBS dialysiert. Die Peptid-A-Sepharose-S#ule wurde sequentiell mit jewsils 10 Bettvolumen felgender Substanzen gewaschen:
0,1M Glycin-HCl, pH = 2,5; PBS; 0,1M Triethylamin, pH = 11,6; dann PBS. Das dialysierte Serum wurde 3mal durch die S#ule
geleitet, um eine vollsténdige Bindung der Anti-Peptid-A-Antikrper zu gewihrleisten. Die Séiule wurde mit 20 Bettvolumen PBS
gewaschen, dann sequentiell mit jeweils 4 Bettvolumen folgender Substanzen eluiert; 0,1 M Glycin-HCI, pH = 2,5; PBS; 0,1M
Triethylamin, pH = 11,5; dann PBS. 1 m| Fraktionen wurden elngesammelt, Die Eluate der Glycin- undTriethylaminwaschungen
wurden sofort mit 1M TRIS, pH = 9 baw, 7, neutralisiert und Aliquoten in bezug auf Anti-Peptid-A-Antikérper in ‘einem ELIZA-
Versuch mittels peptid-A-beschichteter Vertiefungen analysiert. Die héchsten Titerfraktionen (typischerweise innerhalb von

3 Bettvolumen des Beginns der Glycin- und Triethylaminelution) wurden eingesammelt und gegen PBS dialysiert. Nach
Entfernung der Schwebestoffteilchen durch kurze Zentrifugierung wurde der affinitétsgereinigte Anti-Peptid-A-
Antikérperiiberstand bei —70°C gelagert.

Belsplel 4

Klonierung des Gens fiir SN-CNTF

Das letzte Ziel der zu beschreibenden Untersuchung Ist die Klonierung und Expression des humanen SN-CNTF-Gens, um
Material 2u préparieren, das zur Verwendung bei pharmazeutischen Praparaten fiir Menschen geeignet ist. Da die gewonnenen
Peptidsequenzen den Kaninchen-SN-CNTF betreffen und Kaninchen- und Humansequenzen nicht identisch sein kénnen, ist es
verniinftig, die Klone des Kaninchengens tiber eine Hybridisierung mit synthetischen Oligonucleotiden auf der Basis der
Proteinsequenz zu erzlelen und die Kaninchen-Klone als Hybridisierungssonden in Screenings filr das menschlichen Gen
anauwenden.

Gewonnen werden sowohi die genomische als auch die Messenger-RNA (mRNA)-Sequenz, die Kaninchen- und Human-SN-
CNTF kodieren, Die mRNA-Sequenz wird fiir die Expression des Proteins von Nutzen sein, withrend die genomische Sequenz
wichtig istzum Versténdnis der Struktur und Regulation des Gens fiir den SN-CNTF. Um diese Sequenzen zu gewinnen, werden
sowoh! die genomischen Banken von Kaninchen und Mensck. als auch die cDNA-Banken von Kaninchen und Mensch, die aus
von Hilftnerven isolierten mRNA hergestellt wurden, einem Screening unterworfen. Im Proze der Gewinnung des Gens, dlas der
Sequenz des Kaninchen- oder Human-SN-CNTF entspricht, ist es auch méglich, in bezug auf strukturell eng verwandte Gene zu
screenen, die 2usétzliche Glieder dieser Familie neurotropher Faktoren darstellen kénnen.
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A. SN-CNTF-Gen

Um dle Kaninchen-Genomsequenzen, die SN-CNTF kodieren, zu isolieren, werden eine Kaninchen-Genombank (Clontech) auf
dem E. coli-nm 638-Bakterienstamm ausplattiert und etwa 1000000 rekombinanter Klone einem Screening unterworfen,
Bereiche der Prateinsequenz des Kaninchen-SN-CNTF, die durch die wenigsten Codons repriisentiert werden kénnen, werden
umkehrtranslatiert, und entsprechende degenerierte Oligonucleotidsonden werden synthetisiert. Die Kaninchen-
Oligonucleotide werden markiert durch Kinasierung entsprechend dem Standardprotokoll von Maniatis et al. (1982, Molecular
Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory), Die DNA-Kinase wurde bezogen von der US Biochemical
Corporation und das y-markierte ATP von ICN. »

Die Oligonucleo.ide werden markisrt zu siner spezifischen Aktivitét von mindestens 1000000cpm pro Pikomol,

Nach Plattierung der genomischen Bank werden etwa 1 Million Plaques auf Doppel-Nitrozellulosefilter Gberftihrt. Die Filter
werden dann entsprechend den Verfahren von Manlatis et al, (1982, ibid) verarbeitet und tiber Nacht mit einer radioaktiv
markierten Oligonucleotidsonde hybridisiert. Die Hybridisierungsmischung umfaBt 6x SSCP, 2x Denhardt's, 0,05%
Natrlumpyrophosphat, 1mM EDTA, 0,1% SODS, 100uig Hefe-tRNA (Sigma), pH = 8,0. Die Hybridisierungstemparatur liegt
mehrere Grade unter der errechneten Temperatur des Oligonucleotids. Kione, die mit mehraren Sonden auf der Basis
unterschiedlicher Bereiche der Proteinsequenz hybridisieren, werden plaque-gereinigt und die Hybridisierungsbereiche werden
sequenziert durch das Didesoxyterminationsverfahren (Sanger et al,, 1977, Proc. Natl, Acad. Sci. 74, S:5463) mittels Sequenase
(US Biochemicals Corp.), um diejenigen Klone zu identifizieren, die die SN-CNTF-Proteinsequenz kodieren.

B. mRNA-Sequenzen des SN-CNTF .

Die gesamte zelluliire RNA wird aus Hiftnerven des Kaninchens und des Menschen gewonnen. Das Gewebe wird in einer
Guanidinthiocyanat/B-Mercaptosthanolldsung homogenisiert, und die RNA wird durch Sedimentierung {iber
Céslumchloridgradienten gereinigt (Glison et al., 1974, Biochemistry 13: 2633). Die polyadenylierte RNA wird chromatografisch
auf Oligoldt)zellulose selektiert (Avid und Leder, 1972, Proc. Natl. Acad. Sci. 89, S.408). Die quantitative RNA-Blot-
Hybridisierungsanalyse wird mit ,entisense*-Oligonuclaotidsonden durchgefiihrt, um das Vorherrschen von SN-CNTF-
Sequenzen in jedem RNA-Priiparat einzuschiétzen und dadurch die Zahi der unabhingigen Klone zu armitteln, die man zum
Screenen bendtigen wilrde, um mindestens eine 99%}ge Wahrscheinlichkelt der Gewinnung von CNTF-Klonen zu haben.
Genlgend doppelstringige komplementire DNA werden synthetisiert, wie von Gubler und Hoffman, 1983, Gene 25, S, 263,
beschrieben, und in den Lambda-gem2-Vektor (Promega Biotech) entsprechend Palazzolo und Meyerowitz, 1987, Gene 52,
S.197, inserlert.

Klone, die Kaninchen-SN-CNTF kodieren, werden durch Hybridisierung rekombinanter Phagen-Plaques, wie oben beschrieben,
identifiziert, Die Identitéit der Klone wird verifiziert durch Bestimmung der Nucleotidsequenzen, um die Ubereinstimmung mit
der gesamten bekannten Proteinsequenz zu ermitteln. Es werden Screenings der cDNA-Bank des menschlichen Hiiftnervs mit
aufallsvorbereiteten (randomly primed) Kaninchen-SN-CNTF-cDNA-Sonden {Feinberg und Vogestein, 1983, Anal. Biochem. 132,
S.6) durchgefithrt, was ein zuverléssigeres Verfahren 2um Nachweis von Quer-Spezies-Hybridisierung darstellt als die
Verwendung kleinerer Oligonucleotide, die zum Screenen der Kaninchen-cDNA-Banken benutzt werden. Die Polymerase-
Kettenreaktion (PKR) (Saiki et al., 1988, Science 239, S.487) wurde verwendet zur Verstérkung von DNA-Fragmenten, die
Kaninchen-CNTF-Aminosiuresequenzen entsprechen. Solche DNA-Fragmente wurden verstérkt aus genomischen DNA von
Mensch und Kaninchen und aus cDNA des Kaninchen-Hiftnervs und des Sympathicusganglions. Die verstirkten DNA-
Fragmente wurden subkloniert und mittels Standardverfahren {(Maniatis et al., 1982, Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor, New York,) sequenziert.

Die durch PKR gewonnenen DNA-Fragmente wurden auch als Sonden benutzt, um eine Kaninchen-Hoftnerv-cDNA-Bank und
eine genomische DNA-Bank des Menschen zu screenen, Ein positiver Kaninchen-cDNA-Klon und positive menschliche
genomische Klone wurden gereinigt und partiell sequenziert, Die Sequenz des offenen Leserasters, die der kodierenden (mRNA-
tquivalenten) Sequenzfiir den Kaninchen- oder Human-CNTF entsprach, bestétigte die Sequenz der DNA-Fragmente der mittels
PKR gewonnenen kodierenden Region. Die resultierenden kodlerenden Sequenzen fir Kaninchen- und Menschen-CNTF sind in
den Abb. 11 baw, 12 angegeben.

Teile der aus dem Kaninchen-SN-CNTF erhaltenen Aminos#uresequenz wurden umkehrtranslatiert in die degerterierten
Oligonucleotide #'s 1, 13, 7 und 12 und deren Komplemente #'s3, 14, 8 und 17. Die Aminos#uresequenz (oben) und die
Lokalisierung und Numerierung der entsprechenden sinn- und gegensinndegenerierten Oligonucleotide (darunter) werden wie
folgt angegeben:

Y-V-K-H-Q-G-L-N-K-N-I-N-L-D-S~V-D-G-V-P-M-A

(5') sss2fenssnse s343138000s sreasereee (3')

(3') eese3e2080s *serfdeeens ssseeBeerss (§)
K-L-W-G-L-K-V-L-Q-E-L-S

(5') #e2e1200294(3')

(3') #e44170000¢(5")

Die Nucleotidsequenz der Sinr.version jedes der degenerierten Oligonucleotide wird wie folgt angegeben (hierbei entspricht N
jedem Nucleotid):

#1 5"-TA(T/C) GTN AA (A/G) CA(T/C) CA(A/G) GG-3'

#13  6-AA(T/C)AA(A/G) AA(T/C) AT(A/T/C) AA(T/C){C/T)T-3'
#7 5'-GA{T/C) GGN GTN CCNATG GC-3'

#12A  5"-AA(A/G)TT(A/G) TGG GGN TT(A/G) AA-3'

#12B  5-AA(A/G)TT(A/G) TGG GGN CTN AA-3'

#12C  5"-AA(A/G)CTN TGG GGN TT(A/G) AA-3'

#12C  5-AA(A/G)CTNTGG GGNCTNAA-3'
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Separate Polymerase-Kettenreaktionen wurden unter Verwendung von genomischen DNA von Menschen oder Kaninchen als
Matrize und Oligonucleotide #'s 1 und 8 oder #'s 1 und 17 als Primer durchgefiihrt, um die entsprechenden Bereiche der
Menschen- und Kaninchen-CNTF-Gene zu verstéirken. Southern-Blots der Reaktionsprodukte (sundiert mit radioaktiv markiertem
Oligonucleotid #13) lieBen die Existenz markierter Banden in elner GréRe von ca. 66 Basenpaaren {#'s 1 und 8) und ca.

366 Basenpaaren (#'s 1 und 17) erkennen.

Die gleichen PKR-Reaktionen, die oben beschrieben wurden, wurden mittels cONA durchgefilhrt, die entweder aus Kaninchen-
Huftnerv-mRNA oder Kaninchen-Sympathicus-Ganglion-mRNA préipariert worden waren, Die RNA wurde aus Kaninchen-
Huftnerven oder -Sympathicusganglien prépariert und tiber eine Oligo-dT-S#ule geleitet, um fiir Messenger-RNA (mRNA) zu
selektieren, wie oben beschrieben. Eine komplementire DNA (cDNA) wurds mit Umkehrtranskriptase pripariert, wobel die
mRNA als Matrize und die Oligo-dT als Primer benutzt wurden. Wenn die PKR durchgefihrt wurde unter Verwendung jeder
cDNA als Matrize und jedes Oligonucleotids #'s 1 und 8 oder #'s 1 und 17 als Primer, wurden Fragmente verstirkt, die die gleiche
Sequenzhatten wie die, die aus der Kaninchen-Genom-DNA verstirkt worden waren (Abb, 11), Dies deutet darauf hin, daB esim
proteinkodierenden Bereich des CNTF-Gens zwischen den Oligonucleotiden #'s 1 und 17 keine Intervening-Sequenzen {introns)
gibt,

Um mehr von der kodierenden {mit der Messenger-RNA dquivalenten) Sequenz fir Kaninchen-CNTF zu erhalten, wurde eine
ausiitzliche Strategie angewandt: .

Mittels Kaninchen-Huftnerv-mRNA als Matrize und eines Oligo-dt/Not-I-Linkeradapters als Primer wurden doppelstréngige
cDNA priiparlert. AnschlieBend wurde durch Ligation stumpfer Enden dem S'-Ende der doppaelstréngigen cDNA ein EcoRI/Xmnl-
Linkeradapter (6'-AATTCGAACCCCTTCG-3') hinzugefiigt {Maniatis et al., ibid.). Mittels dieser cDNA als Matrize und
Oligonucleotiden #8- sowie EcoRI/Xml-Linkeradapter als Primer wurde die Polymerase-Kettenreaktion durchgefihrt, Ein
Southern-Blot der Reaktionsprodukte (mit radioaktiv markiertem Oligonucleotid #13 sondiert) lie die Existenz einer markierten
Bande mit einer GrdBe von etwa 200 Basenpaaren erkennen.

Um cDNA-Klone fUr den Kaninchen-CNTF zu erhalten, wurde eine cDNA-Bank aus Kaninchen-Huftnerv-Poly{A)+mRNA
prépariert, wobei die oben beschriebenen Verfahren angewandtwurden mit der Ausnahme, daR anstelle des Lambda-gem2ein
Lambda-gt10-Vektor (Stratigene) verwendet wurde. 4 x 10° Plaques dieser Bank wurden einem Screening unterworfen, wobei
eine Sonde verwendet wurde, die préipariert worden war durch Zufallsmarklerung eines M13-Subklons eines PKR-Fragments,
das aus Kaninchen-Sympathicusganglion-cDNA als Matrize sowie Oligos #8-und EcoRl/Xmnl-Linkeradapter als Primer (s. 0.}
gewonnen wurde, Das Einzelprimérpositiv wurde dusch einen Tertilirscreen plaque-gereinigt. Nach AufschlieBung mit EcoRI
ergab die DNA aus diesem Kion 3 Fragmente zuséitzlich zu den Lambda-Abzweigungen: ca. 2,0, 1,5 und 0,6kb in der L#nge. Durch
Southern-Blot-Analyse wurde nachgewiesen, daB sich das 1,5-kb-Fragment hybridisiert mit anderen CNTF-spezifischen
Oligonucleotiden und PKR-Fragmenten, auf die oben verwiesen wurde. Die DNA-Sequenz dieses 1,5-kb-cDNA-Fragments legte
fest, daB sie die gesamte kodierende Sequenz fiir Kaninchen-CNTF enthielt (Abb, 11),

Um genomische DNA-Klone filr menschlichen CNTF zu erhalten, wurden etwa 3 x 10° Plaques einer menschlichen genomischen
DNA-Bankim Vektor Lambda LMBL3 einem Screening unterworfen; dazu wurde eine Sonde verwendet, die prépariert worden
war durch Zufallsmarkierung eines M 13-Subklons elnes PKR-Fragments, das aus einer menschlichen genomischen DNA als
Matrize und aus Oligos #1 und #17 als Primer (s. 0.) gewonnen wurde. Sechs der Primérpositive wurden durch anschlieSendes
Screenen plaque-gereinigt, und es wurde festgestellt, daB sie zu zusitzlichen CNTF-spezifischen Oligonucleotiden und PKR-
Fragmenten hybridisieren. Ein 0,6-kb-Bam-HI-Restriktionsfragment aus einem der Klone, die 2u Oligo#13 hybridisiersn, wurde
suvkloniert in Bam-HI-Schnitt-M13mp19 und sequenziert.

Die DNA-Sequenzen der durch PKR aus Kaninchenmaterial vom Kaninchen-cDNA-Klon gewonnenes Fragmente wurden
kombiniert auf der Basis von Bereichen einer Gberlappenden Sequenz, um die in Abb. 11 dargestellte klonierende (mRNA-
dquivalente) Sequenz fiir Kaninchen-SN-CNTF zu ergeben, Die DNA-Sequenzen der durch PKR aus menschlichen genomischen
DNA und aus menschlichen genomischen Klonen gewonnenen Fragmente wurden kombiniert auf der Basis von Bereichen einer
{iberlappenden Sequenz, um die in Abb. 12 dargestelite kodierende Sequenz fiir menschliche SN-CNTF zu ergeben. Die
Kaninchen- und Menschen-Nucleinséuresequenzen filr CNTF sind zu ca, 89% identisch {Abb. 12), was darauf hindeutet, daB die
Kaninchen- und Menschen-Sequenzen von homologen Genen herrilhren, die CNTF kodieren. Wie in Abb. 11 gezeigt, werden
Teile der Nucleinstiuresequenz fiir Kaninchen-CNTF durch die aus gereinigten SN-CNTF gewonnenen und in frihbren Belspielan
genannten Aminoséuresequenzen bestitigt, )

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde mittels der oben beschriebenen Matrizen und Primer durchgefiihrt, Das Programm fir die
Reaktionen bestand in folgendem:

Denaturierungszyklus, 1 min bei 95°C; Glithzyklus, 1,5min bei 40°C, und Dehnungszyklus, 4min bei 72°C. Die Reaktion wurde fiir
30 Zyklen durchgefiihrt, Die Reaktionsprodukte wurden iiber 2%ige Agarosegele elektrophoretisch behandelt und auf Zeta-Bind-
Membranen (BioRad, Richmond, CA) zum Southern-Blotting transferiert, Um die verstirkten Teile der CNTF-kodierenden
Sequenzzu identifizieren, wurden die Southern-Blots mit einem radioaktiv markierten Oligonucleotid #13 sondiert, das, wie aus
der CNTF-Proteinsequenz bekannt ist, zwischen den Oligonucleotiden liegt, die zur Vorbereitung der Reaktion verwendet
werden. Die nach dem Southern-Blotting gswonnenen Bande wurden von den Originalgelen abgeschnitten und zur Klonierung
durch Reparatur der Enden mit dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase (New England Biolabs, Beverly, MA) in Gegenwart
aller 4dNTPs und durch Kinasierung der DNA mit T4-Polynucleotid-Kinase (US Biochemical Corp., Cleveland, OH) und AT®
préipariert, Die geeigneten DNA-Stilcke wurden dann in den M13mp10-Smal-Schnitt-Vektor subkloniert {dephosphoryliert, im
Handel erhéiltlich bei Amersham Corp., Arlington Helghts, IL). Die rekombinanten Phagen, die das interessierende Fragment
enthalten, wurden durch das Screening-Verfahren nach Benton & Davis (Science, 196 (1977], S.180) unter Verwendung des
radioaktiv marklerten Oligonucleotids 13 als Sonde identifiziert. Diese rekombinanten Klone wurden solange vermehrt, bis man
geniigende Mengen einzelstréingiger DNA zur Sequenzierung erhielt, und dann mittels Didesoxy-Kettenterminationsverfahren’
{Sanger et al., ibid.) sequenziert. Die Hybridisierungsbedingungen beim Einsatz langer, zufallsmarkierter DNA-Sonden waren
5X SSCP, 2x Denhardt's, 2mM EDTA, 0,05%-Natriumpyrophosphat, 0,1 %-Natriumdodecylsulfat (SDS), 250 ug/ml|
Heringssperma-DNA (unspezifischer Konkurrent), pH8,0. Die Hybridisierung wurde bei 65°C durchgefiihrt, und FlieBpapiere
oder Filter wurden bei 65°C in 0,1 x SSCP und 0,1%-SDS gewaschen. Die Hybridisierungsbedingungen fiir kiirzere
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Oligonucleotidsonden waren 6x SSCP, 2x Denhardt's, 2mM EDTA, 0,06%-Natriumpyrophosphat, 0,1%-SDS, 100ug/mi Hefe-
tRNA (unspezifischer Konkurrent), pH = 8,0, Die Hybridislerungstemperatur und die Bedingungen fiir das Waschen von
FlieBpapler und Filtern wurden einzeln auf den GC-Gehalt jedes Oligonucleotids eingestelit (Maniatis et al., ibid.).

Belsple! 5

Expression von Genen, die SN-CNTF in tierischen Zellen codierer.

Die SN-CNTF-Expression in tierischen Zellen macht folgende Schritte erforderlich:

a) Konstruktion eines Expressionsvektors; ’ .
b) Wahl einer Wirtszellinie;

¢) EinfOhrung des Expressionsvektors in Wirtszellen und

d) Manipulierung rekombinanter Wirtszellen 2ur Erhhung der SN-CNTF-Expressionsniveaus.

(a) Die zur Verwendung in tierischen Zellen vorgesehenen SN-CNTF-Expressionsvektoren kdnnen verschiedene Typen
umfassen, darunter stark konstitutive Expressionskonstrukte, induzierbare Genkonstrukte sowle diejenigen Typen, die fiir die
Expression in besonderen Zelltypen vorgesehen sind. In allen Féllen sind Promotoren und andere Genregulationsbersiche, wie
2.B. Verstérker (induzierbar oder nicht) und Polyadenylierungssignale an die geeignete Stelle hinsichtlich der cDNA-Sequenzen
in Vektoren auf Plasmidbasis gebracht, Es folgen 2 Beisplele solcher Konstrukte: (1) Ein Konstrukt unter Verwendung einer stark
konstitutiven Promotarregion sollte horgestelit werden unter Benutzung der Affenvirus-40{SV40)-Genkontrollsignale in eine
Anordnung, wie sie 2.B. in dem von Gorman et al. in Mol. Cel. Biol. 2 {1982), S.1044-1051, (hier gesonderte Literaturangabe)
beschriebenen Plasmid pSV2CAT festgestelit wurde. Dleses Plasmid sollte in der Welse manipuliert werden, daB es die SN-
CNTF-cDNA durch die chloramphenicolacetyltransferase(CAT)codierenden Sequenzen unter Benutzung biologischer
Standardmolekulartechniken ersetzt {Maniatis et al., 5.0.). {2) Unter Nutzung des Plasmids PMK, das die Maus-
Metallothionein{MT-1)-Promotorregion enthit {Brinster et al., Cell 27 [1981), S.228-231), sollte ein induzierbares Genkonstrukt
hergestellt werden, Dieses Plasmid kann als Startermaterial verwendet und solite manipuliert werden, um ein
metallinduzierbares Genkonstrukt zu liefern.

(b) Eine Reihe von Tierzellinien sollte zur SN-CNTF-Expression unter Benutzung der oben beschriebenen Vektoren 2ur
Erzeugung aktiven Prote.ns verwendet werden, Zwei potentielle Zellinien, die bezilglich ihrer Féhigkeit, eine
Fremdgenexpression zu férdern, ausreichend charakterisiert wurden, sind Maus-Ltk™- und CHO-dhfr"-Zellen, obwohl sich die
Expression des SN-CNTF nicht auf diese Zellen beschrénkt, .

Zu den tierischen Zellinien, die zusétzlich zu den obenerwihnten zur Expression verwendet werden kénnen, gehéren die
Affennierenzelle COS-7, die fiir eine voriibergehende Expression von Nutzen Ist, und die Menschenembryo-Nierenzelle 293,

(¢} Indiese Zellinien sollten unter Anwendung einer Reihe von Gentransfertechniken Vektor-DNA eingefiihrt werden. Die hier
angewandte Methode involviert die von S.L.Graham und A.S. van der Eb (Virology 52 [1973), S.456-467) beschriebene
Calciumphosphat-DNA-Féllungstechnik, bei der der Expressionsvektor flir SN-CNTF mitgefélit wird mit einem zweiten
Expressionsvektor, der einen selektierbaren Marker kodiert, Im Falle der Ltk™-Zelltransfektion ist der selektierbare Marker ein
Thymidinkinasegen, und die Selektion erfolgt so, wie von Wigler et al. in Cell 16 (1979), S. 777-785, beschrieben; im Falle von
CHO-dhfr~-Zellen st der selektierbare Marker die Dihydrofolatreduktase (DHFR), deren Selektion nach der Beschrelbung von
Ringold et al. {J. Mol. App. Genat. 1 [1981}, S.165-175) erfoigt.

{d) Zellen, die die SN-CNTF-Genkonstrukte exprimieren, sollten dann unter Bedingungen vermehrt werden, die die Héhe der
SN-CNTF-Produktion steigern. Zellen, die Triiger der Metallothioneinpromotorkonstrukte sind, kénnen nun vermehrt werden in
Gegenwart von Schwermetallen, wie Kadmium, was zu siner 5fach erh8hten Nutzung des MT-1-Promotors (Mayo et al., Cell 29,
$.99-108) fiihrt; dies wiederum fiihrt zu einer vergleichbaren Erhéhung des SN-CNTF-Proteingehalts. Zellen, die SN-CNTF-
Exprassionsvektoren {entweder auf SV40- oder MT-1-Basis) und dazu einen DHFR-Expressionsvektor enthalten, kénnen
aufgrund des von Ringold et al. {J. Mol. App. Genet. 1 [1981), S.165; 175) beschriebenen Genverstirkungsprotokolls unter
Verwendung von Methotrexat, einem kompetitiven Antagonisten der DHFR, verwendet werden. Dies fiihrt 2u mehr Kopien derin
den Zellen vorhandenen DHFR-Gene und gleichzeitig zu mehr Kopien der SN-CNTF-Gene, dies wiederum kann zu mehr SN-
CNTF-Protein filhren, das von den Zellen produziert wird.

Ein zusétzlicher Expressionsvektor, pPCMVXVPL2, wurde zur vorilbergehenden Expression der codierenden Sequenz fiir
Kaninchen-CNTF in COS-7-Zellen verwendet. Dieser Plasmid-Vektor enthélt den unmittelbaren friihen Promotor und Verstérker
des Zytomegalovirus (CMV), wie von Boshard und al. (Cell, 41 [1985], S.521-530) beschrieben. Dieses Plasmid kann konstruiert
werden, wie in Abb. 13 dargestellt. Das Polyadenylierungssignal wird durch die Affenvirus-40(SV40)-Sequenzen
(Kartenkoordinaten 2689-2452; s. Reddy et al., Science 200 {1978], S.494-502) geliefert. Die SV 40-Herkunft der Replikation istin
diesem Plasmid mitenthalten, um dessen Verwendung in COS-Zellen fir Tests voriibergehender Expression zu erleichtern.
Der Kaninchen-SN-CNTF wurde in COS-7-Zellen wie folgt voriibergehend exprimiert, Das 1,5-kb-Eco-RI-Restriktionsfragment
eines Kaninchen-Hiiftnerv-cDNA-Klons, das den gesamten codierenden Bereich fiir Kaninchen-SN-CNTF enthélt (Beisplel 4),
wurde in den Eco-RI-Schnitt-Expressionsvektor pCMVXVPL2 subkloniert, Es wurde ein Einzelklon selektiert, der nach
AufschlieBung mit Sacl und Bam HI Restriktionsfragmente von der GréBenordnung ergab, die vorausgesagt wurde fiir die
Insertion des 1,5-kb-Fragments in den Vektor in der korrekten Qrientierung fiir eine CNTF-Exprassion, Die Plasmid-DNA aus
diesem Konstrukt wurde mit Hilfe des alkalischen Lyseverfahrens mit anschlieBender CsCl-Dichtezentrifugisrung prépariert .
(Maniatis et al, ibid.). Diese DNA wurde mit Hilfe der Methode von Sompayrac und Danna (Proc. Natl, Acad. Sci. USA 78 [1981),
S.7675-7678) in COS-7-Zellen transfektiert. Als Kontrolle wurden &quivalente COS-Zellkulturen mit Plasmidvektor-DNA ohne
Insert transfektiert.

48 Stunden nach der Transfektion wurden die dariiberliegenden Medium- und Zellpellets geerntet. Die Zellpellets wurden durch
kurze Beschallung auf Eis in 20mM Natriumphosphat, pH = 8,7, mit einem Gehalt von 1mM EDTA, 0,1 mM PMSF und 0,1 pM

. Pepstatin extrahiert. Rethenverdlinnungen des Zellextrakts und des dariiberliegenden Mediums aus jeder Kultur wurden im
Ziliarganglion-Uberlebenstest auf Aktivitat analysiert.
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Die Zellextrakte aus Kulturen, die mit einem Vektor transfektiert wurden, der das CNTF-cDNA-Fragment enthielt, hatten einen
Titervon ca, 16000 TU/mlim Tierversuch und etwa 60ng/ml CNTF, wie durch Western-Blot-Analyse bestimmt wurde. Weder die
Zellextrakte aus vektortransfektierten Kulturen allein noch das darberliegende Medium aus beliebigen Kulturen wiesen eine
nachwelsbare Bioaktivitit oder CNTF-Protein aufgrund einer Western-Blot-Analyse auf. Dieses Ergebnis bewelst eindeutig, daR
die von uns klonierte CNTF-cDNA ein Protein mit der erwarteten Bioaktivitit des echten SN-CNTF codlert.

Belsplel 6

Reinigung des SN-CNTF von rekombinanten tlerischen Zellen i .

Da angenommen wird, daB der SN-CNTF durch Zellen wie natlirliches Material synthetisiert wird, wird erwartet, daR die
obenbeschriebenen Methoden zur Reinigung des natlrlichen Proteins eine &hnliche Reinigung und Charakterisierung des
rekombinanten Proteins erlauben.

Es wird den Fachleuten klar werden, daR in den Verfahren und Produkten der vorliegenden Erfindung verschiedene
Modifizierungen und énderungen vorgenommen werden kénnen, So Ist vorgesehen, da die vorlisgende Erfindung die
Modifizierungen und Anderungen dieser Erfindung umfaBt, vorausgesetzt, sie fallen in den Bereich der beigefiigten Ansprliche
und deren Aquivalente. Auch der Terminus SN-CNTF soll alle Spezies-Urspriinge umfassen, sofern dem Terminus kein
spezifischer Spezies-Ursprung unmittelbar vorausgeht. .

Beisplel 7

Produktion rekombinanter menschiicher CNTF .

Als eine Ausfilhrungsform der vorliegenden Erfindung wurde ein System zur Produktion rekombinanter menschlicher CNTF
beim Bakterlum Escherichia coli aufgestellt, Es wurden zwel alternative Methoden zur Konstruktion der zu exprimierenden DNA
undzwei unterschiedliche Expressionsvektoren verwendet. Alle diese verschiedenen Expressionssysteme produzieren 1stiches
CNTF-Protein mit hoher Ausbeute, das in Bakterienzellextrakt biologisch aktiv ist. Die Methoden zur Aufstellung dieser
Produktionssysteme werden weéiter unten beschrieben. Achten Sis bitte im folgenden darauf, da sich die Position eines in
Klammern angegebenen Merkmals (z. B. (233]) auf die Zahl der Basen bezieht, wo das Merkmal stromabwiirts vom A [1] im
Ausgangs-ATG-Codon in der menschlichen codlerenden Sequenz fiir den CNTF beginnt (Abb, 12),

1. Préparierung von DNA zur CNTF-Expression

Stratagle 1 fiir die Konstruktion des 5'-Endes (Abb,14)

Der menschliche genomische DNA-Klon filr den CNTF im Phagen-Lambda-EMBL 3 aus dem Beispiel 4 wurde mit den
Restriktionsenzymen Sall und Hindlll aufgeschlossen. Das 4,3-kb-Fragment wurde gelgereinigt; es enthielt die CNTF-
codierenden Sequenz stromaufwiirts der Hind-lIl-Stelle [233}. Dieses 4,3-kb-Fragment enthilt auch ein einzelnes, ca. 1,3-kb-
Intron [114-115] in der codierenden Sequenz. Um eine Expression in Bakterienzellen zu erméglichen, wurde das Intron durch
ortsspezifische Mutagenese in vitro unter Verwendung eines synthetischen Oligonucleotids entfernt, wie von J.A.McClary,
F.Whitney, J. Geisselsoder (1989), Biotechniques, 7, S.282-289, beschrieben.

A. Intron-Deletlon durch ortsspezifische Mutagenese mittels Phagemlid-Vektor und genetischer Selektion

Die ortsspezifische Mutagenese wurde durchgefiihrt, um das ca. 1,3-kb-Intron in dem in einem Phagemid-Vektor (Bluescript
SK M13(-) Stretagene)subklonierten 4,3-kb-Sal-I/Hind-lI-DNA-Fragment zu deletieren. Dieser Vektor wurde gewshit, weil er die
grofe GréRe (ca. 4,3kb) des Sall/Hind-lll-Inserts akzeptieren kann. Phagemid-Vektoren sind Plasmid-Vektoren, die die
intergenische Region des Bakteriophagen 1 enthalten, die die Rettung als einzelstringige DNA erméglicht, Darliber hinaus
haben Phagemidvektoren eine Relhe von Vorzilgen gegeniiber einzelstringigen M 13-Bakteriophagenvektoren. Da die
Phagemide weniger als halb so groB sind wie die M 13-Vektoren und Inserts mit GréBen unter ca, 2,3kb bevorzugen, kénnen
groBere Inserts leichter in Phagemide subkloniert werden und sind die Chancen spontaner Deletionen verringert. Ein weitarer
Vorzug der Phagemide besteht darin, daB die Inserts direkt aus doppelstréingigen, supergeknéulten DNA sequenziert werden
kdnnen und damit d- ;en Charakterisierung vereinfachen, Die Mutagenese wurde durchgefilhrt mittels Muta-Gene-In-Vitro-
Mutagenese-Ausriistung von BioRad. Die Wirtszelle zur Matrizenpréparation fir die Mutagenese st der E.-coli-3tamm CJ 236
{Genotyp: dut, ung, thi, rel A1, pCJ 105 [cap']). CJ 236 fiihrt einen F'-Faktor mit sich, der durch Chleramphenicol selektierbar ist
und somit eine Rettung der einzelstréngigen Phagemid-DNA mittels eines geeigneten Helfer-Phagen R408 ermdglicht, der in der
vorliegenden Untersuchung verwendet wird. Die gerettete sinzelstréngige Phagemid-DNA ist teilweise durch Uracil substituiert
aufgrund der dut-(dUTPase)- und ung (Uracil-N-Glykosylase)-Mutationen in CJ 236, Die Matrizen-DNA, die durch Uracil
substituiert und zur Mutagenese verwendet wurde, wird selektiv vernichtet, wenn sie in Wirtszellen transformiert wird, die
Wildtyp-ung-Locl enthalten, wie z.B, DH6a in diesem Falls, und somit eine bevorzugte Replikation der neu synthetisierten
mutierten DNA erméglichen.

Um die Mutagenese durchzufiihren, wurde das gelgereinigte 4,3-kb-Sall/Hindill-Fragment zu Sall/Hindlll-aufgeschlossenem
und gelgereinigtem Bluescript SK M13(-) ligiert. Die ligierte DNA wurde eingefiihrt in CJ 236, das kompetent gemacht wurde
durch die Methode von Kanahan (beschrieben in J, Mol Biol. 166 [1983), S.557). Auf Platten, die 50 1g/ml Ampicillin (zur
Selektion fiir das Phagemid) und 30ug/ml Chloramphenicol (zur Selektion fiir die Retention des F'-Faktors) enthielten, wurden
Transformanten selektiert, Die Transformanten wurden durch Restriktionssnzymanalyse der Transformanten-DNAs auf das
Vorhandensein des korrekten Inserts kontrolliert. Ein Transformant, der das korrekte Insert (pSHM-D19), aufwies, wurde im
anschlieBenden Mutageneseversuch verwendet.

Eine einzelstréngige Matrize aus pSHM-D19 wurde mittels Phage-R408 als Helferphaga gerettet. pSHM-D19-haltiges CJ 236
wurde in Luria-Briihe vermehrt, die Ampicillin (50pg/ml) und Chioramphenicol {30 1g/ml) zu cinem Agg von ca. 0,3 enthielt. Die
Zellen wurden infiziert mit R408-Helferphage mit einer Infektionsvielf4ltigkeit von 20 und dann bei 37°C 8-14h geschilttelt. Aus
den geretteten Phagemiden wurde eine einzelstringige Matrize extrahiert.

Mittels 71-Basen-Oligonucleotid (Oligonucleotid 1 in Abb. 16) wurde eine ortsspezifische Introndeletion-Mutagenese
durchgefithrt, Das Oligonucleotid 1 weist die Basen 130 auf, die dem codierenden Strang unmittelbar stromabwirts (3') des aus
der genomischen CNTF-DNA zu deletierenden Introns komplementir sind, und es enthéit die Basen 31-71, die dem codierenden
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Strang unmittelbar stromaufwiirts (6') das aus der genomischen CNTF-DNA zu deletierenden Introns komplementér sind. Filr
den Einsatz bel Mutagenesereaktionen wurde das Oligonucleotid mittels T4-Polynucleotidkinase phosphoryliert.
Mutagenesereaktionen mittels BioRad-Muta-Gene-Ausriistung wurden nach den Angaben des Herstellers ausgefihrt mit der
Ausnahme, daf die DNA aus Mutagenesereaktionen zur Transformation von E.-coli-Stamm-DH5a verwendet wurde. Die
Deletionsmutanter wurden charakterisiert durch Restriktionsenzymkartierung der DNAs und DNA-Sequenzierung von
doppelstréingigen L NAs aus Mutanten mit den gesigneten Restriktionskarten. Die pM~N-2a war eine korrekt deletierte intronlose
Mutante Im Bluescript-Phagemid.

B. Rekonstruktion des 5'-Endes des CNTF-Gens flr die Expression

Das 5'-Ende der CNTF-codiereniden Sequanz wurde rekonstrulert, um bestimmte Anderungen vorzunehmen, die die
Aminosuresequenz, filr die codiert wird, nicht verindern, die aber die Expressionslelstung bei Bakterien wahrscheinlich
-arhdhen, Die partiell iberlagernden komplementéren Oligonucleotide 2 und 3 (Abb. 16) wurden synthetisiert, gelgereinigt und
annealed. Das Oligonucleotid 2 kodiert filr die im menschlichen CNTF stromaufwiirts der Nhe-l-Stelle [66] vorhandene
Aminos#ure. Die codierende Sequenz des Oligonucleotids 2 enthéltverschiedene Basen, die sich von denim menschlichen Gen
vorhandenen unterscheiden {vgl. Abb. 12 und 16). Diese Anderungen wurden entweder vorgenommen, um die Nutzung des
menschlichan Codons in die vorzugsweise durch E. coli erfolgte Nutzung zu vertindern (nach deBoer und Kastelein in From Gene
to Protein: Steps Dictating the Maximal Level of Gene Expression (Vom Gen zum Protein: Schritte, die das héchste Niveau der
Genexpression diktieren) (1986}; Davis und Resnikoff, Hrsg,, S.226-283, Butterworths, NY), oder um eine Bgl-1l-Stelle zu
erzeugen {Abb, 16), die in die Sequenz zur Erleichterung spéterer genetischer Manipulationen eingesetzt wird, Das
Oligonucleotid 2 codlert auch fir einen Translationskoppler in Richtung auf das 5'-Ende (Abb. 16) zur Férderung einer effektiven
Translation. Die annealten Oligonucleotide 2 und 3 weisen einen Bam-HI- Uberhang am 6°Ende und einen Nhe-l-Uberhang am
3'Ende zur Erleichterung einer spiteren Ligation und Clonierung auf {Abb. 14 und 18). Eine Untersuchung des Restriktionsenzyms
der DNA-Sequenz des menschlichen CNTF-Gens lieB eine einzige Nhe-l-Erkennungssequenz (66} erkennen (Abb. 12). Daher
wurden die Oligonucleotide 2 und 3 mit einem Nhe-l-Uberhang entworfen, um diesem eine Verbindung mit dem restlichen
3'Fragmant des Gens nach AufschlieBung mit Nhel zu erméglichen.

C. Verbindung der Oligonucleotide 2 und 3 mit den Introndeletierten codlierenden Sequenzen

Die Oligonucleotide 2 und 3, die das umgebaute Aminoterminal des CNTF-Gens enthalten, wurden zusammentemperiert und

zum Nhe-l-Schnitt-pMCN-2a ligiert. Die ligierte DNA wurde dann mit Bam Hl und Hind 1ll aufgeschlossen, um das als CNTF-Syn1
bezeichnete DNA-Fragment freizusetzen, das die DNA-Sequenzen enthilt, die filr eine Expression in E. coli und eine Codierung

des menschlichen CNTF stromaufwiists der Hind-1ll-Stelle 233 geeignet sind.

Strategie 2 zur Konstruktion des 5'Endes (Abb. 15)

Es wurde eine alternative Strategie durchgefiihrt, in welcher das Intron nicht durch eine ortsspezifi sche Mutagenese entfernt
wurde, sondern es wurde vielmehr eine vdllig synthetische DNA-Sequenz prépariert, die fir den CNTF stromaufwiirts der
Hind-lil- Stelle [233] codiert, aber ochne das Intron. Um dieses synthetische DNA-Konstrukt zu bilden, wurden die Oligonucleotide
5 bis 10 in Abb, 17 synthetisiert. Die folgenden Oligonucleotide waren dazu bestimmt, teilweise {iberlappende doppelstréngige
Paare zu bilden: 5 & 6,7 & 8,9 & 10. Jedes doppelstréngige Paar enthilt einzelstringige Uberh#inge, die dazu vorgesehen sind,
eine Zusammenbindung in der Anordnung 6 & 6 -7 & 8 ~ 9 & 10 zu ermdglichen. Die Oligonucleotide wurden gelgereinigt,
getempert und zusammenliglert in ein einzelnes 261-Basenpaar-Doppelstrang-DNA-Oligonucleotid mit der Bezelchnung
CNTF-Syn2. Diese synthetische DNA enthielt auch: (1) verinderte Codons zur Anpassung an E. coli-
Codonnutzungsbevorzugungen (vgl. Abb.12 und 18); (2) den oben verwendeten 5'Translationskoppler (Abb, 16 und 17); (3)
einen 5'Bam-H!-Uberhang und einen 3'Hind-ili-Uberhang zur Erleichterung der Ligation und Clonierung {Abb. 17).

Préparation des 3'Endes des Expressionskonstrukts (Abb, 14 und 15)

Der menschliche genomische DNA-CNTF-Klon im Phage-Lambda-EMB aus Belsplel 4 wurde mit dem Restriktionsenzym Hind ill
zerschnitten und ein 2,1-kb-Fragment wurde gelgereinigt, es enthielt die CNTF-codierenden Sequenzen stromabwirts der
Hind-l}l-Stelle 233. Dieses 2,1-kb-Fragment wurde in Hind-lll-Schnitt-Plasmid pEMBL 8 kloniert (Dente et al., Nucleic Acids Res. 11
[1983), S.1645). Eine Spe-I-Stelle 613 wurde inseriert in die 2,1 kb-Insert-DNA durch oligonucleotidgelonkte Mutagenese 13
Basenpaare stromabwiirts des Stoppcodons, das die CNTF-Se.;uenz mittels des synthetischen Oligonucleotids 4 abschlieft
(Abb. 16). Das mutierte Plasmid wurde mittels Hind lil und Spe | zerschnitten, urn das stromabwiirts codierende Fragment
frelzusetzen, das gelgereinigt wurde und CNTF-Syn3 genanntwird (es enthélt die codierenden Sequenzen fiir den menschlichen
CNTF stromabwirts der Hind-lll-Stelle {233].

Préparation des vollstdndigen Expressionskonstrukts

CNTF-Syn1 wurde an CNTF-Syn3 ligiert, um CNTF-Syn1/3 zu erzeugen (Abb. 14), und CNTF-Syn2 wurde an CNTF-Syna3 ligiert,
zwecks Produktion von CNTF-Syn2/3 (Abb. 15), um zwei alternative DNA-Fragmente zu konstruiéren, von denen jedes fiir
menschliches CNTF codiert und geeignete Modifizierungen der DNA-Sequenz aufwalst, um eine effiziente Expression in E. coli
z2u férdern, Diese DNA-Fragments wurden dann in E. coli exprimiert, nachdem sle subkloniert worden waren in: (A) einen
Bakterienexpressionsvektor pT5T auf der Basis des T7-Phage-Promotors oder (B) einen Bakterienexpressionsvektor pT3X|-2 auf
der Basis eines Hybridlaktose- und Tryptophan-Operon-Promotors {,Tac').
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2, Exprassionvon CNTF mittels eines Expressionsvektors auf der Baels des »T7-Promotor“-Systems (Beziehen Sie sich bitte auf
Abb.17, was die Merkmale des Vektors betrifft):

A. Beschralbung des pT5T .

Der auf dem T7-Promotor basierende Expresslonsvektor pT6T ist im wesentlichen der gleiche wie der von Squires et al. {J, Biol,
Chem. 263 [1988], 16297-16302) beschriebene pJU1003 mit der Ausnahme, daR zwischen der einzigen Bgl-II-Stelle 6' bis zum
T7-Promotor und der CLa-l-Stelle, Im Tetracyclin-Resistenzgen eine kurze DNA-Strecke vorhanden ist, Die Sequenz dieser DNA
ist:

ATCGATGATA AGCT3TCAAA CATGAGAATT GAGCTCCCCG GAGATCCTTA GCGAAACCTA
Clal )
AGGATTTTTT TTAGATCT

Bglil

B, Konstruktion des vollstdndigen Expressionsvektors

Der gelgereinigte Vektor wurde mit BamHI- und Spel-Restriktionsenzymen iinearisiert. CNTF-Syn 1/3 wurde mit dem
linearisierten Vektor vermischt und liglert, um das Exgressionskonstrukt pT6Y.CNTF-Syn1/3 zu bilden (Zum allgemeinen
Entwurf der Vektor-Konstruktionen, Abb. 14),

C. Expression des rekombinanten menschlichen CNTF i, =, -2 .

PTET:CNTF-Syn1/3 wurde in den E.-coli-Stamm BL21(DE3) zur Expression transformiert. Dieser Stamm, der in Studier und
Moffat, J. Mol. Biol, 189 (1986), S. 113-130, beschrieben wurde, enthlt das T7-RNA-Polymerasegen unter der Kontrolle des
IPTG-induzierbaren lac-Promotors an einem nichtexzisierbaren lysogenen Lambda-Bakteriophagen. Von 10 gescreenten
Transformanten exprimierten zwel Klone, wie festgestelit wurde, eine IPTG-induzierbare Proteinwanderung bei einer relativen
Molekilmasse im CNTF-gesigneten Bereich (ca. 24 kD). Diese beiden Klonewurden als pT6T:CNTF-Syn1/3-5a und 5¢c bezeichnet.
Die DNA-Sequenzierung von pTET:CNTF-Syn1/3-5a und 5c bestétigte, daB die Sequenzen der Rekombinanten korrekt waren.
Ein hoher Expressionsgrad des rekombinanten CNTF wurde erreicht durch Vermehrung der Zellen in Lurla-Brithe mit 16pug/mi
Tetracyclin bis zu einer Zelldichte, die einem Agq von 0,5-0,8 entsprach. Die Zellen wurden 1,564 Stunden lang entweder ohne
IPTG (,uninduziert*) kultiviert, oder es wurde IPTG zu einer Endkonzentration von 1,0 mM (,induziert”) zugesetzt, IPTG
(Isopropyl-B-D-thiogalatopyranosid) ist ein Induktor des Lac-Operon, dessen Anwesenheit zu einer indirekten Aktivierung der
T7-Polymerase des Expressionsvektors und zu erhdhten CNTF-Expressionswerten fihren sollte.

D. Analyse des exprimierten Protoins mittels SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese mit anschlieRender Coomassie-A: Afarbung
oder Immun-Blotting :

Mittels Kurzzentrifugierung wurden Zellen geerntet und direkt in SDS-Polyacrylamidgel-Probenpuffer (0,026% Bromphenolblau,
10% Glycerol, 1% B-Mercaptoethanol, 2% SDS, 0,0625M Tris-HCI, pH = 6,8) geldst und 2min gekocht (Abb,20 und 21). In den
mit pT6T:CNTF-Syn1/3-5a transformierten und mit IPTG 2 Stunden lang induzierten Zellen (Bahn 5, Abb, 20) ist eine mit
Coomassie-Farbe dunkelgefdrbte Bande vorhanden, die an der von CNTF erwarteten Stelle verliuft (ca, 24kD). Wenn die Zellen
ohne IPTG vermehrt wurden (Bahn 4, Abb, 20), ist viel weniger von dieser Bande vorhanden, wie fiir ein Protein erwartet wird,
dessen Expression vom Lac-Operon gesteuert wird. Zellen, die mittels pT6T-Vektor ohne ein CNTF-Insert transformiert wurden,
weisen diese entweder induzierte (Bahn 3, Abb. 20) oder nichtinduzierte {(Bahn 2, Abb.20) Bande nicht auf. Bahn 1 enthélt -
Standards der relativen Molekilimasse.

Ein identisches SDS-Polyacrylamidgel wurde zu Nitrozellulose transferiert und einem Immun-Blotting mit affinitétsgereinigten
Antikérpern zum CNTF-Peptid A {(E~S-Y-V-K~H-Q~G-L~N-K~N) unterworfen. In den Zellen, die mit pTST:CNTF-Syn1/3-5a
transforrriertund mitIPTG 2hlang induziert wurden (Bahn 5, Abb. 21), gibt es eine dichte Bande, die von den affinitlitsgereinigten
Antikdrpern zum CNTF-Peptid A erkannt wird und an der Stelle verlduft, die vom CNTF erwartet wird {ca. 24kD), Wenn die Zellen
ohne IPTG vermehrt wurden (Bahn 4, Abb. 21), ist viel weniger von dieser Bande vorhanden. Zellen, die mit dem pT5T-Vektor
ohne ein CNTF-Insert transformiert wurden, weisen diese entweder induzierte (Bahn 3, Abb, 20) oder nichtinduZierte (Bahn 2,
Abb, 20) Bande nicht auf, Bahn 1 enthiilt Standards relativer Molekillmasse. .

Dardber hinaus wurden Zellen, die mit pTST:CNTF-Syn1,3-5a transformlert und mitIPTG 2 Stunden lang induziertwurden, durch
3Imaliges Passleren durch eine French-press aufgebrochen. Eine Aliquote des Rohzellenlysats wurde in Uberstand- und
Pelletfraktionen durch Zentrifugierung mit 20000rpmim JA-20-Roter (Beckman) 16min lang separiert, Aliquoten des Rohlysats,
Uberstands und der Pellet-Fraktionen, die den gleichen Starterzellen-Suspensionsantsil darsteliten, wurden ebenfalls (iber das
gleiche SDS-PolyacryIamidgeI geleitet, zu Nitrozellulose transferiert und mit affinitéitsgereinigten Antipeptid-A-Antikérpern
Immun-blottig_rt. Der Lysat-Uberstand (Bahn 8, Abb. 21) enthlelt viel mehr immunreaktiven CNTF als das Lysatpellet (Bahn 8,
Abb. 21). Der Uberstands-CNTF-Wert war vergleichbar mit dem Im umfraktionierten Lysat (Bahn 7, Abb.21),

E. Bioaktivitdt von exprimiertem CNTF : :

Die durch Kurzzentrifugierung geernteten Zellen wurden in 20mM Tris-HCl, pH = 8,2, bei 1/35 des urspriinglichen
Zellsuspensionsvolumens resuspendiert und durch 3maliges Passieren einer French-press aufgebrochen; das Rohzellenlysat
wurdein Uberstand- und Pelletfraktionen durch Zentrifugierung mit 20000rpm im JA-20-Rotor (Beckman) 15 min lang separiert,
Relhenverdiinnungen der Zellentiberstandfraktion wurden in bezug auf thre Féhigkeit, das Uberleben von Ziliargenglion-
Nervenzellenzu férdern (wie in Beisplel 1 beschrieben) analysiert, Der Uberstand wies eine betrichtliche Bioaktivitat bis zu einer
Verdiinnung von 1:1000000 auf (Abb, 22). Die spezifische Aktivitét des rekombinanten r>anschlichen CNTF wurde eingeschatzt
auf etwa 276 TU/ng auf der Basis der Bioaktivitit und des aus Immun-Blots eingeschétzten CNTF-Proteinanteils. Diese spezifische
Aktivitét ist etwa doppelt so hoch wie die spezifische Aktivitit des gereinigten Kaninchen-CNTF-Proteins, was darauf hindeutet,
daB der rekombinante CNTF im Bakterienzellextrakt biologisch aktiv ist. Lysate von Zellen, die mit pT5T ohne CNTF-Insert
transformiert wurden, wiesen keine feststellbare Bioaktivitit auf.

i e
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Der Uberstand wurde auch auf einem 16-%-polyacrylamidreduzierenden SDS-Gel einer Elektrophorese unterworfen und in
1mm dicke Scheiben gaschnitten, die {iber Nacht im Zelikulturmedium bei 4°C unter Schiltteln extrahiert und einem Bloassay
unterworfen wurden, wie in Beispiel 1 beschrieben, Die Einflgung In Abb. 22 verdeutlicht, daR es einen Bioaktivitiitspeak in
Fraktionen gibt, die 24kD entsprechen, wi~ Iir CNTF erwartet wird,

F. Aminosluresequenz des exprimlerten CNTF

Der Berelch um 24kD wurde aus einem SDS-Polyacrylamidgel herausgeschnitten, das dem In Abb. 20 &hnlich war, aber keine
Coomassie-Anfiirbung aufwies. Dieses Material wurde mittels Edmen-Abbau in elnem Applied-Biosystems-Proteinsequanator
{wle in Beisplel 2 beschrieben) sequenziert. Es wurde folgende Aminosuresequenz erzielt: AFTEHSPLTPHRRDL /?/ S.... Das
Fragezelchen entspricht einem C in der menschlichen Sequenz {Abb, 12), das mit dieser Methode nicht nachgewiesen werden
kann. Dlese Sequenz entspricht derjenigen, die vom menschlichen CNTF erwartet wird {Abb. 12) und liefert einen zusétalichen
Beweis dafilr, daR der CNTF richtig exprimiert wird, Sie deutet auch darauf hin, dad das Amino-Terminal Methionin wihrend der
Expression entfernt wird und das Alanin als Aminoterminal-Aminos#ure im exprimierten Protein zurticklRt,

Die obigen Ergebnisse beweisen, daB ein immunologisch kreuzreaktiver CNTF in hohem MaBe in biologisch aktiver Form
exprimiert wurde, wovon der gréRte Tell nach Auflésung der Bakterienzelle l18slich ist.

3. CNTF-Expression mittels eines Expressionsvektors auf der Basis eines Hybridlaktose- und Tryptophan-Operon-
Promotor{,Tac')-Systems :

{Zu den Merkmalen des Vektors siehe Abb, 19): !

A. Beschrelbung des pT3XI-2 {Modifizierung des pKK223-3) .

Das Starterplasmid flir diese Konstruktion war das bei Pharmacia erworbene Plasmid pKK223-3, Das Plasmid pKK223-3fiihrt ein
partielles Gen fiir die Tetracyclin-Resistenz mit sich. Dieses nichtfunktionelle Gen wurde durch ein vollstindiges
Tetracyclinresistenzgen ersetzt, das im Plasmid pBR322 enthalten war, Das Plasmid pKK223-3 wurde mittels SPh | vollsténdig
und mittels Bam Hi partiell aufgeschlossen. Ein 4,4-Kilobacenpaarfragment wurde gelgereinigt und mit einem synthetischen
Adapter kombiniert, der folgende Sequenz hatte:

5" GATCTAGAATTGTCATGTTTGACAGCTTATCAT 3'
3’ ATCTTAACAGTACAAACTGTCGAATAGTACC &'

und ein 539-Basenpaarfragment der DNA aus einem C1a |-, Sphl-AufschluB des Tetracyclinresistenzgens von pBR322 (PL
Biochemicals, 27-4891-01). Das daraus resuitierende Plasmid wurde pCJ1 genannt. Als néchstes wurde ein bei New England
Biolabs erworbener Xho-l-Linker in die Plasmid-pCJ1's Pvull-Stelle inserier*, um das Plasmid pCJX-1 zu bilden. Diese Insertion
reifdt das rop-Gen auseinander, das die Plasmid-Kopienzahl kontrolliert. Ein Eco-RI-Fragment, das das Lac-1-Gen enthielt, wurde
vom Plasmid pMC3 gereinigt (Calos et al., Proc. Natl, Acad. Sci. USA [1983], 80, 5.3015-3019) und dann in die Mho-!-Stelle
inseriert, wobei die Xho-I-bis Eco-Rl-Adapter folgende Sequenz aufwiesen:

5  TCGAGTCTAGA 3
3 CAGATCTTTAA &'

Die Polylinker-Sequenz zwischen der Eco-RI- und der Pst-l-Stelle im Plasmid pKK223-3 wurde als n#ichstes durch eine
Polylinkersequenz folgender Gestalt ersetzt:

5 AATTCCCGGG . TACCAGATCT GAGCTCACTA  GTCTGCA 3'
3 GGGCCC ATGGTCTAGA CTCGAGTGAT CAG 5

Der so gewonnene Plasmidvektor wird pCJXI-1 genannt. '

SchlieBlich wurde das Tetracyclinresistanzgen durch ein &hnliches Gen ersetzt, das die Erkennungsstellen fiir die
Restriktionsenzyme Hind Ill, Bam Hl und Sall aufwelst, die durch Bisulfitmutagenese zerstdrt wurden, Das folgende Verfahren
wurde angewandt, um das Tetracyclinresistenzgen von pBR322 zu mutieren, Das Plasmid pBR322 wurde mit Hind lll zerschnitten,
und dann mit Natriumbisulfit (Shortle und Nathans, Proc. Natl. Acad. Sci. USA [1978), 5, S.2170-2174) mutagenisiert. Die
mutagenisierte DNA wurde ligiert, um eine ringférmige DNA zu bilden, und dann mit Hind il zerschnitten, um jedes Plasmid zu
linearisieren, das der Mutagenese entkam. E. coli JM 109 {Yanisch-Perron, et al., Gene [1985) 33, S. 103-119). wurde mit dem
Plasmid transformiert und dann auf selektiven Medien plattiert. Die Plasmide wurden aus Tetracyclinresistenzkolonien isoliert
und in bezugt auf Verlust der Hind-lil-Stelle im Tetracyclinresistenzgen tiberprlift. Das erfolgreich mutierte Plasmid wurde pT1
genannt. Ein &hnliches Verfahren wurde angewandt, um die Bam-HI-Stelle im pT1 2u mutagenisieren, was zum Plasmid pT2
fdhrte. Das Plasmid pT2 wiederum wurde mutagenisiert, um dle Sal-l-Stelie zu beseitigen; damit wurde Plasmid pT3 gebildet.
Ein C1a-l/Bam-I-Fragment von pT3, das das mutierte Tetracyclinresistenzgen enthielt, wurde isoliert und zur Ersetzung des
homologen Fragments von pCJXI-1 verwendet, um pT3Xi-22u bilden. Das mutierte Tetracyclinresistenzgen codiert nechimmer
ein funktionelles Protein. ;

B. Bildung von pT3XI-010TC3FGFsyn (das den Tac-Promotorvektor fiir CNTF prapariert)

Zuerstwurde ein ,Gen” fiir den grundlegenden Fibroblast-Wachstumsfaktor (bFGF) synthetisiert. Dieses ., Gen” codiert fiir dis
gleiche Sequenz wie dis, von der Sommer et al. (1987 Biochem. Biophys. Res. Commun. 141, S.67) bei FGF berichten, benutzt
aber die Codons, die vorzugswelse in hochexprimierten Genen bei E. coli angetroffen werden. Die Struktur dieses Gens ist so
beschaffen, daR dem codierenden Teil.... vorausgehen (s. Squires et al., 1988, ibid.), um eine effiziente Initiierung der Translation
zu gewdhrleisten,

Das synthetische FGF-Gen wurde zuerst in M13mp18 zwischen der Eco-Ri- und Hind-Ill-Stelle inseriert und sequenziert. Die
Struktur dieses Gens ist;
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AATTCAGGA  TCCGATCGTG GAGGATGATT AAATGGGTAC CATGGCTGCT GGCTCCATCA
GTCCT AGGCTAGCAC _ CTCCTACTAA  TTTACCCATG GTACCGACGA CCGAGGTAGT
EcoRI "BAMHI RBS FGFstart .
Translationskoppler3
CTACCCTGCC  GGCACTGCCG GAAGACGGTG GCTCCGGTGC TTTCCCGCCG  GGGCACTTCA
GATGGGACGG CCGTGACGGC CTTCTGCCAC CGAGGCCACG AAAGGGCGGC CCGGTGAALI
AAGACCCGAA ACGTCTGTAC TGTAAAAACG GTGGCTTCTT CCTGCGTATC  CACCCGGATG
TTCTGGGCTT TCCAGACATG ACATTTITGC CACCGAAGAA GGACGCATAG CTGGBGCCTAC
GTCGTGTCGA CGGCGTACGT GAAAAAAGCG. ACCCGCACA TCAAACTGCA  GCTGCAGGCTG
CAGCACAGCT TGCCGCATGC ACTTTITTTCC TGGGCGTGT AGTTTGACGT CGACGTCCGAC
AAGAACGTG GTGTTGTATC TATCAAAGGC GTTTGCGCAA ACCGTTACCT GCCTATGAAAG
TTCTTGCAC CACAACATAG ATAGTTTCCG CAAACGCGTT TGGCAATGGA CCGATACTTTC
AAGACGGTC GTCTGCTGGC TAGCAAATGT GTAACTGACG AATGTTTCTT CTTCGAACGTC
TTCTGCCAG CAGACGACCG ATCGTTTACA CATTGACTGC TTACAAAGAA  GAACCTTGCAG
TGGAAAGCA ACAACTACAA CACCTACCGT TCTCGTAAAT ACACTTGTTG GTACGTTGCTC
ACCTTTCGT TGTTGATGTT GTGGATGGGA AGAGCATTTA TGTGAAGAAC . CATGCAACGAG
TGAAACGTA CCGGCCAGTA CAAACTGGGT TCCAAAACTG GCCCGGGTCA GAAAGCAATCC
ACTTTGCAT GGCCGGTCAT GTTTGACCCA AGGTTTTGAC CGGGCCCAGT CTTTCGTTAGG
TGTTCCTGC CGATGAGCGC TAAATCTTAA  ACTAGTA
ACAAGGACG  GCTACTCGCG ATTTAGAGAATT TGATCATTCGA

FGFstop

Relevante Merkmale des Gens werden hervorgehaben.,

Es wurde dann durch AufschlieBung mit BamH! und Hindlll isoliertund in Bam-HI-/Hind-llI-Schnitt-pJU1003 inseriert (Squires et
al.,, 1988, ibid.). Dies ergab pJU1003-synFGF. Dieses Plasmid wurde mittels Xba | und Hind Ill zerschnitten, und das Xba I/Hindlll-
Fragment, das das FGF-Gen mit sich filhrte, wurde Isollert. Dieses Fragment wurde in pT3XI-2 ligiert, das mit EcoRl und Hind Ill
unter Benutzung eines Eco-Rl-Xba-I-Linkers zerschnitten wurde:

Hindlil

5" pAATTCCACAACGGTTTCCCT 3
3 GGTGTTGCCAAAGG GAGATCp 5

Das neue Plasmid wird pT3XI-2-010TC3FGFsyn genannt.

C. Insertion von CNTF-Expressionskonstrukten in den Tac-Promotor-Vektor

pT3XI-2-01CTC3FGFsyn wutde mittels BamHI und Spel zerschnitten, was zur Linearisierung des 7,4-kh-Expressionsvektors und
zur Freisetzung des ca. 0,5-kb-FGF-DNA-Fragments filhrte. In getrennten Reaktionen wurden CNTF-Syn1/3 und CNTF-Syn2/3in
das gelgereinigte Bam HI/Spe I-Schnitt-Vektor-DNA-Fragment liglert, woraus sich die Plasmide pT3XI-2:CNTF-Syn1/3 und
pT3XI- 2:CNTF-Syn2/3 ergaben. .

D. Expression inE. coli :

pT3XI-2:CNTF-Syn1/3 wurde transformiert in einen phagenrasistenten E.coli K-Stamm JM107. Vierzehn Transformanten
wurden kultiviert und in bezug auf CNTF-Expression durch SDS-Polyacrylamidyel-Elektrophorese und Anférbung mit
Coomassie-Brillantblau analysiert, Vier Transformanten wiesen eine dunkelgefirbte Bande an der approximatlv}en Stelle des
CNTF auf. Eine hochgradige Expression des rekombinanten CNTFwurde erzielt durch Vermehrung der Zellen in Luria-Brithe mit
15pg/ml Tetracyclin bis zu einer Zelldichte, die einem A von 0,8 entsprach. .

IPTG wurde zu einer Endkonzentration von 1,0mM zugesetzt und die Zellen lieR man 2 Stunden sich varmehren. Diese

4 Transformanten wiesen alle etwa die gleiche CNTF-Dichte sowohl an coomassie-angeférbten als auch immum-geblotteten
Gelen auf, Der scheinbare CNTF-Expressionsgrad in diesen Transformanten auf der Basis dieser Gele betrug etwa ein Viertel des
Expressionsgrades, den das nach den vorausgehenden Angaben kultivierte pT6T:CNTF-Syn1/3-5a aufwles. Die
Restriktionskartierung der DNAs dieser 4 Transformanten bestétigte, daB sie alle das menschliche CNTF-Gen mit sich fihrten.
pT3XI-2:CNTF-Syn2/3 wurde zur Expression in das E.coli-Férbungs-TG1 transformiert. Die Transformanten wurden durch
Plattierung auf Lb-Agar, der 16 ug/mli Tetracyclin enthielt, selektiert. Vier Transformanten, pT3XI-2:CNTF-Syn2/3-A, -B, -C und
-D, wurden selektiert, kultiviert und durch Restriktionsenzymkartierung bestétigt, Ein Transformant, pT3XI-2:CNTF-Syn2/3-A,
wurde zur welteren Untersuchung selektiert, Dieser Transformant wurde {iber Nacht in 500m! 2XYT-Brithe plus 10ug/mi
Tetracyclinund 1mM IPTG kultiviert. Die Zellen wurden durch Zentrifugierung, wie oben angegeben, geerntet und in 10mM
Phesphatpuffer, pH = 6,7, der 1mM EDTA enthielt, 0,1 M PMSF und 0,1 mcM Pepstatin durch sine 15-sec-Beschallung auf Eis
mittels eines Mikrotips mit einer Leistungseinstellung von #3 extrahiert, Nach 16mintitiger Zentrifugierung in einer
Mikrozentrifuge wurde der Uberstand eingesammelt und auf Bioaktivitét im Ziliarganglion-Uberlebensversuch analysiert
(Beisplel 1). Im Uberstand (Abb. 22), der 1,5mg/ml Protein enthielt, war eine betrachtliche Bioaktivitét 2u verzeichnen.

Die hier vorgelegten Ergebnisse deuten darauf hin, daB 2 verschiedene DNA-Konstrukte in zwel unterschiedlichen
Expressionsvektoren die Expression eines biologisch aktiven CNTF erlaubten, der auch in geelgneter Weise auf reduzierenden
SDS-Polyacrylamidgelen wanderte, durch affinitatsgereinigte Antikérper zum CNTF erkannt wurde und eine geeignete
Aminoterminal-Aminosauresequenz aufwies. '
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4. Relnlgung des rekombinanten CNTF

Ein kleines Inokulum von pT5T:CNTF-Syn1/3-5a wird Giber Nacht bei 37°C unter Schiitteln in Luria-Brihe, die 10 ug/ml
Tetracyclin enthdlt, kultiviert, Sieben mi dieser Zellsuspension werden pro 60 m! Luria-Briihe in grofsen Kolbenzugesetzt und bel
37°C unter Schiltteln kultiviert, bis der Ago-Wert annéhernd 0,6 errelcht, Dann werden 0,6 mM End-IPTG zugesetat, um eine
CNTF-Expression au induzieren, und die Kultivierung fortgesetzt, bis der Agg-Wert annéhernd 1,2 erreicht, wozu typischerweise
4-8h nétig sind. Die Zellen werden durch 5minltige Zentrifuglerung bei 4°C mittels JA-20-Rotor bel 7000rpm geerntetund noch
einmal durch Zentrifugierung in 50mM Phosphatpuffer, pH = 8,0, (Puffer A) bel 4°C gewaschen, Der Uberstand wird entfernt
und das Zellpellet bei —20°C als Paste eingefroren, .

Die Zellpaste wird in Puffer B (Puffer A enth#lt 1 mM EGTA (Ethylenglycol-bis-(aminosthylether) N,N,N’,N*-Tetraessigsure) und
1mM EDTA (Ethylendiamintetraessigstiure}) mit 0,6 mg Paste pro mi Puffer bei 4°C suspendiert und 3mal durch eine French-
press passiert, um die Bakterlen aufzubrechen, Zu einer Endkonzentration von 0,26% wird Polyethylenimin (PE]) zugesetzt und
30min bel 4°C geschlittelt, Der Niederschlag wird durch 15min(tige Zentrifuglerung bei Hochstgeschwindigkeit in einer
Mikrozentrifuge entfernt. Dieser Schritt verringert typischerwelse den Nucleinsiuregehalt, wie anhand des Verh#itnisses

Ajeo/ Azgo gemessen wurde, von etwa 26% auf weniger als 6%,

Die Probe wird dann auf eine mit Puffer B #quilibrierte Q-Sepharose-Séule (Pharmacia) angewandt. CNTF ist eine so groe
Komponente des French-press-Lysats, daB sie wihrend der Chromatografie durch Coomassle-Brillantblau geférbte SDS-
Polyacrylamidgele der Shulenfraktionen verfolgt werden kann, CNTF ist eine gréBere coomasslegefarbte Bande mit etwa 24kD.
Unter Anwendung dieser Analyse durchwiischt der CNTF die Q-Sepharosesule im Puffer B, Die Durchwaschungsfraktionen, die
den gréBten Teil des CNTF-Proteins enthalten, werden eingesammelt, gegen Puffer C (6mM Phosphatpuffer, pH = 8,0, enthéit
1mM EGTA und 1mM EDTA) dialysiert und auf eine mit Puffer C #quilibrierte Q-Sepharosesiule angewandt, Die S#ule wird in
Puffer C gewaschen, bis der Aze-Wert zur Grundlinie 2uriickkehrt, was darauf hindeutet, daB nicht anhaftende Proteine die Skuls
durchgewaschen haben. Im Puffer C bindet sich CNTF an die Q-Sepharosesiule und wird dann mit einem 0-0,1 M NaCl-
Gradienten In Puffer C eluiert. Der CNTF tritt aus der Stule bel etwa 40mM NaCl aus und besitzt elne mehr als 90%ige Reinheit
aufgrund der Beurteilung von coomassiegefiirbten SDS-Polyacrylamidgelen der CNTF-Peakfraktionen.

Tabelle 1
Wirt Regulierte Induktor Transkrip- Meta-  Transkriptionale Marker RS-
Promotoren tionster- stabl-  Startstelle-und Bindungs-
minator lisle- Leader-Peptide stelle
rung :
E.coli Lac', Tac? IPTG B¢ ompa® bla" Amplcillin*
Lambdapl. erhdhte Tempsratur rnC’ lambda ompa"? Tetra-
Trp? 1AA-Zusatz oder int? phoS cyclin'18
Tryptophanerschdpfung trp® Chloramphenicol'®
Bacillus  * Alphaamylase" E.colirrn B.amy neutrale Kan'?8 B. amy-neutrale
* Subtilisin'® 1 BT. T Protease®' Cam'® Protease
* p-43% . B.amy-Alpha- B.amy-Alpha-
spag —1% IPTG . amylase? Amylase?
B.subt,
Subtilisin®
Pseudo-  Trp? (E.coli) 1AA-Zusatz oder Phospholipase C*  Sulfonamid® Trp{E.coli)
monas Lac(E.coli) Tryptophan Exotoxin A® Streptomycin®
Tac(E.coll) erschdpfung
IPTG
Hefe Gal Glucose-Erschdp- Cyc? Invertage® Urae”
10% fung und Una Saure Phosphatase® Leu 2% ,
Adb™ Galactose-Glucosa-
1" Erschdpfung Alpha-Faktor Alpha-Faktor His3
Phob Phosphat-Erschdpfung  Sac2 Tap1

* nichtreguliert  ** im Original teilweise schlecht lesbar - A. d. Ub.

<«
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Fl6. 11

G CAA ACT CAG CTG ACT TGT TTC CTG GGA CAG TIG AGT TAG GGG ATG GCT
. M A

TTC ATG GAG CAT TCA GCA CTG ACC CCT CAC. CGC CGG GAG CTC TGT AGC

F M E H S A L T P H R R E L € S

CGT ACC ATC TGG CTA GCG AGG AAG ATT CGT TCA GAC CTG ACC GCT CTT
R T I W L_A R K I R 8§ O L T A L

ACG GAA TCT TAC GTG AAG CAT CAG GGC CTG AAC AAG AAC ATC AAC CTG
T _E S Y V K H Q@ S L N K N 1 N L

GAC TCT GTG GAT GGA GTA CCA ATG GCA AGC ACT GAT CAG TGG AGT GAG
b_S VvV O G Y P M A S T D Q@ W § E

CTG ACT GAG GCA GAG CGA CTC CAA GAG AAC CTC CAA GCT TAT CGG ACC
L T E A E R L Q E N L @ A Y R T

TIC CAT ATT ATG TTG GCC AGG CTT TTA GAA GAC CAG CAG GTG CAT TIT
F H I M L A R L L E D _Q Q V H F

ACC CCA GCT GAA GGT GAC TTC CAT CAA GCT ATA CAT ACC CTT TTA CTC
T P A E G D F H Q@ A I H T L L L

CAA GTT GCT GCC TTC GCT TAC CAG ATA GAG GAG TTA ATG GTG CTG TTG
Q vV A A F A Y QI E E L M V L+1L

GAA TGT AAT ATC CCT CCC AAA GAT GCT GAT GGG ACA CCT GTC ATT GGA
E C N I P P K D A D § T P V I S

GGT GAT GGT CTC TTT GAG AAG AAG CTG TGG GGC CTG AAG GTG CTA CAA
B D S L F E K K L W s L K VvV L Q

GAG CTT TCA CAC TGG ACA GTG AGA TCC ATT CAT GAC CTT CGT GTC ATT
E L S H W T Vv R 8§ I H D_L R V 1

TCT TGT CAT CAA ACT GGA ATC CCA GCA CAT GGG AGC CAT TAT ATT GCT
§$ ¢ H Q@ T 6 I P A H G S H Y I A

AAC GAC AAG GAA ATG TAG
N D K E M

(]
!
]



- 35"
¢] TG
Fl6. /12 TP GGG ATG GCT TIC ACA GAG
met ala phe thr glu
_ me(
G A c G TAC

CAT_TCA CCG CTG ACC CCT CAC CGT CGG GAC CTC TGT AGC CGC TCT ATC TGG
his ser pro leu thr pro his arg arg asp leu cys ser arg ser ile trp
ala glu N thr

G C._ T C
CTA _GCA AGG AAG ATT CGT TCA GAC CTG ACT GCT CTT ACG GAA TCC TATI GTG
leu ala aro lys ile arg serasp leu thr ala leu thr glu ser tyrival

T AGA

AAG CAT CAG GGC CTG AAC AAG AAC ATC AAC CTG GAC TCT GCG GAT GGG ATG
lys his qin gly leu asn lyn asn ila asn leu asp ser ala asp gly met
val val

A
CCA_GTG _GCA AGC ACT GAT CAG TGG AGT GAG CTG ACC GAG GCA GAG CBA CTC
pro val ala ser thr asp gln trp ser glu leu thr glu ala glu arg leu

met :

C G A-A ' I

CAA GAG AAC CTT CAA GCT_TAT CGT ACC TIC CAT GTT TIG TTG GCC AGG CTC

gln glu asn leu gin ala 1tyr arg thr phe his val leu leu ala arg leu
. ile met

TTA_GAA GAC CAG CAG GTG CAT TTT ACC CCA ACC GAA GGT GAC TIC CAT CAA
feu glu asp gln gln val his phe thr pro thr glu gly asp phehis glin
ala
TA T c I
GCT _ATA CAT ACC CTT CTT CTC CAA GTC GCT GCC TIT GCA TAC CAG ATA GAG
ala ile his thr leu leu leu gin val ala ala phe ala tyr gln ile glu

}

GG__G T GT__ T I. ¢ A T
GAG TTA ATG ATA CTC CTG GAA TAC AAG ATC CCC CGC AAT GAG GCT GAT GGG
glu leu met ile leu leu glu tyr lys ile pro arg asn glu ala asp gly
val cys asn pro lys asp
CA GC --- GT_A
ATG_CCT ATT AAT GTT GGA GAT GGT GGT CTC TIT GAG AAG AAG CTG TGG GGC
met pro ile asn val gly asp gly gly leu phe glu lys lys leu trp gly
val --- ile gly asp
A__A C G A T
CTA_AAG GTG CTG CAG GAG CTT TCA CAG TGG ACA_GTA AGG TCC ATC CAT GAC
feu lys val leu gln glu leu sergln trp thr val arg ser ile his asp
I
G G Ah ° A A
CIT_CGT TIC AIT TCT TCT CAT CAG ACT GGG ATC CCA GCA CGT GGG _ABC CAT
leu arg phe ile ser ser his gin thr gly ile pro ala arg gly ser his
val cys his
_ G G
TAT_ATT _GCT AAC AAC_AAG_AAA ATG_TAG
tyr ile ala asn asn lys lys met

asp glu
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FlG. /6

Oligonucleotide 1

.

OLIGO-1 9'-GAT GTT CTT GTT CAG GCC CTG ATG CTT CAC
ATA GGA TTC CGT AAG AGC AGT CAG GTC TGA ACG AAT CTT CC-V

Oligonucleotides 2 & 3J

, |BamHI ‘
0LIG0-2 54GATC] CGATCTTGGAGGATGATTAA ATG GCT TTC

0LIGO-3 3-GCTAGAACCTCCTACTAATT TAC CGA AAG
met ala phe

Bql 1L
ACT GAA CAC TCT CCG CTG ACC CCG CAC CGT CG% ékT o ¢
TGA CTT GTG AGA GGC GAC TGG GGC GTG GCA GCT CTA GAC

thr glu his ser pro leu thr pro his arg arg asp leu

h
. TGC AGC CGC TCT ATC T GN el -3' 0LIGO-2

ACG TCG GCG AGA TAG ACE _GATCr5'0LIGO-3
cys ser arg ser ile trp leu

}

Oligonucleotide 4

CCT TCT
0LIG0-4 5- ATG TAG CAG TTA GTC |ACT AGT|CTC TTC CTT GCT-3
met STOP Spe |
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